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Introduction Générale

Dans le cadre de la valorisation de la biomasse et du développement de nouveaux matériaux
biodégradables, de nombreuses études ont été menées sur l'amidon, un polymére
polysaccharidique naturel et abondant. Ce dernier constitue un matériau renouvelable,
biodégradable, non toxique et peu codteux, pouvant étre utilisé pour la fabrication de produits
alimentaires [1, 2]. L'amidon représente I'organe de réserve eénergétique des plantes supérieures
et se présente sous forme de grains micrométriques de poudre blanche [3]. Des procédures telles
que [I'hydrolyse acide/enzymatique, l'irradiation gamma, la nanoprécipitation simple,
I'ultrasonification et I'nomogénéisation sont souvent utilisées pour synthétiser des nanoparticules
d'amidon (SNPs) [4], présentant des propriétés physicochimiques et biologiques différentes de

celles de I'amidon natif, notamment une solubilité et une surface de réaction plus élevées [5].

Dans cette étude, I'hydrolyse a I'acide HCI a été adoptée pour synthétiser des nanoparticules
d'amidon de pomme de terre. Les propriétés des SNPs ainsi préparées, telles que la teneur en
amylose, la rhéologie, la forme des particules et la distribution des tailles, ont été améliorées par
rapport a leurs homologues en vrac. Les nanoparticules d'amidon sont généralement utilisées
pour la formation de nanoémulsions, de films composites a base d'amidon, pour I'encapsulation

et I'administration de médicaments [6].

L'amidon posséde trois groupes hydroxyle a l'intérieur de I'unité o-D-glucopyranose, offrant
ainsi de nombreuses possibilités de réactions de couplage. Les réactions d'oxydation,
d'estérification et d'éthérification ont éte développées depuis plus de 50 ans [7]. Dans ce travail,
la modification chimique consistait a transformer les groupes hydroxyles polaires présents a la
surface des nanoparticules d'amidon en groupes esters. L'estérification de I'amidon implique des
réactions en chaine avec des acides, des chlorures d'acides organiques, des sels d'acides
inorganiques et des anhydrides [8]. Pour cette synthése, I'acide colophanique a été utilisé comme
acide naturel estérifié avec les nanoparticules d'amidon de pomme de terre. Ainsi, le
diméthylsulfoxyde (DMSO) a réussi a remplacer les solvants toxiques en plus des nanoparticules

d'amidon, I'acide colophanique étant compléetement soluble dans le DMSO [9].

Dans notre recherche, nous avons étudié la synthése de nanoparticules d'amidon estérifiées

avec de l'acide colophanique en utilisant un catalyseur solide cationique appelé "Maghnite-H™.
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La Maghnite-H™ est un catalyseur respectueux de l'environnement qui peut étre utilisé en
présence de solvant ou dans des conditions de masse pour respecter les principes de la chimie
verte. La maghnite est une argile aluminosillicate montmorillonite, une substance d'origine
naturelle qui peut étre considérée comme une source de protons a faible codt et a long terme. Les
montmorillonites sont des argiles qui possedent des sites acides de Bronsted et de Lewis. Sous
des conditions acides, ces argiles peuvent fournir des catalyseurs extrémement actifs pour les
réactions catalysées par les acides, ainsi que des substrats solides pour divers réactifs
inorganiques et organiques [10].

Les recherches actuelles ont renouvelé l'intérét pour I'encapsulation et le conditionnement des
polymeres antimicrobiens, notamment dans les domaines de la santé, de la médecine et de
I'alimentation [11]. Les biopolyméres antimicrobiens sont parmi les matériaux actifs avancés les
plus attrayants pour protéger les surfaces contre les micro-organismes tels que les bactéries, les
germes, les champignons et les parasites [12]. Ces dernieres années, la création de matériaux
antimicrobiens & base d'amidon a suscité un grand intérét, tout comme leur utilisation potentielle
dans d'autres domaines. Pour modifier la surface de lI'amidon et lui conférer des propriétés
antimicrobiennes, diverses approches ont été proposées [13]. Zhao et al. ont décrit la
modification de I'amidon a l'aide de polycaprolactone (PCL) pour obtenir une activité
antimicrobienne par un procédé de modélisation de dépdt par fusion [14]. Une autre étude a
décrit I'amélioration de I'activité antimicrobienne des nanoparticules d'argent bioactives (AgNPs)
encapsulées dans I'amidon. Cependant, bien que les AgNPs aient un potentiel antibactérien, leur
utilisation est limitée en raison de leur faible stabilité ou de leur toxicité excessive [15]. Par
conséquent, il est essentiel d'améliorer les propriétés antimicrobiennes des AgNPs en incorporant
un biopolymere. Dans notre travail, nous proposons une méthode facile et écologique pour

produire des SNP modifiées avec de la colophane, un composé antimicrobien naturel.

De plus, les antioxydants sont des substances qui inhibent la formation d'especes réactives de
I'oxygéne, minimisant ainsi le stress oxydatif dans les cellules, ce qui les rend efficaces dans le
traitement de divers troubles humains tels que le cancer, les maladies inflammatoires et les
maladies cardiovasculaires [16, 17]. Dans cette etude, les nanoparticules d'amidon synthétisées
par estérification avec de I'acide rosin ont été examinées pour leur activite antioxydante a l'aide

de la méthode de piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

Cette these est divisée en cing chapitres :
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Le premier chapitre est consacré aux etudes bibliographiques sur I'amidon et ses

modifications chimiques, ainsi que sur I'acide colophanique (Rosin).

Le deuxiéme chapitre est consacré a I'étude de la maghnite et de son activité catalytique dans les

réactions chimiques.

Le troisiéme chapitre aborde les principes fondamentaux des bactéries, les différentes variétés
bactériennes, l'action antibactérienne et les antioxydants, afin de présenter les utilisations

potentielles de I'amidon chimiquement modifié.

Dans le quatrieme chapitre, nous discutons des procédures et des approches expérimentales

utilisées tout au long de ce travail.

Enfin, dans la derniére section (chapitre V), les résultats de plusieurs expériences sont fournis,
notamment la synthése et la caractérisation physico-chimique de l'amidon chimiquement
modifié, suivies d'une étude des activités antioxydantes et antibactériennes (in vitro) du produit
synthétisé.

Le manuscrit se termine par une conclusion générale et la présentation de concepts importants

inspirés des avancées futures découlant des résultats de ce travail.
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. Introduction

Les matériaux biosources recoivent beaucoup d'attention en tant qu'alternative pour remplacer
les produits synthétiques dérivés du pétrole dans la formation de plusieurs produits a valeur
ajoutée.

Dans le chapitre I intitulé "Les matériaux biosourcés (Amidon et Rosin)", nous commengons
par définir la notion de "polymere”. Ensuite, nous abordons I'amidon natif et ses propriétes
physico-chimiques ainsi que la modification chimique de I'amidon. Nous examinons également
le procédé de préparation de nanoparticules d'amidon par hydrolyse acide et ses applications.
Enfin, nous présentons une vue d'ensemble de la rosin, ses applications et ses propriétés physico-

chimiques, ainsi que sa modification chimique.

Il. Polymeres

Le mot polymere est dérivé du grec "poly", qui signifie "nombreux", et "meros"”, qui signifie
"parties” [1]. Le terme "macromolécule” peut également étre utilisé pour décrire un polymere

composé d'unités structurelles répétitives liées par des liaisons covalentes [1, 2].

La science des polymeres a connu ses développements les plus importants dans les années
1930, lorsque les premiers polymeres naturels ont été produits [3]. Aujourd'hui, la science des
polymeéres est un domaine de recherche tres important et la production de matériaux polymeres

est I'une des plus grandes activités industrielles, médicales, alimentaires et pharmaceutiques [4].

Les polymeéres naturels ou biopolymeéres sont ceux qui se forment dans I'environnement
naturel par des organismes vivants. Ils sont généralement extraits de plantes ou d'animaux [5, 6].
Les protéines, le caoutchouc naturel et les polysaccharides sont tous des exemples de polymeres
naturels largement utilisés dans la vie moderne [7]. Les biopolymeres suscitent actuellement un
intérét considérable en tant qu'alternative aux plastiques a base de pétrole dans certaines
applications [8, 9]. Les avantages les plus importants de I'utilisation de polymeéres naturels, en
particulier ceux basés sur les protéines et les polysaccharides, sont qu'ils se dégradent plus
facilement dans I'environnement que les polyméres a base de pétrole et qu'ils sont également
renouvelables [6, 10, 11]. L'humanité utilise des biopolymeres naturels depuis des millénaires,

tels que le bois, le cuir, la laine, le coton et la soie.
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I11.L’amidon natif et ses propriétés
I11.1. Généralités sur I’amidon

L'amidon est le polysaccharide de réserve le plus abondant chez les plantes. Les principales
sources d'extraction de I'amidon aujourd’hui sont les tubercules, les racines et les graines,
principalement du mais, du tapioca, de la pomme de terre, du blé et du riz. L'amidon peut
facilement étre extrait avec une grande pureté, ce qui donne une poudre blanche, insipide et
inodore. Ces bonnes propriétés organoleptiques en font une ressource intéressante pour de
multiples applications, non seulement dans I'alimentation humaine et animale, mais aussi comme
matiére premiere pour des applications non alimentaires telles que la fabrication de pate et de
papier, d'adhésifs et de bioéthanol. De plus, I'amidon est biodégradable et peut présenter un

comportement thermoplastique [12].
111.2. Structure moléculaire de I'amidon

Les granules d'amidon sont semi-cristallins et se composent d'amorphes et des lamelles
cristallines. Les chaines d'amylopectine sont regroupées en grappes, ce qui contribue a la
formation de ces lamelles amorphes et cristallines [13]. La figure 1 présente la structure semi-
cristalline de I'amidon décrite ci-dessus.

Le polymorphisme de I'amidon est déterminé par le mode de I'amylopectine et I'emballage d'eau.
L'amidon de type A a une double hélice d'amylopectine relativement compacte avec une faible
teneur en eau, tandis que les doubles hélices de I'amidon de type B ont une structure plus lache et
une teneur en eau plus élevée [14]. Le polymorphe de type C, qui consiste en une combinaison
de types A et B, a également été observé dans de nombreuses études [15,16]. Le polymorphe de
type C est encore divisé en C,, Cc et Cp selon que le polymorphe de type C est similaire au
polymorphe de type A ou B [17]. Il a été rapporté par de nombreux chercheurs que les amidons
de patate douce possédent les polymorphes A, Ca et Cp [15-17].
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Figure 1. La structure semi cristalline de I'amidon.

111.3. Structure chimique de ’amidon

L'amidon et la cellulose sont deux des polysaccharides les plus abondants et sont tous deux
des polymeres d'homoglycanes [18, 19]. Le D-glucose est I'unité monomérique dans I'amidon et
la cellulose. Cependant, ils présentent des propriétés mécaniques et chimiques trés différentes en
raison de petites différences dans leur structure [20]. Dans la cellulose, le D-glucose du
monomere est lié a la position (1-4), comme indiqué dans la Figure 02. L'autre monomeére de
glucose tourne de 180° autour de I'axe de la chaine polymérique en raison du signe qui indique
que l'oxygeéne de liaison est en position equatoriale [21]. Par la suite, la branche alcool alkyl
provoque une interaction entre les chaines cellulosiques par forte liaison hydrogéne, ce qui
donne une structure mécanique solide.

L'amidon est principalement composé d'amylose et d'amylopectine. Dans I'amylose, I'atome
d'oxygene de liaison est en position axiale, ce qui aide les unités de glucose monomeére a
s'orienter les unes par rapport aux autres, indiquant que le polysaccharide d'amidon est relié par
une liaison glycosidique (1-4). Par conséquent, les chaines d'amidon interagissent en formant une
hélice. L'amylopectine est une version ramifiée de I'amylose, ou la liaison glycosidique (1-6)

10
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forme une branche [22, 23]. Les rapports et les distributions d'amylose et d'amylopectine varient
dans chaque amidon en fonction de sa source [24, 25]. Le rapport d'amylose et d'amylopectine de
différentes plantes affecte les propriétés de I'amidon [26]. En revanche, contrairement a
I'amylose, la cellulose ne peut pas étre ramifiée en raison de la forte structure qui bénéficie d'une
forte liaison hydrogeéne.

Les structures de I'amylose et de I'amylopectine sont illustrées respectivement dans les figures
3 (a) et (b). Ces structures peuvent étre décomposées par une enzyme spécifique qui dégrade le
polymere. Certains organismes digérent I'amidon en utilisant les enzymes amylase et maltase
pour le convertir en glucose, afin de produire de I'énergie. En revanche, l'ordre interne de
I'amidon peut étre perdu par chauffage en présence d'eau, ce qui peut détruire la structure et
disperser les chaines polymeéres dans I'eau.

Figure 2. Structure chimique de cellulose.

OH

O
o
OH
o
Liaison a (1—4)
/RLm son a (1—6)
-
O,
® ™,

Figure 3. Les structures d'amylose (a) et d'amylopectine (b).




CHAPITRE | Les matériaux biosourcés (Amidon et Rosin)

L'amidon est insoluble dans I'eau froide, mais il est tres hygroscopique et lie I'eau de maniere
réversible. Le chauffage d'une solution d'amidon entraine une perte de liaison hydrogéne a
I'intérieur du granule d'amidon et I'amidon commence a se gélatiniser. Les granules d'amidon
gonflent rapidement et atteignent plusieurs fois leur volume initial. Les molécules d'amylose
linéaire sont lessivées des granules dans la solution. La suspension résultante contient un
mélange de molécules d'amylose linéaires, de granules gonflés et de fragments de granules et,
selon la quantité d'eau présente, formera une pate épaisse ou un gel. La gamme de température
de gélatinisation peut étre définie comme la température a laquelle le gonflement des granules
commence et s'étend jusqu'a la température a laquelle presque tous les granules sont gelatinisés
[28]. La gamme de température de gélatinisation de diverses sources d'amidon est indiquée dans
le tableau 1.

Tableau 1. Gamme de température de gélatinisation de I'amidon [28].

Amidon Gélatinisation Gamme de température [°C]
Pomme de terre 59-68

Tapioca 58,5-70

Mais 62-72

Mais cireux 63-72

Blé 58-64

IVV. Modification chimique de I'amidon

Les changements chimiques et fonctionnels par substitution chimique de I'amidon dépendent
de la source d'amidon, les conditions de réaction (concentration en réactif, temps de réaction, pH,
et présence de catalyseur), types de substituants, degré de substitution et distribution de
substituant dans les molécules d'amidon [29]. Certaines réactions de modification chimique de

I'amidon sont présentées dans le tableau 2.
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Tableau 2. Modifications chimiques représentatives de I'amidon.

Type de

modification
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OH OH OH

HO H
—_—
Hydrolyse 1o HO m<n

acide OH OH OH

1.1 Ethérification

Les amidons hydroxypropylés (HPS) sont généralement préparés par éthérification de
I'amidon natif avec de l'oxyde de propyléne en présence d'un catalyseur alcalin [30].
L'introduction des groupes hydroxypropyle dans les chaines d'amidon détruit les liaisons
hydrogene inter- et intramoléculaires, affaiblissant ainsi la structure granulaire de I'amidon et
entrainant une augmentation de la liberté de mouvement des chaines d'amidon dans les régions

amorphes [30].
IV.2 Estérification

L'estérification de I'amidon implique la conversion des trois groupes hydroxyle disponibles
des résidus glucosyle en dérivés alkyle ou aryle. L'acétylation est I'une des méthodes chimiques
d'estérification de I'amidon, qui est réalisée avec de I'anhydride acétique ou de l'acétate de vinyle
en présence d'un catalyseur alcalin tel gue NaOH, Ca(OH) 2, et Na,COs [31, 32].

La modification de I'amidon avec I'anhydride d'acide dicarboxylique, tel que I'anhydride octényl
succinique (OSA), est une forme souhaitable d'estérification de I'amidon. L'OSA peut réagir avec
I'amidon pour former de I'amidon OSA contenant a la fois des groupes hydrophiles et
hydrophobes [33, 34]. Les polymeres amphiphiles ont une large gamme d'applications
industrielles, notamment dans I'émulsification, l'encapsulation, la production de films et de
revétements, et la production de gel. Ces derniéres années, I'amidon OSA a attiré beaucoup
d'attention en raison de sa stabilité souhaitable, de son potentiel d'encapsulation, d'interface, de

chaleur, de nutrition et de propriétés rhéologiques [35].
V.3 Réticulation

La réticulation est une méthode de modification chimique couramment utilisée. L'amidon natif

réagit avec divers réactifs tels que le trimétaphosphate de sodium (STMP), le tripolyphosphate
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de sodium (STPP), I'épichlorhydrine (ECH) et le chlorure de phosphoryle (POCI3). En présence
de sels neutres et a pH > 11, le POCI3 est un agent de réticulation efficace [36]. Le STMP est
également un agent de réticulation efficace et I'un des additifs alimentaires les plus importants
[36]. L'ECH est peu soluble dans I'eau et se decompose partiellement en glycidol ; c'est pourquoi
le POCIz et le STMP solubles dans I'eau sont souvent utilisés de préférence. En outre, on
constate que les réeticulations d'ECH sont moins uniformément distribuées que celles de STMP
[37]. Dans la réaction de réticulation utilisant ECH et STMP, les deux réactifs attaquent
I'intérieur des granules d'amidon, alors que la réticulation avec POCIs; ne se produit qu'a la
surface du granule [38]. Les produits finaux sont généralement divisés en trois catégories en
fonction des agents de réticulation utilisés. La premiére est le monophosphate d'amidon, qui est
préparé en estérifiant I'amidon avec de I'acide orthophosphorique, de I'orthophosphate de sodium
ou de potassium, ou du STPP. La deuxiéme catégorie est le diphosphate d'amidon, qui est
produit lorsque I'amidon natif réagit avec le STMP ou le POCIs. Le troisieme type d'amidon
réticulé est I’amidon réticulé mixte, qui résulte de la combinaison du monophosphate d'amidon et
du diphosphate d'amidon. Le type d'agents de réticulation est le principal déterminant des

modifications des propriétés fonctionnelles des amidons traités [39].
V.4 Hydrolyse acide

Les procédures d'hydrolyse acide / enzymatique, d'irradiation gamma, de nano-précipitation
simple, duultrasons et dhomogénéisation sont souvent utilisées pour synthétiser des
nanoparticules d'amidon (SNPs) [40-43], qui présentent des propriétés physico-chimiques et
biologiques distinctes de celles de I'amidon natif, notamment une solubilité et une surface de
réaction plus élevées [44]. Dans cette étude, I'nydrolyse avec de I'acide HCI a été adoptée pour
synthétiser des nanoparticules d'amidon de pomme de terre. Les propriétés des SNPs ainsi
préparées, telles que la teneur en amylose, la rhéologie, la forme des particules et la distribution
des tailles, ont été améliorées par rapport a leurs homologues en vrac. Les nanoparticules
d'amidon sont généralement utilisées pour la formation de nano-émulsions, de films composites a
base d'amidon, pour I'encapsulation et I'administration de médicaments [45-48].

V. Nanocristaux d'amidon et nanoparticules d'amidon

Les nanoparticules d'amidon peuvent étre facilement synthétisées par hydrolyse acide ou
enzymatique de I'amidon natif. L'hydrolyse acide Iégere par HCI ou H2SOj4 entraine la separation
des régions cristallines. Il est rapporté qu'a basse température (en dessous de la tempeérature de

gélatinisation), les molécules acides préféerent hydrolyser les régions amorphes des granules [49,
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50]. L'origine de l'amidon et la méthode de formation des nanoparticules affectent les
morphologies et les structures cristallines des nanoparticules. Les nanoparticules d'amidon sont
sans danger pour la santé humaine et sont de plus en plus utilisées dans des applications
industrielles alimentaires et non alimentaires [51, 52].

Les nanocristaux ou nanoparticules d'amidon sont généralement produits dans le but d'étre
utilisés comme charges dans les matrices polymériques pour améliorer leurs propriétés
mécaniques et/ou barriéres. Différentes méthodes ont été décrites par différents chercheurs pour
formuler des nanoparticules d'amidon : (1) par précipitation [53, 54], (2) en combinant la
formation de complexes et I'hydrolyse enzymatique [55], et (3) par microfluidisation [56]. En
raison des différences de méthodologies, les nanoparticules d'amidon résultantes ont des
caractéristiques et des cristallinités différentes.

V.1 Préparation et applications des nanoparticules d'amidon

Selon la source botanique de l'amidon et les procédures d'isolation utilisées, des
nanoparticules d'amidon de tailles et de formes diverses peuvent étre synthétisées. Les propriétés
morphologiques des nanoparticules d'amidon dépendent de la source botanique de I'amidon, de
sa cristallinité et du pourcentage d'amylose et d'amylopectine [57, 58]. La procédure de synthése

des nanoparticules d'amidon par hydrolyse acide est illustrée dans le schéma 1.

[ Granulés d'amidon natif J

1. Type d'acide 4- Durée de I'hydrolyse

2. Concentration d'acid - Agitation

3. Température

[ Suspension de nanoparticules d'amidon J
Neutralisation Centrifugation

(Ajustement du pH a 7.0)

[ Sédiments de nanoparticules d'amidon ]

Séchage (Congélation / séchage sous vide)

t )

Schéma 1. Procédure de la préparation de I'amidon nanoparticules par hydrolyse acide.

16

——
| —



CHAPITRE | Les matériaux biosourcés (Amidon et Rosin)

Nanoprécipitation : La nanoprécipitation consiste a ajouter progressivement une solution
diluée de polymere & un non-solvant ou a ajouter successivement le non-solvant a la solution de
polymére, ce qui conduit a la formation de particules polymeres de taille nanométrique [59]. Les
avantages comprennent l'obtention de particules nanométriques plus homogénes et une
utilisation réduite de solvants toxiques [59, 60].

La nanopreécipitation est une technologie plus prometteuse que les autres méthodes de synthese,
car il s'agit d'une technique simple, peu colteuse et présentant moins de risques de contamination
de I'échantillon [61]. Des études sur les SNPs obtenus par nanoprécipitation ont rapporté une
taille de particule dans la gamme de 200 - 700 nm [60], 163 - 216 nm [59] et 60 - 123 nm [61],

pour des SNPs d'amidon de mais, de tapioca et d'amidon de mais cireux, respectivement.

V.2 Applications des nanoparticules d*amidon

Les SNPs sont importants pour améliorer les propriétés mécaniques, thermiques et de barriére
des films polymeres végétaux. L'ajout de ces nanoparticules dans les films peut réduire la
perméabilité a I'eau [61,62], protégeant ainsi les aliments de I'absorption d'humidité, et améliorer
les propriétés mécaniques des films [62], produisant des films plus flexibles et plus résistants aux
impacts mécaniques.
Les émulsions alimentaires doivent étre stables pendant le stockage et I'utilisation. L'utilisation
de stabilisants est essentielle pour maintenir la stabilité de I'émulsion. L'utilisation de SNP
comme stabilisant peut étre une alternative "verte" pour produire des émulsions stables. Les
émulsions de Pickering avec SNPs et amidon de mais / huile de haricot du sol [63] et amidon de
taro / triglycérides a chaine moyenne [64] ont montré une meilleure stabilité physique et une
meilleure rétention des composeés, principalement en raison de la production de particules plus
petites.
L'utilisation de SNPs dans des systémes encapsulés peut étre une alternative intéressante pour
I'application de nouveaux matériaux comme supports de composés bioactifs. Santoyo-Aleman et
al. [65] ont étudié la production de nanoparticules vertes d'amidon de banane par
nanoprécipitation avec l'addition d'acétone et d'éthanol et ont trouvé une efficacité

d'encapsulation supérieure a 95 % pour le B-carotene.

V1. Généralités sur la Rosin

V1.1. Définition et structure chimique
Les colophanes (rosins) sont la forme solide des résines obtenues a partir de pins ou de types de

plantes similaires appartenant a la famille des coniféres. Ils sont produits en chauffant la résine
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liquide pour vaporiser les terpénes volatils, qui sont un grand groupe d'hydrocarbures insatures.
La colophane est semi-transparente, et sa couleur varie du jaune pale au noir [66].

La résine est d'abord extraite par une procédure appelée "tapping”, qui consiste a faire une
incision sur l'arbre, puis a récupérer la résine qui en sort (Figure 4). Cette derniére est composée
d'environ 70 % de colophane, 15 % de térébenthine et 15 % de debris et d'eau [67, 68].

Tapping Distillation

Arbre de pine Résine liquide

{2

Compose en grande partie de >90% de résines acides

Figure 4. Procédé général pour I'extraction de la rosin d'arbre de pain.

La rosin est constituée d'une variété de résines acides, dont la plus courante et la plus répandue
est lI'acide abietique. Ces acides sont des isomeéres qui se distinguent par des structures cycliques
a 20 carbones. Comme on peut le voir sur la figure 5, il y a des doubles liaisons dont le nombre

et la position varient, ainsi qu'un seul groupe acide carboxylique. [67, 68].

Figure 5. Structure chimique de la rosin.
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V1.2. Applications et propriétés physico-chimiques

La rosin a une variété d'utilisations dans l'industrie, notamment dans les peintures, les vernis, les
adhésifs, les cosmétiques et I'enrobage des médicaments [69]. La gomme et la rosin de bois sont
également utilisées dans les flux de soudure [70]. Les échantillons de rosin sont insolubles dans
I'eau alors que certains de leurs composants sont solubles dans I'eau a des valeurs de pH plus
élevées. La rosin est soluble dans I'alcool, le benzéne, I'éther, I'acide acétique glacial, les huiles,
les hydroxydes alcalins et la térébenthine [71]. De plus, la rosin a un point de ramollissement bas
(environ 70°C) et de mauvaises caractéristiques mecaniques (elle est extrémement cassante a

température ambiante).

V1.3. Les modifications chimiques sur la rosin

La structure de la rosin doit étre modifiée pour améliorer ses propriétés intrinséques. Les doubles
liaisons carbone-carbone et la fonction acide carboxylique sont des sites de modification
excellents (figure 6). La littérature présente de nombreux exemples de réactions d'estérification
ou de cyclo-additions de type diels-alder [72-74]. Shiqin et al. [75] ont décrit une estérification
tres efficace de la rosin et du glycérol catalysée par un nouveau liquide ionique acide de Lewis a

base de terre rare (chloroscandinate de 1-butyl-3-méthylimidazolium [BuMeim][Sc2Cl7]).

Hydrogénation
Addition

Diels Alder

- Polymérisation

Esterification
Amidation
Saponification (Rosin savon)

N\
1 1

©)

Figure 6. Les modifications chimiques pontentielles de la rosin.

L'une des facons les plus intéressantes de modifier la colophane est de la coupler avec divers
diénophiles par la réaction d'addition de Diels-Alder. Selon la source et les exigences de
I'application, différents diénophiles tels que I'anhydride maléique, I'acide acrylique, I'acrylonitrile
et l'acide fumarique sont utilisés pour réagir avec la colophane afin d'obtenir des structures

chimiques spécifiques et des propriétés intéressantes [75-77].
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I. Introduction

La catalyse verte est une sous-catégorie de la chimie verte qui se concentre principalement sur

la conception et la fabrication de catalyseurs respectueux de I'environnement. En comparaison
avec d'autres catalyseurs, un catalyseur vert doit avoir une activité plus élevée, une sélectivité
plus élevée, une récupération efficace, une durabilité et doit également étre économique [1].
Les progres récents en catalyse hétérogene démontrent que le domaine est prometteur dans les
applications industrielles, notamment en chimie fine. Les nouveaux catalyseurs permettent de
préparer des catalyseurs hétérogenes robustes tout en conservant la sélectivité et I'activité. Pour
surmonter les difficultés et les gaspillages résultant de réactions, des solides minéraux tels que
des argiles, des zéolithes, des hétéropolyacides, des oxydes, etc. sont utilisés comme catalyseurs
de réactions organiques [2].

La Maghnite-H*, un nouveau catalyseur a base de Montmorillonite développé au Laboratoire
de Chimie des Polymeres, a démontré des capacités catalytiques exceptionnelles dans les
processus de polymérisation de nombreux monomeres vinyliques et hétérocycliques [3]. Dans ce
chapitre, nous avons étudié la structure de la Maghnite-H*, son activation acide et les nombreux

processus de polymeérisation initiés par ce catalyseur.

I1. Géneéralités sur les argiles

Les argiles, souvent appelées minéraux argileux, sont des aluminosilicates phyllosilicates.
Selon leur morphologie et leur composition chimique, les smectites, kaolinites, chlorites et
halloysites ne sont que quelques-unes des sous-familles dans lesquelles les argiles peuvent étre

classées [4].

I1.1. Structure et propriétés des phyllosilicates

Les particules de phyllosilicates plans sont formées par empilement de couches minérales, qui
sont composées de feuilles de silicate et d'oxyde daluminium s'exécutant paralleles les uns aux
autres. Ces feuilles sont souvent appelées tétraédriques (T) et octaédriques (O) sur la base de
leurs blocs de construction atomiques, constitués d'oxyde de silicium tétraedres et d'octaedres
d'oxyde d'aluminium. Le rapport T:O de la structure de la couche est utilisé pour classer les
phyllosilicates en types de couches 1:1 (TO) et 2:1 (TOT). Cette thése concerne les

phyllosilicates 2:1 (Figure 7), auxquels la majorité des minéraux argileux appartiennent [5].
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Sodium
Magnesium and/or Aluminium
Silicon and/or Aluminium

Oxygen
Hydroxyl —-OH

+®5 Water molecule

Figure 7. La structure des phyllosilicates 2:1 [6].

11.2. Structure montmorillonitique

La formule de la pyrophyllite est [SisAl2010(OH)2]. Dans le cas de la montmorillonite, cette
formule devient [SizO10AIR*2-0Mg*x(OH)2] [7]. La structure physique des particules de
montmorillonite est généralement visible en feuilles et en couches. Chaque couche est composée
de deux types de feuilles structurelles : tétraédriques et octaédriques. La feuille tétraédrique est
composée de tétraedres de silicium-oxygene liés aux tétraedres voisins en partageant trois coins,
ce qui résulte en un réseau hexagonal [7, 8]. Le quatrieme coin restant de chaque tétraedre fait
partie de la feuille octaédrique adjacente. La feuille octaédrique est généralement composée
d'aluminium ou de magnésium en coordination sextuple avec I'oxygéne de la feuille tétraédrique
et avec I'hydroxyle. Les deux feuilles forment ensemble une couche. Plusieurs couches peuvent
étre jointes dans une cristallite d'argile par des cations intercouches, par la force de Van der
Waals, par une force électrostatique ou par une liaison hydrogéne [7]. La structure est illustrée

dans la figure 8.
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Figure 8. Structure de la Montmorillonite, adaptée de [8].
11.3. Propriétés des argiles

11.3.1 Capacité d’échange cationique

Il s'agit d'une caractéristique importante a prendre en compte lors de la modification du degré
de compensation des cations présents dans l'argile. La capacité d'échange cationique est définie
comme la quantité de cations nécessaires pour établir I'électroneutralité dans I'argile. Elle est

mesurée en milliéquivalents par cent grammes d'argile (meg/100g) [9].

11.3.2 Taux de gonflement

Elle peut étre définie comme la capacité de I'argile a se gonfler en volume sous I'effet de
I'nydratation. Cela se manifeste par une variation importante de I'espace interfoliaire de l'argile.
Ce taux varie néanmoins d'une famille d'argile a l'autre ; Les smectites, par exemple, font varier

leur espacement interfoliaire de 10 & 18 A selon le taux d'humidité [10].

11.3.3 La surface spécifique
Le rapport de la surface apparente des particules a leur masse est ce que I'on appelle la surface
spécifique (Sspe), elle est mesurée en m?/g. Les montmorillonites ont une surface spécifique totale

qui peut atteindre 800 m?/g, tandis que les argiles ont une (Sspe) élevée [11].

I11. Identification et activation de la Maghnite
La maghnite est une bentonite provenant d'une carriere a Maghnia (nord-ouest de I'Algérie) et

fournie par I'entreprise "ENOF" (une manufacture algérienne spécialisée dans la production de
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produits non ferriques et de substances utiles), Il est compose principalement de montmorillonite
(65%), et posséde une grande capacité d'adsorption, d'échange d'ions et de gonflement, par
conséquent, c'est un phyllosilicate du second groupe 2:1 "smectite dioctaédrique”. Elle a fait
I'objet de recherches pour ses caractéristiques catalytiques, par le groupe du laboratoire de
chimie des polymeres de l'université d'Oran 1. Plusieurs brevets ont été délivrés, ainsi que des

publications dans le monde entier.

V. Activation de la Maghnite

L'activation est une procédure traditionnelle qui implique un traitement chimique ou
thermique pour améliorer les caractéristiques d'adsorption des argiles. La production d'argile H*
est I'idée de base de l'activation acide, qui se fait généralement a I'aide d'acides puissants comme
les acides sulfurique, chlorhydrigue ou nitrique [12]. Lorsque l'argile est activée thermiquement,
elle est chauffée a des températures comprises entre 110°C et 500°C [13].
La valeur de la surface spécifique est notablement augmentée par I'activation. Selon certains
auteurs [13], cette augmentation de la surface est le résultat de I'élimination des oxydes de fer,
d'aluminium et de magnésium, ce qui augmente la teneur en SiO2 par activation. lls ont conclu
que l'activation affecte les couches octaédriques qui contiennent les métaux Al ou Fe mais n'a
aucun impact sur la structure de Si [14,15]. D'autres auteurs ont signalé la désintégration du
réseau cristallin d'Al, Mg et Fe, ainsi que le départ des cations Na, Ca et Mg, ce qui entraine une
déshydratation de I'espace interfoliaire [16]. Par conséquent, des vides sont créés. Il convient de
mentionner que l'efficacité de I'activation est liée a la concentration de I'acide utilisé, a la durée
de contact avec l'acide et a la température de I'activation. En effet, les concentrations élevées et
les temps de contact prolongés peuvent détruire la structure cristalline, ce qui entraine une

régression des performances de catalyse, d'adsorption et de décoloration [15].
V. Quelques réactions catalysées par Maghnite-H*

Le poly (D,L-lactide) a été synthétisé a I'aide d'un procédé de polymeérisation par ouverture de

cycle du D,L-lactide en présence de maghnite-H* en tant que catalyseur [17].
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Schéma 2. La polymerisation du D,L-lactide.

Des copolymeres trisequencés amphiphiles biodégradables (PCL-PEG-PCL) ont été préparés
avec succes par la polymeérisation par ouverture de cycle de I'€-caprolactone (CL) en présence de
poly(éthyléne glycol) (PEG) a 80°C en utilisant la Maghnite-H™, une argile montmorillonite non

toxique, comme catalyseur [18].

3 dederm g

Caprolactone(CL) Polyethyléne glycole (PEG) PCL-PEG-PCL
Schéma 3. La polycondensation de caprolactone avec polyethylene glycole par la Maghnite-H".
L'acide abiétique (Rosin) a été greffé en présence de Maghnite-H* par estérification avec de

I'alcool polyvinylique (PVA) ayant un poids moléculaire de 86000 g/mol [19].

Iéz Maghnite-H" 10%

110 °C, 8h, DMSO

OH,

n

Acide abiétique Polyvinyle alcool Abiétate de polyvinyle alcool

(Rosin)
Schéma 4. La synthése de Rosin avec l'alcool polyvinylique par la Maghnite-H".
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Des copolymeéres triséquencés PLA-PEG-PLA composés de polylactide (PLA) et de
polyéthyléne glycol (PEG) ont été synthétises avec succes en une seule étape par polymérisation
cationique en masse du lactide en présence de PEG de différents poids moléculaires moyens,

utilisant la Maghnite-H+ comme catalyseur [20].

e O
o _H
@) (@)

D,L-Lactide Polyethyléne glycole (PEG)

Maghnite-H™" 140 °C

@ PEG_ (fH3
H | ~
HTO—C—C O CcC—C OH
l | H
O
CH3 m n

n

PLA-PEG-PLA
Schéma 5. La polycondensation de D, L-lactide avec polyethylene glycole par la Maghnite-H".
Poly (acide D, L-lactique) (PLA) comme polymere biodégradable. Le PLA a été préparé par

polycondensation directe de I'acide D, L-lactique en utilisant comme catalyseur la Maghnite-H*,

une argile montmorillonite échangeuse de protons non toxique [21].

o0
H3C\ //O Maghnite-H" H3CI | |
n CH—C\ » TO0—C—C—1-
HO/ OH A, -H,O H
L,D- acide lactique Poly L,D- acide lactiq_ug

Schéma 6. La polycondensation de acide D, L-lactique par la Maghnite-H".
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I. Introduction

Il existe un intérét croissant pour le domaine des biomatériaux, qui combine I'expertise de
nombreuses disciplines, notamment la science des materiaux, la physique, I'ingénierie, la chimie
et la médecine [1]. Un biomatériau est un matériau synthétique ou naturel destiné a interagir avec
des systemes biologiques et pouvant orienter le déroulement de toute démarche thérapeutique ou
diagnostique. Son concept et son application ont été étendus des instruments meédicaux aux
produits médicaux [2,3].
Les biomatériaux proviennent de sources naturelles telles que les animaux, les plantes, les
champignons, les algues et les bactéries, et sont composes principalement de molécules de
protéines, de lipides et de glucides. La grande diversité des biomatériaux rend ces composés
prometteurs pour le développement de nouveaux produits pour des applications technologiques.
Dans ce sens, des biomatériaux antioxydants et antimicrobiens ont été développés pour remplir
des fonctions biologiques et actives dans le corps humain et les formulations industrielles [4].
Des modifications sont souvent apportées pour améliorer les propriétés de biopolymeéres afin de
les adapter a différentes applications. Ce chapitre vise a donner un apercu du concept d'activité
antimicrobienne et antioxydante ainsi que sur les progres récents dans l'utilisation des
biopolymeres avec une référence particuliere a leurs applications antioxydantes et

antimicrobiennes dans divers domaines.

I1. Activité antimicrobienne
L'activité antimicrobienne peut étre définie comme un terme collectif pour tous les principes
actifs (agents) qui inhibent la croissance des bactéries, empéchent la formation de colonies

microbiennes et peuvent détruire les micro-organismes [5].

I1.1 La classification des bactéries

La classification est basée sur une coloration (créée par C. GRAM en 1884) basée sur le degré
de perméabilité d'une membrane a un solvant. Les bactéries sont classées en deux types : les
bactéries Gram positives et les bactéries Gram négatives. La distinction est principalement due a

la structure de la paroi cellulaire [6].

I1.1.1 Bactéries a Gram négatif
IIs représentent plus de 66 % des bactéries répertoriées dans la classification de Bergey.
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IIs ont une paroi qui donne sa forme a la cellule. Cette paroi est constituée d'une couche de
peptidoglycane située entre les membranes externe et cytoplasmique. Les bactéries a Gram
négatif ont des parois de 15 a 20 nm d'épaisseur (voir Figure 9) [7,8].

Les lipoprotéines relient le peptidoglycane a la "membrane externe": le composant protéique
est un polymere de 15 acides aminés qui forme une liaison peptidique avec le tétrapeptide des
chaines latérales du peptidoglycane; le composant lipidique est relié a la "membrane externe".

La "membrane externe" est constituée d'une double couche de phospholipides, des molécules
de lipopolysaccharides remplacant tout ou partie des phospholipides de la couche la plus externe.
Au sein de cette "membrane externe"”, qui est une mosaique fluide, sont associés au moins deux
types de protéines spécifiques : certaines sont appelées protéines de structure car elles participent
a la consolidation de la membrane externe (par exemple, 'OMPA) ; d'autres, appelées « porines
», permettent le passage de petites molécules, notamment, sur le plan médical, des antibiotiques

(tétracyclines, B-lactamines, quinolones...) [7,8].

porines

Membrane
extérieure

peptidoglycane

plasma

SO XU LK
Membrane Ir_"., R L o S N
{ { $

Figure 9. Paroi bactéries a Gram négatif.

11.1.2 Les Bactéries a Gram Positif

Les bactéries Gram-positives ont une structure composée de trois couches : la couche de
peptidoglycane composant la paroi cellulaire, I'espace périplasmique et la membrane plasmique
(Figure 10) [7,8]. Elles différent considérablement en termes de morphologie, de physiologie et

d'écologie des bactéries Gram-négatives.

Il existe de nombreuses couches de peptidoglycane dans la paroi cellulaire des bactéries Gram-
positives, qui représentent jusqu'a 90 % des constituants de la paroi. Cette structure inclut
également un feutrage d'acides teichoiques (polymeéres de glycérol ou de ribitol phosphate) qui

est étroitement associé au peptidoglycane et dépasse parfois de la surface de la bactérie. Certains
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acides teichoiques, comme les acides lipotéichoiques, sont ancrés dans la membrane

cytoplasmique. Les bactéries Gram-positives ont peu ou pas de protéines dans leur paroi [7,8].

Acide teichoique

Acid lipoteichoique

Protéine associée ala ¢ ‘ Peptidoglycane
- - ’
paroi cellulaire
Lipoprotéine .. OR-00033 YT ‘_)';'1 2
g% XX CLX Y OO T M W | | Membrane
& SSC01/14s | plasma
' o)B)) 10148
|y hhBHHHR ) : o
SO EEHEEOEENEEGHens 06 0606essesss

Figure 10. Paroi bactéries a Gram positif.
11.2 Morphologie microbienne

Différents types de microbes ont des formes différentes, mais caractéristiques. Dans des
conditions appropriées, la forme et la taille des microbes sont relativement stables. Il est
important de connaitre la structure morphologique des microbes, car elle nous permet de mieux
comprendre la physiologie microbienne, les mécanismes pathogénes, les caractéristiques
antigéniques et nous permet de les identifier par espece. De plus, la connaissance de la
morphologie microbienne peut étre utile pour diagnostiquer la maladie et prévenir les infections
microbiennes. Les bactéries sont des microbes complexes et trés variables. lls se présentent sous
quatre formes de base : sphérique (cocci), en forme de batonnet (bacille), en forme d'arc (vibrio)

et en spirale (spirochéte) (Figure 11). Morphologie microbienne [9].

Staphylococci Diplococci
Streptococci Tetrad Sarcina
Coccobacillus Streptobacilli Vibrio Spirochete

Figure 11. La form de base des bactéries.
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11.3 Agents antimicrobiens chimiques

Les acides organiques et les sels sont trés efficaces pour inhiber la croissance microbienne.
Ces molécules inhibent la croissance des cellules bactériennes et fongiques. Les acides
organiques tels que les acides benzoique, les parabénes, l'acide sorbique, l'acide propionique,
I'acide acétique, I'acide lactique, les acides gras de taille moyenne, les sels (sorbates, benzoates,
propionates) et leurs mélanges posseédent une forte activité antimicrobienne et ont été utilisés
comme conservateurs alimentaires, matériaux en contact avec les aliments et désinfectants. On
rapporte que l'acide sorbique inhibe la germination et la croissance des spores bactériennes. Les
propriétés antimicrobiennes des acides acétique, lactique, citrique et malique ont été utilisées par
I'industrie alimentaire pour la conservation des aliments. Il est généralement admis que la
molécule non dissociée de l'acide ou de I'ester organique est responsable de Il'activité

antimicrobienne [5].

I1.4 Amidon modifié antimicrobien et ses activités

Un travail effectué par Guan et al [10] a montré I'effet microbicide du chlorhydrate de
polyhexaméthyléne guanidine (PHGH) et de I'amidon de pomme de terre liés de maniere
covalente sur l'activité d'Escherichia coli et de Staphylococcus aureus non résistants. La
croissance microbienne a été inhibée a prés de 100 % lorsque 1 % de PHGH a été utilisé dans la
modification [11].

Tableau 3. Amidon modifié antimicrobien et ses activités.

Amidon  Agent Concentr MiCI’O_- Observation Reéférence

antimicrobien  at-ion organisme S
Pomme PHGH 1% E. coli 100% [12]
de terre

S.aureus

Patate Sorbat de 5,10, 15% E. coli Inhibition a 5% [13]
douce potassium seulement
Pomme  Chlorhydrate  4,8,12,16  E.coli, Excellentes [14]
deterre  de guanidine mol S. aereus propriétés

antimicrobiennes
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I11. Activité antioxydante

Un antioxydant est une molécule qui inhibe I'oxydation d'autres molécules. L'oxydation est
une réaction chimique qui transfére un électron ou un hydrogéne d'une substance a un agent
oxydant. Les réactions d'oxydation peuvent produire des radicaux libres. A leur tour, ces
radicaux peuvent déclencher des réactions en chaine. Lorsque ces réactions en chaine se
produisent dans une cellule, elles peuvent provoquer des dommages ou la mort de la cellule. Les
antioxydants mettent fin a ces réactions en chaine en éliminant les radicaux libres intermédiaires
et en inhibant d'autres réactions oxydatives [15,16]. lIs le font en étant eux-mémes oxydants. Les
antioxydants sont souvent des agents réducteurs tels que les thiols, l'acide ascorbique ou les

polyphénols [17].

I11.1 Les antioxydants végétaux

Les fruits, les légumes, les céréales, les épices et les herbes médicinales traditionnelles sont
des organismes sessiles qui synthétisent un ensemble de métabolites secondaires ayant des effets
physiologiques et biologiques importants pour se defendre contre les contraintes biotiques
exogeénes [18]. Les principales classes de métabolites secondaires sont les phénols, les terpénes
et les alcaloides. Ces substances phytochimiques, en particulier les dérivés phénoliques,
présentent fréqguemment une gamme étendue d'effets biologiques en plus du comportement
antioxydant, tels que [lactivité anti-inflammatoire, antibactérienne, antivirale, anti-dge et
anticancéreuse [19,20]. Parmi les principaux terpenes figurent les gibbérellines, les caroténoides
et l'acide abscissique, qui jouent un r6le important dans la pigmentation, la croissance et le
développement des plantes. Les alcaloides ont été utilisés comme médicaments pour traiter la

malaria et le cancer [21].

I11.2 La capacité antioxydante

La méthode DPPH est décrite comme une méthode simple, rapide et pratique, indépendante
de la polarité de I'échantillon, permettant de cribler l'activité de piégeage des radicaux de
nombreux échantillons [22]. La méthode DPPH est largement utilisée pour mesurer la capacité
de piégeage des radicaux libres des antioxydants [22]. Pour déterminer l'activité de piégeage des
radicaux de différents aliments, boissons et substrats, une grande variété de méthodes ont été
élaborées avec l'utilisation du DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl). Elles sont basées sur les
méthodes originales de Blois (1958) et de Brand Williams et al. (1995) [23-24].
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111.3 Essai DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

Le radical DPPH est une molécule stable, soluble dans le DMSO et d'autres solvants
organiques, caractérisée par sa couleur violet foncé avec un maximum d'absorption & 517 nm.
Les antioxydants (R:H) ou d'autres espéces radicalaires (point radicalaire) sont capables de
réagir avec ce radical stable (point radicalaire DPPH) en fournissant un électron ou un atome
d'hydrogene (Figure 12 ), le réduisant ainsi en 2,2-diphényl-1-hydrazine (DPPH-H) caractérisé
par une couleur incolore ou jaune pale qui peut étre facilement suivie a l'aide d'un

spectrophotometre [25].

Q NO, Q N0
N—N«ONog =+ | e H — N—TI‘A@‘NOZ + . ;'..
@ > R @ > R

DPPH DPPH-H
Violet, 517 nm Incolore

&'. H Un composé antioxydant

Figure 12. Mécanismes de piéeage du DPPH par un antioxydant (R:H).

111.4 Amidon modifié antioxydant et ses activités

Les nouvelles technologies ont été proposées pour améliorer les performances des produits
pharmaceutiques, alimentaires et cosmétiques fabriqués a partir de matieres premiéres naturelles,
ce qui favorise leur acceptation par le consommateur [27], comme on peut l'observer a travers le

large éventail d'applications présentées dans cette revue et résumées ici dans le tableau 4.

Tableau 4. Résumé des matrices d'amidon incorporant des composés bioactifs.

Amidon Matrice Bioactif Application Références
d’amidon

Mais Film Composés Pharmaceutique [26]
phénoliques

Manioc Film Flavonoides Pharmaceutique [27]

Mais Particile Curcumin Pharmaceutique [26]

Rice Film Composés Emballage [28]
phénoliques
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Dans ce chapitre, nous présentons les différents produits et composants utilisés, ainsi qu'un
apercu bibliographique des idées fondamentales qui sous-tendent les différentes techniques de

caractérisation appliquées dans cette étude.

I. Les réactifs et materiaux utilisés

L'amidon de pomme de terre a été fourni par Youville Montréal (Québec, Canada) et a été
utilisé dans la réaction d'estérification avec de la gomme acide colophane (Rosin) obtenue aupreés
des producteurs locaux Costa e Irmos a Leiria, Portugal. Les réactifs chimiques tels que le 2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), l'acide ascorbique, le diméthylsulfoxyde (DMSO), le
méthanol, I'éthanol, les acides sulfurique et chlorhydrique ont été achetés chez Sigma-Aldrich
(Allemagne). L'argile Maghnite brute (montmorillonite algérienne) a été obtenue aupres de
"BENTAL" (Société Algérienne de Bentonite) et provient d'une carriere dans la région de
Maghnia (au nord-ouest de I'Algérie). La Gylose, le Mueller-hinton, la Candida albicans ATCC
10231, 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 aupreés de I'Institute of Microbial Technology (IMTECH) a Chandigarh, Inde.

I1. Préparation de la maghnite-H*

La Maghnite H* a été préparée en adoptant la méthode proposée par la référence [1]. Tout
d'abord, la Maghnite brute (40 g) a été broyée dans un broyeur a billes en céramique prolabo
pendant 20 minutes, puis séchée pendant 2 heures a 105 °C (Figure 13). Le produit obtenu a
ensuite été placé dans un Erlenmeyer contenant 500 ml d'eau distillée et le mélange a été agité
avec un agitateur magnétique a température ambiante, avec l'ajout goutte a goutte d'une solution
d'acide sulfurique 0.25 M jusqu'a saturation en 48 heures. Ensuite, le minéral obtenu a été filtré
et lavé avec de I'eau distillée jusqu'a ce que le pH soit constant. La Maghnite H* a ensuite été

filtrée, broyeée, puis séchée dans un four pendant 24 heures a 105 °C.
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Figure 13. Procédure de préparation de la Maghnite-H".

I11. Préparation de nanoparticules d'amidon SNPs par hydrolyse acide

50g d'amidon ont été mis en suspension dans 400 ml de HCI 2.2 N pendant 3 jours a 40°C au
bain-marie, conformément a la référence [2]. Aprés I'hydrolyse, la suspension d'amidon a été
centrifugée et lavée a plusieurs reprises avec de l'eau distillée. Les nanoparticules d'amidon
(SNPs) ont ensuite été neutralisées avec 1 N de NaOH jusqu'a ce que le pH atteigne 7.0. Ensuite,
les SNPs ont été lavées a I'éthanol et a lI'eau déminéralisée, et finalement séchées pendant 24
heures & 60°C.

IV. Estérification des nanoparticules d'amidon avec I'acide rosin

IV.1 La synthése d’estérification

Les SNPs ont été dissous dans 3 ml de DMSO, puis la rosin a été ajoutée (Figure 14), avec un
rapport molaire rosin/unité glucose anhydre de 4:1. Différentes quantités de catalyse Maghnite-
H™ (m/m, par rapport aux SNPs) ont été ajoutées aux mélanges. Afin de trouver les conditions de
réaction optimales, le méme processus a €té répété en ajustant le pourcentage de catalyseur, le
temps de réaction et la température de réaction. Les SNPs estérifiés ont été précipités par I'ajout
progressif de 25 ml de méthanol aprés I'élimination de la Maghnite-H* par filtration, puis lavés

trois fois avec 15 ml de méthanol et séchés a 60 °C pendant 24 heures.
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Figure 14. Nanoparticules d'amidon estérifiées avec de I'acide rosin catalysées par Maghnite-H".
Comme le montre la figurel4, seul I'OH en position 6 a reagi ; pendant ce temps, les deux

groupes hydroxyles aux positions 2 et 3 peuvent également étre mis a réagir.

V.2 Détermination du degreé de substitution (DS)

La technique de titrage a été utilisée pour mesurer le degré de substitution (DS) qui est défini
comme le rapport molaire moyen des groupes acyles de rosin fixés par unité de glucose anhydre
(AGU) [3]. Pour ce faire, 0.5 g de I'échantillon a été dissous dans 3 ml de DMSO. Ensuite, 20 ml
de NaOH 0.5 M ont été ajoutés. Le mélange a été agité a 50°C pendant 4 heures. Ensuite, I'excés
de NaOH a été titré en retour avec une solution de HCI 0.5 M, qui a été utilisée avec la

phénolphtaléine comme indicateur.

La valeur DS des SNPs estérifiés a été déterminée comme suit :

162 X C(Vo — V)
m — 285 X C(Vo — V)

DS= (1)

ou 162 représente le poids moléculaire de I'AUG, 285 est le poids moléculaire de I'acyle de
rosin, Vo et V sont les volumes de titrage de HCI consommés dans les SNPs avant et apres
estérification, respectivement, C est la concentration molaire de HCI, et m est la quantité de

I'échantillon en poudre.
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IVV.3 Conception expérimentale et analyse statistique
Au cours de la procédure de synthese des SNPs modifiées par la rosin, l'influence des
conditions de réaction sur la valeur DS, prend en compte le rapport molaire rosin / AUG, la

température de réaction, le temps de réaction, et la quantité de catalyseur.

Les résultats des expériences ont montré que la valeur de la DS varie en fonction du rapport
molaire rosin / AUG au cours de la synthése des SNPs esterifiés par rosin, mais qu'elle était la
plus élevée lorsque le rapport était de 4:1. Par conséquent, pour simplifier la conception
expérimentale et obtenir des résultats cohérents, le rapport molaire rosin / AUG a été fixé a 4:1 et

n'a pas été pris en compte comme variable dans les expériences ultérieures.

Dans ce travail, un plan de Box-Behnken a 17 essais, 3 facteurs et 3 niveaux a été adopté pour
construire des modeéles polynomiaux pour l'optimisation du processus. Les valeurs réelles des
facteurs a trois niveaux ont été sélectionnées, codées comme -1, 0, et +1 pour les facteurs faibles,
moyens et élevés respectivement (Tableau 5).

Tableau 5. Plan d'expérience Box-Behnken et valeurs de réponse pour le degré de substitution.

Facteurs Niveaux codés

symbole -1 0 +1
Température de reaction ('C) X1 40 70 100
Temps de réaction (h) X2 6 15 24
Catalyseur (%, en poids d'amidon) X3 5 15 25

Ce plan était approprié pour étudier la surface de réponse quadratique et pour étre utilisé dans
la construction d'un modéle polynomial du second ordre a l'aide du logiciel Design-Expert
(version 11.1.2.0, Stat-Ease, USA).

La matrice du plan d'expérience a été générée par le logiciel et présentée dans le tableau 7. La

fonction du systeme est exprimee par I'équation polynomiale du second ordre suivante [4]:
Y= a0 +X7o; aiXi + Yo Doy aiXi Xj + X, aiXi® (2)

ou Y est la variable de réponse ; ao est la constante du modeéle ; a; est le coefficient linéaire aii
est le coefficient quadratique ; aij est le coefficient d'interaction. Les facteurs évalués dans ce

travail sont la température (X1), le temps de réaction (Xz) et la quantité de catalyseur (X3).
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V. Essai d'activité antioxydante (activité de piégeage des radicaux DPPH)

Le test de piégeage des radicaux DPPH, tel que rapporté par Krishnaiah et al. [5] a été utilisé
pour évaluer la capacité des échantillons a piéger les radicaux libres. La capacité des échantillons
a donner des atomes d'hydrogene a été déterminée en décolorant une solution de DMSO de 2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH). En présence d'antioxydants, le DPPH geénere un colorant
violet dans la solution de DMSO et se transforme en couleur jaune. Une solution de 0,5 mM de
DPPH dans du DMSO a été préparée, et 2.4 ml de cette solution a été mélangé avec 100 pl
d'échantillon dans du DMSO a différentes concentrations (0,39 - 200 mg/mL). Le mélange
réactionnel a été mélangeé au vortex et incubé a température ambiante pendant 30 minutes dans
I'obscurité. L'absorbance du mélange a été déterminée par spectrophotométrie a 517 nm. L'acide
ascorbique (vitamine C) a été utilisé comme témoin. L'équation suivante a été utilisée pour

déterminer la proportion de I'activité de piégeage des radicaux DPPH :

% Inhibition du DPPH = 2Centrol~ A¢chantilion y 1)) (3)

Acontrol

oU Acontrol €t Aechantition indiquent I'absorbance du controle et de I'échantillon, respectivement.

V1. Etude de I'activité antimicrobienne des SNPs - rosin

V1.1 Revivification des souches bactériennes

Les souches doivent étre réactivées avant utilisation en raison de leur activité biologique, afin
d'obtenir une culture jeune et propre. Il s'agit d'ajouter quelques colonies des souches conservées
a 4°C a la surface de la gélose nutritive déja coulée et durcie en boites de Pétri (milieu gélosé
nutritif pour bactéries). Les boites de Pétri contenant les différentes souches de bactéries sont

incubées pendant 24 heures a 37°C [6].

V1.2 Préparation de I’'inoculum

Quelques colonies de bactéries sont prélevées sur les jeunes cultures et placées dans 5 mL
d'eau physiologique stérile (0.9 % NaCl). Ensuite, les tubes sont agités au vortex pendant
quelques secondes. La densité de chacune des suspensions bactériennes produites est ensuite
mesurée a l'aide d'un spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 625 nm. Par conséquent, la
densité optique mesurée pour les bactéries doit étre comprise entre 0,08 et 0.1, ce qui correspond

a une concentration de 108 germes/mL [7].
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V1.3 Préparation des milieux de culture avec des suspensions bactériennes
Le milieu de culture "Mueller Hilton™ est liquéfié au bain-marie avant d'étre surfondu et coulé
aseptiqguement sur des boites de Pétri, a raison de 15 mL par bofte. L'ensemencement est réalisé
par écouvillonnage avec un coton-tige stérile contenant des suspensions microbiennes, et on
verse tout en faisant tourner la boite, comme indiqué sur la figure 15. Ensuite, on laisse les

suspensions refroidir et se solidifier sur la paillasse.

/s

- _|
Incubation
_— —_—
Pipette simple bactérienne Etaler I'échantillon Les colonies poussent a
sur la surface de la plaque uniformément sur la la surface.
de gélose. surface.

Figure 15. Technique d'ensemencement.

V1.4 Technique de I'aromatogramme (méthode de Vincent)

La réalisation de ce processus est basée sur le concept de I'antibiogramme [8]. Des disques
stériles de papier Whatman de 6 mm de diametre contenant 2 pL de chaque solution a une
concentration de 100 mg dans 1 mL de DMSO pour chaque échantillon a tester sont déposés a
I'aide d'une pince stérile a la surface d'un milieu gélosé adapté a chaque souche préalablement
inoculé avec 100 pL de suspension microbienne dont la turbidité a été régulée a 108 UFC/mL
pour les bactéries et 108 UFC/mL pour les levures [9]. Le DMSO est utilisé comme témoin. Les
boites de Pétri sont ensuite fermées et laissees 1 heure pour diffusion a température ambiante
avant d'étre incubées a 37°C pendant 24 heures. L'activité antimicrobienne de chaque échantillon

est mesurée en calculant le diametre de la zone d'inhibition formée autour de chaque disque.

V1.5 Lecture des résultats
Comme le montre la figure 16 [10], les mesures sont effectuées en comptant le nombre de

fois ou vous mesurez le diamétre des zones d'inhibition en millimétres.
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Figure 16. La technique de mesure du diametre de la zone d'inhibition de croissance.

VII. Caractérisation physicochimique

VII.1 Infra Rouge & Transformeée de Fourier (IRTF)

Les analyses IRTF ont été réalisées au laboratoire SEA2M de I'Université de Mostaganem,

avec un spectromeétre infrarouge a transformée de Fourier Shimadzu 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 ’échantillon a analyser. Les nombres d'onde sont exprimés en cm™ (Figure

17).

Figure 17. Spectromeétre Infrarouge (Shimadzu 1240) a transformée de Fourier).
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VI11.2 Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Sur un spectrométre Bruker Avance I1l HD fonctionnant & 400 MHz, I'analyse de RMN 1H a eté
réalisée au Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico-Chimiques
(CRAPC). Les déplacements chimiques sont présentés en ppm en utilisant le TMS comme
référence (Figure 18).

Figure 18. Spectrométre RMN (Brucker advance 111 HD).

VI11.3 Analyse Thermogravimétrique (ATG)

Les analyses par ATG/DSC ont été effectuées au niveau du Laboratoire Structure, Elaboration et
Application des Matériaux Moléculaires (SEA2M) de I'Université de Mostaganem sur un
appareil Discovery SDT650, sur un intervalle de température allant de 17 & 600 °C et avec une
vitesse de chauffage de 10°C/min sous une atmosphére d'azote (Figure 19).
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Figure 19. Dispositif de mesure DSC et ATG (Discovery SDT650).

VI11.4 Spectrophotomeétre UV/Visible

Le spectrophotomeétre UV/Visible a été utilisé au Laboratoire Structure, Elaboration et
Application des Matériaux Moléculaires (SEA2M), Mostaganem, avec un appareil Specord 210
plus. La gamme de longueurs d'onde s'étend de 185 a 1200 nm, couvrant a la fois la région UV et
la région visible. Différents accessoires ont été utilisés pour I'analyse des échantillons liquides,
gazeux, pulvérulents et solides, permettant ainsi I'analyse spectroscopique UV/Vis d'une variété

de molécules et de composes (Figure 20).

Figure 20. Spectrophotomeétre UV/Visible (Specord 210 plus).
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VI11.5 Analyse par diffraction des rayons X

L'analyse par diffraction des rayons X a été réalisée a l'aide d'un instrument Bruker D4
DISCOVER Effort (Université de Tiaret) equipé d'une source de rayonnement CuKa (A = 1.5418
A) dans la plage de 26 allant de 10 & 70° & température ambiante (Figure 21).

Figure 21. Diffraction des rayons X (Effort DISCOVER Bruker D4).

VI11.6 Microscope Electronique a Balayage (MEB)

La morphologie a été analysée par microscopie électronique a balayage (MEB) a CRAPC en
utilisant un instrument JEOL 7001F, FEG-SEM. Les échantillons ont été préalablement séchés et
en poudre, puis fixés avec une pate d'argent sur un support en aluminium et recouverts d'une fine
couche d'or pour améliorer leur conductivité. Les micrographies ont été enregistrées sous une
tension d'accélération de 20 kV (Figure 22).
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Figure 22. Microscope Electronique a Balayage(JEOL 700F).

VI1.7 Analyseur de nanoparticules

La série SZ-100V2 (Figure 23) a été utilisé au Laboratoire Structure, Elaboration et
Application des Matériaux Moléculaires (SEA2M), qui mesure la taille et la distribution de la
taille des particules par diffusion dynamique de la lumiere (DLS), avec une plage de mesure de
la taille des particules allant de 0,3 nm a 10 um. Cette technique permet d'analyser une large
gamme de concentrations d'échantillons, de I'ordre des ppm a des concentrations a deux chiffres
en pourcentage, il est nécessaire de préparer I'échantillon sous forme d'une suspension, cette
suspension doit étre placée dans la cuvette de I'instrument DLS a une température ambiante.
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Figure 23. Analyseur de nanoparticules (SZ-100V2).
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CHAPITRE V Résultats et Discussion

Dans ce dernier chapitre, nous allons présenter tous les résultats obtenus en laboratoire,
notamment la préparation de la Maghnite-H" catalytique, la synthése des nanoparticules
d'amidon, l'estérification des nanoparticules d'amidon par la rosin, ainsi que la caractérisation
physico-chimique par IRTF, DRX, RMN, ATG, DSC et MEB. Nous aborderons également
certaines applications biologiques telles que l'activité antibactérienne et antioxydante des

produits synthétiques obtenus.

I. Caractérisations de Maghnite-H*

I.1. Analyse spectroscopie Infra Rouge a Transformée de Fourier (IRTF)

Le spectre IRTF de Maghnite-H* comparé a celui de la Maghnite brute (Figure 24) montre
que la structure hydratée de Maghnite-H* engendre des vibrations du groupe hydroxyle aux
environs de 3395 cm™ et 3625cm™. La vibration d'étirement de Si-O dans la couche tétraédrique
est représentée par la forte bande a 1032 cm™. La structure de l'argile montmorillonite est
responsable d'un certain nombre de bandes d'absorption supplémentaires a 917, 795 et 615 cm™.
Toutes ces bandes d'absorption caractéristiques démontrent que la structure du composé est en
accord remarquable avec les valeurs de vibration trouvées dans la littérature [1,2].

Maghnite-H"
Maghnite
=
e
s
N’
@
9
£
<
E
g
«»n
£
=
-
=
v
TR
a M
o =
)
T T r T r T r T v T , T r
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (Cm")

Figure 24. Spectre IRTF de Maghnite brute et Maghnite-H".
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1.2. Analyse diffraction des rayons X (DRX)

Tableau 6. Parametres structuraux et nanostructuraux de la Maghnite et de la Maghnite-H".

Echantillon 20 (°) (hkl) d(A) D (nm)
Maghnite 7.02 (001) 12.59 4.31
19.76 (110) 4.49 13.91
26.62 (011) 3.34 4.26

D =7.49
Maghnite-H* 5.46 (001) 16.18 5.10
19.76 (110) 4.49 10.57
26.62 (011) 3.34 4.25

D =6.64

A partir des diagrammes DRX présentés dans la figure 25, on peut observer que la Maghnite
brute et traitée a I'acide révele trois pics les plus forts situés a 26 = 7.02°, 19.79°, et 26.63° de
l'argile, qui correspondent aux réflexions (001) et (110), appartenant a la structure cristalline
hexagonale de la phase montmorillonite, ainsi qu'a la réflexion (011) correspondant a la phase
quartz en accord avec la fiche JCPDS n° 00-046-1045 [3]. Les paramétres structurels
correspondants sont indiqués dans le tableau 6. Apres avoir soustrait I'épaisseur des feuilles, cette

distance peut étre utilisée pour déduire la distance entre les feuilles.

La DRX de l'argile Maghnite traitée a l'acide présente des pics similaires a ceux de la
Maghnite brute, mais la position et I'élargissement des pics sont influencés par le traitement
appliqué. Il y a un déplacement clair des positions des pics vers des angles 26 plus faibles,
indiquant une expansion du réseau cellulaire unitaire, confirmant ainsi l'intercalation des (H*)
dans les couches de la phase mere de l'argile montmorillonite. Du point de vue de la
quantification, la distance entre les couches a été calculée et reportée dans le tableau. On peut
noter que la distance intercouche d (001) augmente significativement d'environ 29 %, c'est-a-dire
de 12.59 & 16.18 A pour la Maghnite brute et traitée respectivement. Ceci peut étre interprété
comme étant di a l'assaut des protons acides qui ont un diametre relativement plus grand pour
remplacer les cations inter-lamellaires dans la Maghnite.

La taille des cristallites (D) a eté calculée en utilisant I'équation de Scherrer bien connue [4]
pour chaque réflexion et les valeurs correspondantes sont données dans le tableau 6:

092
~ B cosf
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ol A représente la longueur d'onde des rayons X (1.5418 A), B la largeur totale & mi-hauteur du
pic de diffraction, 6 I'angle de diffraction du pic, et 0,9 une constante dépendant de la forme des
particules. A partir de la valeur moyenne obtenue, on peut mettre en évidence que la taille
moyenne des cristallites (D) de la Maghnite diminue de 11.35 % aprés traitement acide. Ceci
peut étre attribué a la composition chimique des couches de Maghnite qui varie lors de
I'activation acide. Par ailleurs, la taille des cristaux de quartz est restée stable, ce qui montre que

le quartz est plus résistant au traitement acide.

Maghnite Raw

(001)

—— Maghnite-H~

Intensity (u,a)

1
5 10 15 20 25 30
2 Theta (°)

Figure 25. Diffractogrames DRX d'une Maghnite brute et d'une Maghnite traitée avec acide
(H2S04).

I1. Optimisation de la synthése d'amidon nanoparticules estérifiées avec la

Rosin
I1.1. Le rapport molaire (rosin : SNPs)

Pour le rapport molaire 1:1 (Figure 26), la valeur de DS était extrémement faible, ce qui
indique que le processus d'estérification s'est déroulé tres lentement. DS augmente d'abord avec
l'augmentation du rapport molaire et atteint sa valeur maximale de 0.135 pour un rapport molaire
de 4:1. La durée correspondant a la collision des molécules entre I'amidon et la rosin est
également relativement courte par unité de temps lorsque le rapport n-Rosin / n-SNPs est plus
petit. En revanche, la probabilité d'une collision réelle est assez élevée. Lorsque le rapport n-
Rosin / n-SNPs augmente, I'augmentation de DS peut étre due a une plus grande interaction entre

les molécules d'amidon et de rosin.
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Figure 26. L'effet du rapport molaire de substrat sur la synthese de SNPs-Rosin.

11.2. Analyse statistique des données expérimentales ANOVA par le logiciel Design-Expert

Les valeurs réelles de la DS et les valeurs prédites aux différents points, basées sur la
conception expérimentale, sont présentées dans le tableau 7. Les coefficients de I'équation de
régression (Eq. (2)) ont été calculés a l'aide de I'outil Design Expert en utilisant le modele de
Box-Behnken et les données expérimentales.

Tableau 7. Plan d'expérience Box-Behnken et valeurs de réponse pour le degré de substitution.

Facteur 1 Facteur 2 Facteur 3 Réponse 1 Réponse 2
Exécuter X1 Xz [Temps de X3 DS Y réel DSY predit
/Tempreture réaction /Catalyseur
(°C) (h) (%)
1 100 24 15 0.094 0.098
2 40 6 15 0.055 0.050
3 70 15 15 0.103 0.110
4 100 15 25 0.123 0.123
5 70 15 15 0.114 0.110
6 100 15 5 0.031 0.097
7 70 6 5 0.032 0.036
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8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

70
40
40
70
70
40
70
70

100
70

24
15
15
15
6
24
24
15
6
15

5
25
5
15
25
15
25
15
15
15

0.034 0.033
0.073 0.077
0.034 0.034
0.117 0.110
0.073 0.073
0.073 0.073
0.141 0.136
0.105 0.110
0.064 0.063
0.111 0.110

L'équation polynomiale du second ordre ci-dessous a €té réalisée pour analyser la valeur DS

des SNPs apreés esterification:

Y=0p + o1 X1+ a2 Xz + az X3 + oa X1 X2 + a5 X1 Xz + g X2 X3 + 07 X12 + ag Xo? + ag X3? (3)
Y=0,11 + 0,009625X1 + 0,01475X; + 0,034875X3 + 0,003 X1 Xz + 0,01325 X1 X3 + 0,0165 X:
X3 -0,021625 X2 -0,016875 X,? - 0,023125X3% (R? = 0,9866) (4)

L'analyse de la variance (ANOVA) a également été realisée pour Vérifier la signification de

I'ajustement de I'équation polynomiale du second ordre pour les données expérimentales, et les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau 8.

Tableau 8. Analyse de la variance (ANOVA) pour les éléments du parameétre de Box - Behnken.

Source : Somme Degré de Carré Valeur p-
des liberté moyen F valeur
carrés
Modéle 0.0201 9 0.0022 57.26  <0.0001 Significatif
Xi/Température  0.0007 1 0.0007 19.02  0.0033
Xa/Temps de 0.0017 1 0.0017 44.67  0.0003
réaction
X3 /Catalyseur 0.0097 1 0.0097 249.72 <0.0001
X1 X2 0.0000 1 0,0000 0.9239  0.3685
X1 X3 0.0007 1 0.0007 18.02  0.0038
X2 X3 0.0011 1 0.0011 27.95  0.0011
X12 0.0020 1 0.0020 50.53  0.0002
X22 0.0012 1 0.0012 30.77  0.0009
(o]
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X32 0.0023 1 0.0023 57.79  0.0001

Résiduel 0.0003 7 0.0000

Manque 0.0001 3 0.0000 1.26 0.3990 Non
d'adéquation significatif
Erreur pure 0.0001 4 0.0000

Cor Total 0.0204 16

R? = 0.9866, R%Aqj = 0.9694, R%peq = 0.8849, CV = 7.71%.

La valeur F supérieure du modele est de 57.26 et la valeur p inférieure (p < 0.0001) indiquent
que les coefficients sont hautement significatifs et que le modéle évolué est le mieux adapte.
Pour des valeurs p inférieures a 0.05, les termes du modéle sont statistiquement significatifs.
Dans ce cas, X1, X2, X3, X1 X3, X2 X3, X1 2, X22, Xz 2 représentent les termes significatifs du
modele. Alors que pour les valeurs p supérieures a 0.1000, cela implique que les termes du
modele ne sont pas significatifs. La valeur F d'absence d'ajustement de 1.26 signifie que cette
derniére n'est pas significative par rapport a I'erreur pure. Il y a 39.90 % de chances qu'une valeur
F de manque d'ajustement aussi élevée soit due au bruit.

La qualité de I'ajustement du modeéle a été optimisée en calculant le coefficient (R?). Ainsi, le
coefficient (R?) s'avére étre de 0.9866. Cela signifie que le modeéle de régression peut rendre
compte de 98.66% de la variance, et que le modele est fiable. En outre, la valeur du coefficient
de détermination modifié (R%agj = 0.9694) est élevée, ce qui suggére une applicabilité élevée du
modele [5]. Le coefficient de détermination attendu (R%req = 0.8849), qui fournit des détails sur
la valeur de réponse attendue du modéle, est en bon accord avec le R%ag_. En outre, le
coefficient de variance (CV = 7.71%) est faible, ce qui implique que les expériences sont assez

précises et fiables. [8].

Dans la figure 4(a), on observe une bonne corrélation entre les valeurs prédites et réelles de la
DS pour les SNPs estérifiés. Les valeurs prédites, fournies par les modéles, et les valeurs réelles
pour une série spécifique, représentent les données de réponse déterminées. On peut en conclure
que les valeurs estimées correspondent de maniére satisfaisante aux valeurs réelles. Les points
distribués en diagonale indiquent qu'une repréesentation suffisamment précise des données
experimentales est donnée par I'équation du modele de régression. Les surfaces de réponse et les
lignes de contour créées a partir du modele polynomial adopté, ainsi que la représentation
exprimée par I'équation (Eg. (4)), peuvent étre considérées comme des approches perspicaces et
efficaces pour analyser les interactions entre deux facteurs ainsi que l'influence des variables

experimentales sur les réponses, permettant une meilleure compréhension du systeme de réaction
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[5]. La figure 27 présente les surfaces de réponse et les lignes de contour pour deux variables,
tandis que les fonctions des deux autres variables sont maintenues a leur niveau central. On peut
observer que la valeur de DS, en fonction de la température (X1), du temps de réaction (X>) et de
la quantité de catalyseur (X3), révele des tracés 2D et 3D de la surface de réponse. Les surfaces
de réponse sont des courbes linéaires concaves vers le bas, ce qui indique une valeur maximale
de réponse (DS). Elles montrent également I'influence du temps de réaction, de la température,
ainsi que de la quantité de catalyseur, et de leurs interactions, sur I'évolution de la DS des SNPs
estérifiés. On observe que la valeur de la DS augmente avec I'augmentation du temps de réaction
jusqu'a 23 heures, de la gquantité de catalyseur jusqu'a 23.78 %, et de la température jusqu'a

85.7°C pour une valeur maximale de la DS de 0.142.
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Figure 27. a) Graphiques de diagnostic du modele quadratique utilisé pour la réponse estimée de

la synthése réelle des nanoparticules d'amidon estérifié par rapport a la réponse prédite. Surface

de répnse et contours montrant I'effet de la température de réaction (X1), du temps de réaction
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(X2) et de la quantité de catalyse (X3) sur le degré de substitution DS. (b) Surfaces de réponse et
lignes de contour de DS en fonction de X1 et X». (c) Surface de réponse et lignes de contour de
DS en fonction de X; et Xs. (d) Surface de réponse et lignes de contour de DS en fonction de X»
et Xs.

Avec un temps de réaction de 24 h (Figure 28a), la valeur maximale de DS des SNPs
estérifiés est atteinte a 0.140. Il est clair que cette durée est nécessaire pour achever
I'estérification. Il est intéressant de noter qu'un temps adéquat est nécessaire pour assurer une
interaction appropriée entre les réactifs, ce qui conduit a une homogénéité ameliorée des réactifs.
On suppose qu'un temps suffisant est nécessaire pour permettre les collisions maximales, qui
peuvent durer jusqu'a 24 heures. En prolongeant la période de réaction, I'agent estérifiant pénetre

suffisamment a I'intérieur de I'amidon pendant cette période [7].

La température de réaction a une influence substantielle sur le degré de substitution (voir
Figure 27b). L'augmentation de la température de réaction de 40 a 90 °C a entrainé une
augmentation de la valeur de DS jusqu'a 0.142. Cependant, une augmentation de la température
de réaction au-dela de 90 °C a entrainé une diminution de la valeur de DS. Ceci est di au fait
qu'une température plus élevée fournit suffisamment d'énergie d'activation (Ea) pour que le
systeme réactionnel puisse dépasser la barriere énergétique correspondante [8]. Lorsque le
mélange réactionnel produit de I'eau, I'efficacité de la Maghnite-H* diminue car elle absorbe
I'eau, ce qui empéche l'attaque des cations H* pendant la réaction. Il y a trois principales
explications pour le fait que le degré de réactivité est accru dans ces conditions de
fonctionnement: premiérement, la disponibilité d'énergie suffisante qui permet une réaction
rapide. Deuxiemement, a une température relativement élevée, I'amidon subit une gélatinisation
partielle. Par conséquent, la structure cristalline des particules d'amidon est altérée, permettant
aux molécules de rosin de pénétrer plus facilement dans les particules pour effectuer
I'estérification. Troisiemement, le systeme de réaction est dépourvu d'eau, ce qui empéche les
réactions secondaires d'hydrolyse tout en favorisant le processus d'estérification (voir Figure
27¢). En conséquence, le degré de substitution (DS) varie entre 5 et 25%. Cela s'explique par une
augmentation des centres acides actifs qui initient le processus d'estérification. Plus il y a de
centres actifs, plus le DS est élevé. Cependant, ce phénomeéne est tres probablement le résultat
d'une surabondance de "sites actifs d'acides de Bronsted et de Lewis™ a la surface des couches du

catalyseur, ce qui peut induire une augmentation significative du DS.
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Figure 28. L'effet temps de réaction (a), de la température (b), et du pourcentage de Magnite-H*

(m/m par rapport aux SNPs) sur la synthése des SNP-Rosin (c).

I11. Le mécanisme probable de la réaction

Comme l'illustre la Figure 29, le catalyseur Maghnite-H* posseéde a la fois un site acide de
Bragnsted (H™) et un site acide de Lewis (Al*). Par conséquent, la réaction peut impliquer les deux
types de sites acides. Le processus catalytique est plus rapide au taux de Brgnsted, et le
catalyseur présente une acidité de Brgnsted plus forte. La réaction est considérée comme étant
principalement catalysée par un acide de Brgnsted, dans laquelle (H*) est transféré des sites
acides de Brgnsted de la Maghnite-H* a l'oxygene du carbonyle (protonation du groupe
carbonyle) (étape I). Ensuite, I'oxygene des SNPs attaque le groupe carbonyle protoné (étape I1).
L'ester (SNPs-Rosin) est formé apres déprotonation et perte de H20 (étape I11).

En outre, les sites acides de Lewis du catalyseur Maghnite-H* peuvent également contribuer a
la formation de SNPs-Rosin. La premiére étape du processus d'esterification catalysé par les
acides de Lewis est la liaison directe de la rosin avec les sites de Lewis (Al*) (étape V). Dans la
deuxiéme et la troisiéme partie, la réaction suit le méme mécanisme que la réaction catalysée par
I'acide de Brgnsted.
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Figure 29. Mécanisme de réaction de la rosin des nanoparticules d'amidon catalysée par la
Maghnite-H".
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IV. Propriétés structurelles et morphologiques

IV.1. Analyse IRTF
Les spectres IRTF de I'amidon natif et des SNPs sont similaires et presque identiques (Figure

30a), comme dans une étude précédente sur la synthese de nano-amidon [9]. Les deux pics a
1026 et 1079 cm™ correspondent aux vibrations d'étirement de I'unité de glucose C-O [10]. Le
large pic a 3383 cm™ (dans la plage de 3000 et 3600 cm™) est attribué a I'étirement des liaisons
hydrogéne O-H [11]. Le pic a 1350 cm™ est lié aux déformations des groupes C-O-H, tandis que
le pic & 1641 cm™ est associé aux molécules d'eau adsorbées par I'amidon, et le pic a 2930 cm™
est lié aux vibrations des liaisons C-H [12]. Cependant, le pic correspondant a la vibration
d'étirement OH a 3395 cm™ des SNPs lors de la réaction avec la rosin (Figure 30c) présente une
diminution d'intensité par rapport a I'amidon natif et aux SNPs. Cela suggere que certaines
parties de la vibration d'étirement OH subissent une interaction pendant I'estérification des SNPs
avec la rosin. De plus, dans la molécule de rosin (Figure 30b), le pic de 1694 cm™ correspondant
au groupe carboxyle disparait dans le spectre des SNPs estérifiés [13, 14]. En parallele, un
nouveau pic intense de 1726 cm™ correspondant a I'étirement C=0 du groupe ester est détecté, ce

qui confirme que les SNPs ont été synthétisés avec succes avec la rosin [11, 15].
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IV.2. Analyse RMN

La RMN est un outil important qui permet de caractériser la structure chimique et les
propriétés chimiques de I'amidon et des échantillons d'amidon nanoparticules modifiés. La figure
31 présente le spectre typique de RMN *H pour (a) les SNPs et (b) les SNPs-Rosin (DS = 0.141).
Les déplacements chimiques des protons a 4.93 ppm ont été attribués a H-3, ceux a 4.63 ppm a
H-5, ceux a 3.33 ppm a H-2 et ceux a 3.06 ppm a H-4. Les déplacements chimiques de H-1 et
OH-2, 3, 6 ont été attribués aux pics a 5.42, 5.51 et 5.09 ppm, respectivement. Par rapport au
spectre des SNPs, on observe de nouveaux signaux de protons a 0.75-2.31 ppm dans le spectre
de RMN H des SNPs-Rosin, qui sont attribués aux protons de CHs, CHz et CH dans la rosin. En
outre, on peut constater que l'intensité des signaux de protons de la rosin est claire dans le spectre
des SNPs-Rosin que dans celui des SNPs. Selon les résultats de I'analyse spectrale IRTF et H

RMN, il est confirmé que les SNPs-Rosin ont été synthétisés avec succes.
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Figure 31. Spectre RMN *H de (a) nanoparticules d'amidon, (b) nanoparticules d'amidon

estérifié.

IV.3. Analyse DRX

Les diagrammes DRX de I'amidon natif, des SNPs avant et aprés estérification avec l'acide
rosin enregistrés dans la gamme 26 10° - 70° sont présentés dans la figure 32. L'amidon natif
présente une intensité élevée et des pics de diffraction relativement larges situés
approximativement autour de 15.10°, 17.08°, 19.14°, 22.22° et 23.88° associés au polymorphe
de type B [16, 18]. Cela indique sa nature semi-cristalline, avec la présence de phases cristallines
et amorphes. Aucune différence significative ne peut étre observée entre les diagrammes XRD
des SNPs et de I'amidon natif, a I'exception d'une Iégere réduction de I'intensité relative des pics.
Le compose linéaire de lI'amylose a-1, 4-glucopyranose est responsable de I'apparition de la
phase amorphe, tandis que la phase cristalline est attribuée a la grande amylopectine composée a
la fois d'a-1,4 et d'a-1,6 glucopyranose. La structure cristalline fortement ordonnée est due a des
liaisons hydrogéne intra et intermoléculaires [19, 20]. Une grande partie des groupes hydroxyle

des SNPs ont été remplacés par des groupes carboxyle, ce qui a entrainé une réduction de la
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formation de liaisons hydrogene intermoléculaires [21]. Comme prévu, apres estérification des
SNPs, le schéma DRX est composé d'un pic de diffraction principal trés large situé autour de

19.7°, indiquant la transformation compléte en phase amorphe.

—— Amidon natif
— SNPs
—— SNPs-Rosin DS=0,141

Intensité (u,a)

L) I L} I L) I T I T I ¢
10 20 30 40 50 60 70

2 Theta (°)

Figure 32. Diffraction des rayons X de I'amidon natif et des nanoparticules d'amidon (SNPs )

avant et apres estérification .

IV.4. Analyse de la stabilité thermique (ATG-DSC)

Les propriétés thermiques de I'amidon de pomme de terre natif, des SNPs et des SNPs
estérifiés ont été étudiées par analyse thermogravimétrique, comme le montre la figure 33a. On
peut déduire que les SNPs commencent a perdre du poids a une température légérement
inférieure a celle de I'amidon natif. Ceci indique que les SNPs possedent un nombre élevé de
groupements hydroxyle a leur surface, ce qui facilite leur dégradation thermique. Des résultats
similaires ont déja été rapportés pour les nanoparticules d'amidon préparées par hydrolyse acide
[22]. Dans le cas des SNPs, la principale perte de masse, de 94.90 a 40.79%, se produit autour de
235-329 °C, tandis que la température correspondant a la décomposition a haute température est
d'environ 293.94 °C (Figure 33b), avec une température de fusion (Tf) de 288.33 °C (Figure
33c). En revanche, la décomposition des SNPs estérifiés (DS 0.141) commence a une
température beaucoup plus basse par rapport aux SNPs. La principale perte de masse, de 78.58 a
43.15%, pour les SNPs estérifiés est observée autour de 230-305 °C. La température de
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décomposition maximale pour les SNPs esteérifiés est d'environ 276.90 °C (Figure 33b), avec une
température de fusion (Tr) de 260.77 °C (Figure 33c). Par conséquent, la stabilité thermique des
SNPs est reduite aprés la modification par la rosin. Cela peut étre di & la déformation des régions
cristallines des SNPs suite a la modification lors de 1’ésterification avec la rosin. Les molécules
de rosin sont introduites dans la chaine moléculaire des SNPs, altérant ainsi I'nydrophobicité des
SNPs et les liaisons hydrogéne, ce qui diminue les interactions entre les SNPs et entraine une

diminution de la stabilité thermique [21].
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Figure 33. (a) Courbes d'analyse thermogravimétrique (ATG), (b) dérivée des courbes ATG, et
(c) et calorimétrie a balayage differential (DSC) de I'amidon natif, nanoparticules d'amidon

(SNPs) avant et apreés estérification avec de I'acide rosin.
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IVV.5. Observations du MEB

La figure 34a montre la micrographie MEB de I'amidon de pomme de terre natif, qui est
compose principalement de granules de forme irréguliere avec une surface lisse et une large
distribution de taille allant de 2 a 50 um. L'hydrolyse de I'amidon par une solution de HCI a
complétement perturbé la structure granulaire de I'amidon pour former un amidon homogeéne. Par
la suite, des nanoparticules d'amidon ont été formées avec une taille de particules comprise entre
82.33 et 511.38 nm, comme le montre la figure 34b. L'impact de l'estérification sur la
morphologie des nanoparticules d'amidon est decrit dans la figure 34c. L'incorporation de la
rosin dans les nanoparticules d'amidon a provoqué des perturbations structurelles totales
induisant un désordre atomique/moléculaire local complet, et par conséquent la formation d'une
structure amorphe avec une taille de particule entre 170.80— 218.60 nm et 402.44 — 1741.10 nm.
Les études DRX et MEB indiquent que l'inclusion de rosin dans les nanoparticules d'amidon a
transformé ces derniéres en un nouveau nanomatériau sans cristallisation. En conclusion, on peut
dire que les resultats des études DRX et MEB montrent clairement que I'estérification a altére la
morphologie des nanoparticules d'amidon, entrainant la formation d'un nouveau nanomatériau

sans structure cristalline.
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Figure 34. Images de MEB et taille des particules (nm) : (a) amidon natif, (b) nanoparticules
d'amidon (SNPs) et (c) nanoparticules d'amidon estérifiées (DS=0.141).

V1. Activités biologiques

VI.1. Activité antioxydante

Le radical libre stable 1,1-diphényl-2-picryl hydrazyl est réduit en recevant des électrons ou
de I'nydrogene du donneur (Figure 35a) [23, 24]. De méme, I'acide ascorbique (vitamine C), un
antioxydant naturel, a été largement utilisé comme référence pour évaluer I'efficacité
antioxydante. Lorsque I'on compare les nanoparticules d'amidon de pomme de terre estérifiées
(SNPs estérifiées) aux nanoparticules d'amidon (SNPs), les premiéres présentent une activité de
piégeage remarquable (Figure 35b). Le taux d'inhibition augmente significativement de 1.03 +
0.606 a 17.68 + 4.559 % pour les SNPs avec l'augmentation de la concentration des SNPs et de
37.35 £ 1.992 a 62.91 + 4560 % pour les SNPs estérifiées avec l'augmentation de la
concentration des SNPs estérifiées. De plus, le taux de piégeage du DPPH atteint 92.86 + 2.735
% pour la vitamine C.

L'activité antioxydante augmente progressivement avec la concentration des SNPs estérifiés,
atteignant une valeur maximale (17.68 + 4.559 % et 62.91+ 4560 %) a 200 mg/mL.

L'amélioration de l'activité DPPH peut étre attribuée a I'apparition de modifications chimiques
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lors de I'estérification des SNPs par la rosin. En effet, les nanoparticules d'amidon fabriquées a
partir de procédés innovants incluant l'ultrasonication, I'nydrolyse alcaline et acide ont été
montrées pour augmenter la capacité de piégeage des radicaux DPPH. Selon la littérature, le
faible poids moléculaire et la teneur en monosaccharides des polysaccharides peuvent contribuer
a leur activité antioxydante [25]. La production de nanoparticules entraine une réduction du
poids moléculaire, ce qui peut améliorer le potentiel antioxydant. La rosin démontre une bonne
activité antioxydante qui renforce l'activité antioxydante des SNPs avec une ICso d'environ 100
mg/mL grace aux doubles liaisons carbone contenues dans la rosin [26, 27]. La valeur ICso est
couramment utilisée pour exprimer le résultat, qui est défini comme la concentration
d'antioxydant qui induit une baisse de 50 % de I'absorbance DPPH [28, 29].
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Figure 35. (a) Mécanisme de réaction du DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) avec
I'antioxydant et (b) activité de piégeage du DPPH des SNPs et des SNPs estérifiés.
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V1.2. Activité antimicrobienne

La figure 36 présente I'activité antibactérienne des SNPs avant et apres estérification avec la
rosin. Les zones d'inhibition dans les plaques de milieu de croissance ont été mesurées pour
évaluer cette activité. Une zone distincte s'est formée autour de chaque puits, confirmant
I'activité antibactérienne des SNPs estérifiés. Chaque plaque de croissance comprenait des puits
avec différents degrés de substitution (DS) des SNPs estérifies, a savoir 0, 0.034, 0.064, 0.094,
0.117,0.123 et 0.141.

Tableau 9. Les valeurs de zone d’inhibition des échantillons pour chaque souche bactérienne.

Souche bactérienne Zone moyenne d'inhibition (mm) + SD

DS0.034 DS0.064 DS0.094
Candida albucans 8.67 (x0.577)  9.67 (x0.577)  10.33 (x0.577)
Bacillus cereus 9.33 (£3.055) 10.33 (¥0.577) 11.33 (x0.577)
Staphylococcus aureus 9.33 (¥1.155)  10.33 (¥1.155) 11.67 (¥0.577)
Pseudomonas aerugenosa 11.33 (x0.577) 12.33 (#0.577) 13.67 (x1.528)
Klebsiella pneumonia 9.33 (x0.577)  10.67 (0.577) 11.33 (x1.155)

DS0.117 DS0.123 DS0.141
Candida albucans 11.67 (£1.155) 12.33 (£2.517)  14.00 (x2.272)
Bacillus cereus 12.00 (+1.000) 13.00 (+1.000)  14.67 (x0.577)

Staphylococcus aureus
Pseudomonas aerugenosa

Klebsiella pneumonia

12.33 (+0.577)
14.67 (+1.528)
12.33 (+0.577)

13.67 (+1.155)
15.33 (+1.528)
14.00 (+1.000)

15.00 (1.732)
18.66 (+1.247)
17.00 (+2.000)

Comme le montre la figure 36a et le tableau 9, I'analyse statistique démontre que lorsque le DS
augmente, le diameétre de la zone d'inhibition augmente également (Figure 36 b) et que les SNPs
non modifiés (DS0) n'ont pas d'activité antibactérienne, donc pas de zone d'inhibition. Toutes les
souches manifestent une efficacité inhibitrice comme l'illustre la figure 36b, c'est-a-dire Candida
albicans avec un diamétre de 8.67 (£0.577) -14.00 (£2.272) mm ; Bacillus cereus avec un
diameétre de 9.33 (£3.055) — 14.67 (£0.577) mm ; Staphylococcus aureus avec un diamétre de
9.33 (£1.155) — 15.00 (%1.732) mm ; Pseudomonas aeruginosa avec un diameétre de 11.33
(x0.577) — 18.66 (x1.247) mm, et Klebsiella pneumonia avec un diametre de 9.33 (x0.577) —
17.00 (x2.000) mm.

88

——
| —



CHAPITRE V Résultats et Discussion

On a découvert que la rosin présente un caractére hydrophobe élevé et une structure unique
qui lui confére une excellente activité antibactérienne contre les bactéries [30]. Etant
hydrophobe, le SNPs-Rosin peut pénétrer plus facilement les lipides et les mitochondries des
membranes cellulaires bactériennes (Figure 37), provoquant une fuite d'ions dans le cytoplasme

et, par conséquent, la mort des bactéries [31].

Selon la littérature, l'activité antibactérienne du composite nanofibre de cellulose/alcool
polyvinylique-argent (CNF/PVA-AQ) a été testée contre des bactéries Gram-positives (Bacillus
subtilis) et Gram-négatives (Escherichia coli) en utilisant la méthode de diffusion de disques. Les
résultats ont montré que le composite CNF/ PVA-Ag est efficace contre les bactéries testées
[32]. D'autre part, il est évident que I'ajout d'huiles essentielles aux films a base d'amidon est tres
efficace contre diverses bactéries, et que plus la teneur en huiles essentielles est élevée, meilleure
est l'inhibition [33]. Ainsi, il a été démontré que la taille des particules et l'activité
antibactérienne des nanoparticules de chitosan réticulées au tripolyphosphate (TPP) sont

proportionnelles au degré de réticulation [34].
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Figure 36. Activité antibactérienne des SNPs-Rosin sur diverses souches bactériennes avec
différents degrés de substitution. (a) Activité antibactérienne des SNPs-Rosin contre Candida
albucans, Pseudomonas aerugenosa, Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus

aureus. (b) Les données sont rapportées en écarts types (xSE). Variations significatives entre les

zones d'inhibition a des DS distincts.
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Figure 37. Mécanisme des SNPs-Rosin pour détruire la bactérie.
Conclusion

L'approche de réponse de surface de Box-Behnken a été utilisée pour optimiser les conditions
de réaction de synthése des nanoparticules d'amidon estérifiées a I'acide rosin. Les conditions
optimales étaient les suivantes : temps de réaction de 23 heures, température de réaction de
85.7°C et quantité de catalyseur Maghnite-H* de 23.78 % (en poids de SNPs). La spectroscopie
IRFT a permis d'identifier les groupes fonctionnels avant et apres l'estérification des
nanoparticules d'amidon. Les analyses MEB et DRX ont indiqué que I'estérification des
nanoparticules d'amidon avait affecté leur structure cristalline, entrainant la formation d'une
phase amorphe. En revanche, la stabilité thermique a été améliorée. La rosin a montré une bonne
fonction antioxydante, renforcant ainsi l'activité antioxydante des nanoparticules d'amidon
estérifiées, avec une ICso d'environ 100 mg/mL. Les nanoparticules d'amidon modifiées ont
démontré une activité antibactérienne significative contre plusieurs souches de bactéries Gram

négatives et Gram-positives.
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Conclusion Générale



La chimie verte pour la synthése chimique répond a nos futurs défis en travaillant avec des
processus et des produits chimiques, en inventant de nouvelles réactions qui peuvent maximiser
les produits souhaités et minimiser les sous-produits, en concevant de nouveaux schémas et
appareils synthétiques qui peuvent simplifier les opérations dans les productions chimiques, et en
recherchant des solvants et catalyseurs plus verts qui sont intrinsequement inoffensifs pour
I'environnement et I'écologie.

Dans cette étude, la procédure d'hydrolyse acide HCI a été adoptée pour préparer des
nanoparticules d'amidon de pomme de terre (SNPs) puis estérifiées avec la rosin comme acide
organique naturel, en utilisant un catalyseur naturel vert non toxique "Magnhnite-H™. En
particulier, I'effet de la rosin sur la morphologie des nanoparticules d'amidon (SNPs), le
comportement de cristallisation, les propriétés thermiques et surtout, I'amélioration de l'activité
antimicrobienne et antioxydante ont été étudiés en detail.

La synthése de nanoparticules d'amidon estérifié avec de la rosin a été menee avec succes. Sa
structure et sa forme ont été étudiées a l'aide de diverses techniques analytiques, telles que la
spectroscopie infrarouge a transformee de Fourier (IRFT), la diffraction des rayons X (DRX), la
calorimétrie différentielle a balayage (DSC), la thermogravimétrie analytique (ATG), la
résonance magnetique nucléaire (RMN) et la microscopie électronique a balayage (MEB).

Ce type de matériau présente une activité biologique potentielle en tant qu'agent antibactérien et
antioxydant en raison de la présence de la molécule de "Rosin". Les résultats obtenus indiquent
que le degré de substitution (DS) a une influence directe sur la zone d'inhibition, qui est
responsable de I'activité antimicrobienne.

Les caractéristiques antioxydantes des nanoparticules d'amidon avant et aprés estérification ont
été étudiées a l'aide de tests de piégeage des radicaux 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle. Les
résultats ont montré une augmentation dose-dépendante de I'activité antioxydante, qui est
comparable a celle de la vitamine C standard (acide ascorbique).

Cette recherche ouvre la voie a une utilisation plus judicieuse des nanoparticules d'amidon
estérifiees avec de la rosin dans le domaine des surfaces fonctionnelles, offrant ainsi des
applications potentielles dans les domaines biomédical et pharmaceutique, ainsi que dans

I’industrie cosmétique.
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Abstract

The objective of this study is to produce potato starch nanoparticles (SNPs) via hydrochloric
acid hydrolysis and subsequently esterify them with rosin acid using Maghnite-H" as a green
catalyst. Maghnite-H" is a non-toxic, proton-exchanged montmorillonite (sheet silicate clay).
The effects of synthesis conditions, including reaction temperature, reaction time, and catalyst
quantity, were evaluated using a response surface methodology based on a central composite
design with three factors and three levels. FTIR spectroscopy analysis confirmed the
esterification of SNPs with rosin acid, evidenced by a new intense peak at 1726 cm™
corresponding to C=0O ester. Scanning electron microscopy observations indicated some
atomic/molecular disorder after esterification. X-ray diffraction analysis demonstrated the
presence of an amorphous structure and a significant reduction in crystallinity after the
esterification of SNPs.Thermogravimetric analysis revealed that the thermal stability of esterified
SNPs is lower compared to native starch and SNPs. The antioxidant activity of SNPs before and
after esterification was investigated using 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical scavenging tests,
which demonstrated a dose-dependent increase in antioxidant activity that was comparable to
standard vitamin C (ascorbic acid). Furthermore, the antimicrobial activity of SNPs esterified
with rosin acid (DS between 0 and 0.141) was evaluated, and the results showed that the
esterified SNPs were effective against all tested bacterial strains. Additionally, the degree of
substitution was directly proportional to the zone of inhibition. This research highlights the
potential applications of the newly designed SNPs-Rosin formulation in the biomedical and food
industries, demonstrating its significance as a promising material in these fields.

Keywords : Potato starch nanoparticles, Rosin acid, Degree of substitution, Maghnite-H*,

Esterification, Antioxidant activity, Antimicrobial activity.



Resumé

Cette recherche vise a préparer des nanoparticules d'amidon de pomme de terre (SNPs) par
hydrolyse de I'acide chlorhydrique. La réaction d'estérification des nanoparticules d'amidon avec
la rosin est catalysée par la Maghnite-H" comme catalyseur vert, une montmorillonite non
toxique a échange de protons (argile de silicate en feuille). L'influence des conditions de
synthése, notamment la température de réaction, le temps de réaction et la quantité de catalyseur,
est évaluée a I'aide d'une méthode de surface de réponse reposant sur un plan composite central a
trois facteurs et trois niveaux. L'analyse par spectroscopie FTIR élucide I'estérification des SNPs
avec l'acide Rosin, avec l'apparition d'un nouveau pic intense C=0 ester a 1726 cm™. Les
observations par microscopie électronique a balayage révelent un certain désordre
atomique/moléculaire apres I'estérification. L'analyse par diffraction des rayons X indique la
présence d'une structure amorphe, avec une baisse significative de la cristallinité apres
estérification des SNPs. L'analyse thermogravimétriqgue montre que la stabilité thermique des
SNPs estérifiés est inférieure a celle de I'amidon natif et des SNPs. Les caractéristiques
antioxydantes des SNPs avant et apres estérification, étudiées par des tests de piégeage des
radicaux 1,1-diphényl- 2-picryl hydrazyl, démontrent une augmentation dose-dépendante de
I'activité antioxydante qui est comparable a celle de la vitamine C standard (acide ascorbique).
En outre, I'étude de I'activité antimicrobienne des SNPs estérifiés avec de la rosin (DS entre 0 et
0,141), a révélé que les SNPs estérifiés étaient efficaces contre toutes les souches bactériennes
testées. De plus, le DS est directement proportionnel a la zone d'inhibition. Cette recherche
montre I'importance de la formulation SNPs-Rosin nouvellement congue dans les industries
biomédicales et alimentaires.
Mots clés: Nanoparticules d'amidon de pomme de terre, Rosin, Degré de substitution, Maghnite-

H*, Esterification, Activité antioxydante, Activité antimicrobienne.
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Abstract

This research aims to prepare potato starch nanoparticles (SNPs) by hydrochloric acid hydrolysis. The esterification reaction
of starch nanoparticles with rosin acid is catalyzed by Maghnite-H* as green catalyst, a non-toxic proton exchanged mont-
morillonite (sheet silicate clay). The influence of synthesis conditions, including reaction temperature, reaction time, and the
amount of catalyst, are assessed using a response surface method relying on a central composite design with three factors and
three levels. FTIR spectroscopy analysis elucidates the esterification of SNPs with rosin acid, with the appearance of a new
intense peak C=0 ester at 1726 cm™!. Scanning electron microscopy observations reveal some atomic/molecules disorder
after esterification. X-ray diffraction analysis indicates the presence of the amorphous structure, with a significant decline
of the crystallinity upon esterification of SNPs. Thermogravimetric analysis manifests that the thermal stability of esterified
SNPs is lower compared to native starch and SNPs. The antioxidant characteristics of SNPs before and after esterification
investigated through 1,1-diphenyl- 2-picryl hydrazyl radical scavenging tests demonstrate a dose-dependent increase in the
antioxidant activity that is comparable to standard vitamin C (ascorbic acid).

Keywords Potato starch nanoparticles - Maghnite-H* - Rosin acid - Esterification - Antioxidant activity

1 Introduction

In the context of the valorization of biomass and the develop-
ment of new biodegradable materials, extensive studies have
been conducted on "starch", a very natural abundant polysac-
charide polymer. The latter is a renewable, biodegradable,
nontoxic [1, 2], and cheap polysaccharide. It represents the
energy reserve organ of higher plants and exists in the form
of a white powder consisting of micrometric grains [3-5].
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Starch is a mixture of two homopolymeric polysaccharides,
amylose and amylopectin composed of D-anhydroglucose
pyranose units (AGU), with a general formula (C¢H;oO5)
[6-9].

The procedures of acid/enzymatic hydrolysis, gammairra-
diation, simple nanoprecipitation, ultrasound, and homog-
enization are often used to synthesize starch nanoparticles
(SNPs) [10-13], exhibiting distinct physicochemical and
biological properties compared to native starch, including
higher solubility and reaction surface [14]. In this study,
hydrolysis by using acid HCI has been adopted to synthesize
potato starch nanoparticles. The properties of the as-prepared
SNPs, such as amylose content, adherence, rheology, parti-
cles’ shape, and size distribution, are found to be enhanced
compared to their bulk counterparts. Starch nanoparticles
are generally utilized in the formation of nanoemulsions,
starch-based composite films, encapsulation, and drug deliv-
ery applications [3, 15-17].

The starch has three hydroxyl groups inside the o-
D-glucopyranose unit whereby it offers many coupling

@ Springer
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hydroxyl groups at positions 2 and 3 can also be reacted

reactions possibilities. Oxidation, esterification, and etherifi-
cation reactions have been developed for more than 50 years
[18, 19]. In this work, the chemical modification consisted in
transforming the polar hydroxyl groups present on the surface
of starch nanoparticles into esters’ groups. The esterifica-
tion of starch involves chain reactions with acids, chlorides
of organic acids salts of inorganic acids, and anhydrides
[20-22]. During synthesis, rosin acid was used as a nat-
ural acid esterified with potato starch nanoparticles. Thus,
dimethylsulfoxide (DMSO) is a successful replacement for
toxic solvents in addition to starch nanoparticles and rosin
acid being completely soluble in DMSO [23, 24].

Rosin is a natural solid yellowish-brown acidic resin
substance with the molecular formula C;9HyCOOH [25]
(Fig. 1a). It is largely composed of abietic, pimaric, and lev-
opimaric acids that are obtained from pine and other conifer
trees by heating the tree’s liquid resin to vaporize the volatile
liquid terpene elements [26]. The rosin acid molecule has two
chemically reactive centers: the double bond and the carboxyl

@ Springer

group [27]. Rosin is used as an emulsifier in a variety of appli-
cations due to its low manufacturing cost, high availability,
and outstanding properties (biocompatibility, hydrophobic-
ity and chemical reactivity) [28]. So far in the literature, no
work has been reported on the esterification of rosin with
potato starch nanoparticles using Maghnite-H* as a green
heterogeneous solid catalyst (Fig. 1c).

The Maghnite is natural clay of montmorillonite type,
obtained from northwest Algeria (Maghnia), characterized
by its high silica (SiO;) content compared to alumina
(Al,03), thereby a strong catalytic activity. Silica has a
high electronegativity; therefore, protons are more quickly
absorbed on silica than on alumina (Fig. 1b) [29-31]. Poly-
condensation of D, L-lactic acid is one of the known reactions
used with Maghnite as a catalyst [32]. The authors reported
a new method for preparing poly (D, L-lactic acid) (PLA) as
a biodegradable polymer (polyester).

In this study, the response surface methodology (RSM)
has been adopted to optimize the synthesis process of starch
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nanoparticles esterified with rosin acid. RSM is a set of math-
ematical and statistical approaches applied in experiment
design [33] and usually adopted to reduce the number of
experimental trials required to evaluate several factors and
their interactions [34]. Furthermore, RSM may be used to
determine the target value of a particular parameter by study-
ing the individual and interaction impacts of factors [35].
Therefore, RSM is considered as an efficient method aiding in
process optimization when there exists numerous factors and
interactions in the experiment [36]. In this paper, the occur-
rence of mutual effects of reaction temperature, reaction time,
and the amount of Maghnite-H™ catalyst on the esterification
synthesis of starch nanoparticles using rosin acid is inves-
tigated in depth and breadth by applying the Box—Behnken
design response surface methodology by Design Expert Ver-
sion 11.1.2.0 (Stat Ease, USA).

Furthermore, the antioxidants are substances that inhibit
the formation of reactive oxygen species, which minimize
oxidative stress in cells, making them effective in the treat-
ment of a variety of human disorders, such as cancer,
inflammatory diseases, and cardiovascular disease [37, 38].
In this present work, the green synthesized starch nanopar-
ticles by esterification with rosin acid has been studied
for antioxidant activity by 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) radical scavenging method.

2 Material and Methods

The potato starch was provided from Youville Montreal
(Quebec Canada) and was used in the esterification reac-
tion with gum Rosin acid obtained from local producers
Costa e Irmos, Leiria, Portugal. The chemical reagents
such as 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), acid ascor-
bic, dimethylsulfoxide (DMSO), methanol, ethanol, sulfuric,
and hydrochloric acids were purchased from Sigma-Aldrich
(Germany). The raw Maghnite clay (Algerian Montmoril-
lonite) was obtained from "BENTAL" (Algerian Bentonite
Company) and originates from a quarry in the region of
Maghnia (in the Northwest of Algeria).

2.1 Preparation of Maghnite-H*

The Maghnite H* has been prepared by adopting the method
proposed by ref. [39]. The raw Maghnite (40 g) was grounded
in a prolabo ceramic ball mill for 20 min, then dried for 2 h
at 105 °C. The as-obtained product was placed in an Erlen-
meyer flask with 500 mL of distilled water (DW), and the
mixture was agitated with a magnetic stirrer at room tem-
perature with the addition dropwise of 0.25 M sulfuric acid
solution (100 mL) until it reached saturation in 48 h. Fur-
ther, the obtained mineral was filtered and washed with DW
until the pH was 7.0. The Maghnite-H* was then filtered,

grounded, then dried in an oven for 24 h at 105 °C with a
yield of 80.37%.

2.2 Preparation of Starch Nanoparticles (SNPs)
by Acid Hydrolysis

50 g of the starch was suspended in 400 mL of 2.2 N HCI
for 3 days at 40 °C using a water bath [40]. The starch’s
suspension was centrifuged after hydrolysis for 20 min at
8000 rpm and washed five times with 500 mL of DW. The
starch nanoparticles (SNPs) were neutralized with 1 N NaOH
until the pH reached 7.0. Then, SNPs were washed with
ethanol and DW and finally dried for 24 h at 60 °C under
ambient pressure.

2.3 Esterification of Starch Nanoparticles with Rosin
Acid

SNPs were dissolved in 3 mL of DMSO followed by the addi-
tion of rosin acid and a molar ratio of rosin acid/anhydrous
glucose unit 3:1. Various quantities of Maghnite-H* cataly-
sis (m/m, relative to SNPs) have been added to the mixtures.
In order to find the optimum reaction conditions, the same
process was repeated by adjusting the catalyst percentage,
reaction time, and reaction temperature. Esterified SNPs pre-
cipitated by gradually adding 25 mL of methanol after the
removal of Maghnite-H* by filtration, then washed with
15 mL of methanol three times and dried at 60 °C for 24 h at
ambient pressure.

2.4 Determination of the Degree of Substitution
(DS)

The titration technique was used to measure the degree of
substitution (DS), which is defined as the average molar
ratio of affixed rosin acyl groups per unit of anhydrous glu-
cose (AGU) [41]. 0.5 g of the sample was dissolved in 3 mL
DMSO. Then 20 mL of 0.5 M NaOH was also added, after
that the mixture was stirred at 50 °C for 4 h. Excess of NaOH
was titrated back with 0.5 M of HCI solution that used phe-
nolphthalein as an indication.

The DS value of esterified SNPs was determined as follow:

162 x C(Vy — V)
DS = 1
m—285x C(Vo — V)

where 162 represents the molecular weight AUG, 285 is the
molecular weight of rosin acyl, V, and V are the titration
volumes of HCI consumed in SNPs before and after esteri-
fication, respectively, C is the molar concentration of HCI,
and m is the amount of the powdered sample.

@ Springer
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2.5 Experimental Design and Statistical Analysis

During the synthesis procedure of rosin acid modified-SNPs,
the influence of the reaction conditions on the DS value takes
into account the rosin acid/AGU molar ratio, reaction tem-
perature, reaction time, and the amount of catalyst.

According to the experiments’ results (Unpublished
results), while the DS value changes with the molar ratio
of rosin acid/AUG varied during the synthesis of SNPs ester-
ified with rosin acid, it was found that the DS value was the
highest when the ratio was 3:1. Therefore, the molar ratio
of rosin acid/AUG was usually not taken as a variable in the
experimental design and was fixed at 3:1.

In this work, a 17-trial, 3-factor, and 3-level Box—Behnken
design were adopted in constructing polynomial models for
the process optimization. The actual factor values at three
levels were selected, coded as — 1,0, and + 1 for low, medium,
and high factors, respectively (Table 1).

This design was appropriate for studying the quadratic
response surface and for use in the construction of a second-
order polynomial model using Design-Expert software (Ver-
sion 11.1.2.0, Stat-Ease, USA).

The experiment design matrix was generated by the soft-
ware and presented in Table 2. The function of the system is
expressed by the following second order polynomial equa-
tion [42]:

3 3 3
Y:a0+2aiXiZZainin+Zaiii2X,~2 (2)
i=1

i=1 i=1i#j

where Y is the response variable; «q is the model constant;
«; is the linear coefficient; «;; is the quadratic coefficient; o;
is the interaction coefficient, whereas the factors evaluated in
this work are the temperature (X1), reaction time (X»), and
the amount of catalyst (X3).

Table 1 Coded and actual levels

of factors involved in the Factors Coded levels
experimental design Symbol 1 0 +1

Reaction temperature (°C) X1 40 70 100

Reaction time (h) X, 6 15 24

Catalyst (%, by weight of starch) X3 5 15 25
Table 2 Box-Behnken
experimental design and Run Factor 1 Factor 2 Factor 3 Response 1 Response 2
response values for the degree of X1/Temperature X,/Reaction time X3/Catalyst Actual DSY  Predicted DS
substitution °O) (h) (%) Y

1 100 24 15 0.094 0.098

2 40 6 15 0.055 0.050

3 70 15 15 0.103 0.110

4 100 15 25 0.123 0.123

5 70 15 15 0.114 0.110

6 100 15 5 0.031 0.097

7 70 6 5 0.032 0.036

8 70 24 5 0.034 0.033

9 40 15 25 0.073 0.077

10 40 15 5 0.034 0.034

11 70 15 15 0.117 0.110

12 70 6 25 0.073 0.073

13 40 24 15 0.073 0.073

14 70 24 25 0.141 0.136

15 70 15 15 0.105 0.110

16 100 6 15 0.064 0.063

17 70 15 15 0.111 0.110

S @ Springer
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Table 3 Analysis of variance

(ANOVA) for the elements of the Source Sum of Degree of Mean F-value p-value
Box-Behnken parameter squares freedom square
Model 0.0201 9 0.0022 57.26 <0.0001 Significant
X /Temperature 0.0007 1 0.0007 19.02 0.0033
X,/Reaction time ~ 0.0017 1 0.0017 44.67 0.0003
X3/Catalyst 0.0097 1 0.0097 249.72 <0.0001
amount
X1X> 0.0000 1 0.0000 0.9239 0.3685
X1X3 0.0007 1 0.0007 18.02 0.0038
X2X3 0.0011 1 0.0011 27.95 0.0011
X2 0.0020 1 0.0020 50.53 0.0002
X5? 0.0012 1 0.0012 30.77 0.0009
X32 0.0023 1 0.0023 57.79 0.0001
Residual 0.0003 7 0.0000
Lack of fit 0.0001 3 0.0000 1.26 0.3990 Not
significant
Pure error 0.0001 4 0.0000
Cor total 0.0204 16

R? = 0.9866, R? pgj = 0.9694, R%preq = 0.8849, CV = 7.71%

Fig.2 a Diagnostic plots of the
quadratic model used for the
estimated response of the actual
synthesis of esterified starch
nanoparticles versus the
predicted response. Response
surface and contours showing the
effect of reaction temperature
(X 1), reaction time (X»), and
amount of catalysis (X3) on the
degree of substitution DS,

b Response surfaces and contour
lines of DS as a function of X
and X», ¢ Response surface and
contour lines of DS as a function
of X and X3, and d Response
surface and contour lines of DS
as a function of X, and X3

Design-Expert® Software

Degree of substitution DS
(adjusted for curvature)

Color points by value of
Degree of substitution DS:

0,031 0,141

2.6 Physicochemical Characterization

The thermogravimetric analysis (TGA) was performed by
using the SDT650 instrument in the temperature range
17-600 °C at a heating rate of 10 °C/min under nitrogen
atmosphere. Fourier transform infrared (FTIR) spectra were
recorded in the range of 4000-500 cm™! using a Shimadzu

(a)

Predicted vs. Actual

0,16 _|

014

0,12 |

0,1

Predicted

0,08 |

0.06 |

0.04 |

0,02

T T T T T T T T
002 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 0.16

Actual

1240 FTIR spectrometer. The powdered samples were dis-
persed in KBr and compressed into pellets. X-ray diffraction
analysis was performed using an Effort DISCOVER Bruker
D4 instrument equipped with CuKa radiation source (A =
1.5418 A) in the 26 range 10°~70°. The morphology was
analyzed by scanning electron microscopy (SEM) using a
JOEL JSM-6610 LA instrument. The dried powdered sam-
ples were fixed with a silver paste to an Al support and then
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Fig.2 continued Design-Expert® Software
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coated with a thin gold layer to enhance their conductivity.
The micrographs were recorded under an accelerating volt-
age of 20 kV.

2.7 Assay for Antioxidant Activity (DPPH Radical
Scavenging Activity)

The DPPH radical scavenging assay, as reported by Krish-
naiah et al. [43], was used to assess the samples free radical
scavenging ability. The hydrogen atom donating capacity of
samples was determined by decolorizing a DMSO solution
of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). In the presence of
antioxidants, DPPH generates a purple/violet dye in DMSO

=

é\"!‘n}‘i @ Springer

(b)

Degree of substitution DS

24

21

18

15

X2: reaction time (h)

12

40 50 60 70 80 90 100

X1: tempreture (°C)

Degree of substitution DS

solution and turns into yellow color. A solution of 0.5 mM
of DPPH in DMSO was prepared, and 2.4 mL of this solu-
tion was mixed with 100 L of sample in DMSO at different
concentrations (0.39-200 mg/mL). The reaction mixture was
vortexed and incubated at room temperature for 30 min in
the dark. At 517 nm, the absorbance of the mixture was
determined by spectrophotometry. As a control, ascorbic acid
(Vitamin C) was used. The following equation was used to
determine the proportion of DPPH radical scavenging activ-

ity:

AcControl — ASample

% Inhibition of DPPH = x 100 3)

AControl
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Fig.2 continued Design-Expert® Software
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where Acontrol and Asample indicate the absorbance of the con-
trol and sample, respectively.

3 Results and Discussion

3.1 Statistical Analysis of ANOVA Experimental Data
by Design-Expert Software

The actual DS and the predicted values at the points based on
the experimental design are presented in Table 2. The coeffi-
cients of the regression equation (Eq. 2) have been calculated

() 25

Degree of substitution DS
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X3: catalyst (%)
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X1: tempreture (°C)

02
015
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X3: catalyst (%)

with the Design Expert tools using the Box-Behnken model
and experimental data.

The second-order polynomial equation below has been
conducted to analyze the DS value of SNPs after esterifica-
tion:

Y=ag+a1 X1+ Xo +a3 X3 +a4 X1 X2
+o5X1 X3 +06X2X3 +0£7X%+Ol8X§+a9X% 4)

Y =0.11 +0.009625X +0.01475X> + 0.034875X3
+0.003 X1 X, +0.01325X X3

+0.0165 X2 X3 — 0.021625X7 — 0.016875X3

Ao
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Fig.2 continued Design-Expert® Software
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Design-Expert® Software
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—0.023125X3 (R* = 0.9866) 5)

The analysis of variance (ANOVA) has been also per-
formed to verify the significance of the adjustment of the
second-order polynomial equation for the experimental data,
and the obtained results are presented in Table 3.

The higher F-value of the model is 57.26 and the lower
p-value (p <0.0001) indicates that the coefficients are highly
significant and that the evolved model has the best fit.

For p-values smaller than 0.05, the model terms are statis-
tically significant. In this case, X1, X2, X3, X1X3, X2 X3, X2,
X 22, X 32 represent the significant model terms, whereas for

@ Springer
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p-values above 0.1000, it implies that the model terms are
not significant. The lack-of-fit F-value of 1.26 means that
the latter is not significant in comparison to the pure error.
There is a 39.90% chance that such a high lack-of-fit F-value
occurs due to noise.

The goodness-of-fit of the model has been optimized by
computing the coefficient (R?). Thus, the coefficient (R?) is
found to be 0.9866. This means that the model of regression
can account for 98.66% of the variance and that the model is
reliable. Furthermore, the value of the modified determina-
tion coefficient (R Adj = 0.9694) is high, suggesting a high
applicability of the model [44]. The expected coefficient of
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Fig.3 FTIR spectra of a starch and starch nanoparticles, b rosin acid, and c esterified starch nanoparticles

determination (R2preq = 0.8849), which provides details of
the expected response value of the model, is found in good
agreement with the R? Adj- Besides, the coefficient of vari-
ance (CV = 7.71%) is low, implying that the experiments
are quite precise and reliable [45].

In Fig. 2a, the predicted and actual Y values for the DS
for esterified SNPs are found to be well correlated. The pre-
dicted values as provided by the models and the actual values

for a specific run represent the determined response data. It
can be concluded that the estimated values correspond sat-
isfactorily with the actual values. The diagonally distributed
points indicate that an adequately precise representation of
the experimental data is given by the regression model equa-
tion.
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The response surface and contour lines created based on
the adopted polynomial model as well as the representa-
tion expressed by equation (Eq. 4) can be considered as
insightful approaches. Additionally, they demonstrate effec-
tiveness for analyzing the interactions between two factors
alongside the influence of the experimental variables on the
responses, for a better understanding of the reaction system
[44]. The response surface and contour lines of two variables
are presented in Fig. 2b—d with the functions of the other two
variables at the central level. It can be noticed that the value
of DS as a function of temperature (X ), reaction time (X»),
and amount of catalyst (X3) reveals 2D and 3D plots of the
response surface. The response surfaces are adownward con-
vex line curve which indicates a maximum response value
(DS). It also shows the influence of reaction time and tem-
perature as well as amount of catalyst and their interactions
on the evolution of DS of the esterified SNPs. It is observed
that the DS value increases with increasing the reaction time
up to 23 h and increasing the percentage of catalysis up to
23.78% and the maximum temperature reaches 85.7 °C for
a maximum DS value of 0.142.

3.2 Structural and Morphological Properties
3.2.1 FTIR Analysis

The FTIR spectra for native starch and SNPs look identi-
cal (Fig. 3a), and similar to previous study on nanostarch
synthesis [46]. Both peaks located at 1026 and 1079 cm™!
correspond to the stretching vibrations of glucose unit’s C-O
[47]. The broad peak at 3383 cm™! (setting in the range
3000 and 3600 cm™!) is assigned to the stretching of O—H
hydrogen bonds [48]. The peak at 1350 cm™! is related to
deformations in C~O—H groups. The peak at 1641 cm™!
is associated with water molecules adsorbed by the starch,

whereas the peak at 2930 cm™! is related to the vibrations
of C-H bonds [49]. However, the peak corresponding to the
OH stretching vibration at 3395 cm™! of SNPs upon reac-
tion with rosin acid (Fig. 3c) manifests a decrease in intensity
compared to native starch and SNPs. This means that parts of
the OH stretching vibration undergo interaction during the
esterification of SNPs with rosin acid. Furthermore, in the
rosin acid molecule (Fig. 3b), the 1694 cm™! peak corre-
sponding to the carboxyl group disappears in the spectrum
of esterified SNPs [28, 50]. Meanwhile, a new intense peak
of 1726 cm™! corresponding to the C=O stretch in the ester
group is detected. This confirms that SNPs were successfully
synthesized with rosin acid [48, 51].

3.2.2 XRD Analysis

The XRD patterns of native starch, SNPs before and after
esterification with rosin acid recorded in the 26 range
10°-70°, are displayed in Fig. 4. The native starch exhibits a
high intensity and relatively broad diffraction peaks located
approximately around 15.10°, 17.08°, 19.14°, 22.22°, and
23.88° associated with the B-type polymorph [52-54]. This
is an indication of its semicrystalline nature: the presence
of both crystalline and amorphous phases. No signifi-
cant difference can be observed between XRD patterns
of SNPs and native starch, except a slight reduction of
peaks’ relative intensity. The linear amylose compound o-
1, 4-glucopyranose is responsible for the appearance of the
amorphous phase. While the crystalline phase contributes
to the large amylopectin consisting of both a-1,4 and a-1,6
glucopyranose, the strongly ordered crystal structure is due
to intra- and intermolecular hydrogen bonds [55, 56]. Much
of the hydroxyl groups of SNPs are replaced by carboxyl
groups, notably, there has been less formation of intermolec-
ular hydrogen bonds [41]. Further and as expected, after

Fig.4 X-ray diffraction patterns
of native starch and starch
nanoparticles (SNPs) before and
after esterification
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Fig.5 a Thermogravimetric
analysis (TGA) curves,

b derivative of the TGA
curves—DTG, and ¢ and

differential scanning calorimetric

(DSC) curves of native starch,
starch nanoparticles (SNPg)
before and after esterification
with rosin acid
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esterification of SNPs, the XRD pattern is composed a main
very broad diffraction peak located around 19.7°, indicating
the full transformation into amorphous phase.

3.2.3 Thermal Stability Analysis

The thermal properties of native potato starch, SNPs, and
esterified SNPs have been studied by thermogravimetric
analysis, as shown in Fig. 5a. It can be deduced that SNPs
begin to lose weight at a temperature slightly lower than the
native starch. This indicates that SNPs possess a high number
of hydroxyl groups on their surface which facilitates the ther-
mal degradation. Similar results have already been reported
for starch nanoparticles prepared by acid hydrolysis [57]. In
the case of SNPs, the main mass loss 94.90-40.79% occurs
around 235-329 °C while the temperature corresponding to
the high heat decomposition is approximately 293.94 °C
(Fig. 5b) with a melting temperature (Tp) of 288.33 °C
(Fig. 5¢). Furthermore, the decomposition of esterified SNPs

SEI  20kV WD12mm SS70 x500 50pum
Sample 0100

08 Jul 2021

x2,000 10pm

(DS 0.141) begins at much lower temperature compared
to SNPs. The main mass loss of 78.58-43.15% for ester-
ified SNPs is observed around 230-305 °C. The observed
maximum decomposition temperature for SNPs esterified is
around 276.90 °C (Fig. 5b) with a melting temperature (Tp)
of 260.77 °C (Fig. 5¢). Consequently, the thermal stability of
the SNPs is then reduced with the modification by rosin acid.
This may be due to the deformation of the crystalline regions
of SNPs following the modification upon post-treatment with
rosin acid. The molecules of rosin acid are introduced into the
molecular chain of SNPs, hence altering the hydrophobicity
of SNPs and hydrogen bonding and consequently decreas-
ing the interactions between SNPs resulting in lowering the
thermal stability [41].

3.2.4 SEM Observations

Figure 6a represents the SEM micrograph of the native potato
starch, composed mainly of irregular-shaped granules with

SEl  20kV WD13mm SS5 x2,000
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10pm  —
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smooth surface and broad size distribution in the 2-50 pm.
The granular structure of the starch has been completely
disrupted by the hydrolysis by HCI solution to form a homo-
geneous starch. Subsequently, nanoparticles of starch are
formed with particles size between 200 and 800 nm, as
shown in Fig. 6b. The influence of esterification on starch
nanoparticles morphology is further elucidated in Fig. 6c.
After the incorporation of rosin acid into starch nanopar-
ticles, the esterification caused total structural disturbances
inducing a complete local atomic/molecules disorder, and as
a result the formation of an amorphous structure. It can be
concluded that both XRD and SEM studies clearly demon-
strate that the inclusion of rosin acid in starch nanoparticles
transformed the latter into a new nanomaterial without crys-
tallization.

3.3 Antioxidant Activity

The stable free radical 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl is
reduced by receiving hydrogen or electrons from the donor
(Fig. 7a) [58, 59]. Also, ascorbic acid (vitamin C) as a nat-
ural antioxidant has been extensively used as a reference for
evaluating the antioxidant efficiency.

Fig.7 a Reaction mechanism of

When compared to esterified potato starch nanoparticles
(esterified SNPs) with starch nanoparticles (SNPs), the for-
mer exhibit remarkable scavenging activity (Fig. 7b). The
inhibition rate increases significantly from 1.03 £ 0.606 up
to 17.68 £ 4.559% for SNPs with increasing SNPs concen-
tration and 37.35 £ 1.992 up t0 62.91 £ 4.560% for SNPs and
esterified SNPs with increasing of SNPs esterified concen-
tration. Further, the rate of DPPH scavenging reaches 92.86
=+ 2.735% for vitamin C.

The antioxidant activity is found to increase gradually
with increasing the concentration of esterified SNPs, reach-
ing amaximum value (17.68 +4.559% and 62.91 =4.560%)
at 200 mg/mL. The enhancement in the DPPH activity can
be attributed to the occurrence of chemical modifications
during the grafting of SNPs by rosin acid. Indeed, starch
nanoparticles fabricated from innovative processes includ-
ing ultrasonication, alkaline, and acid hydrolysis increase the
ability of DPPH radical scavenging. According to the litera-
ture, the low molecular weight and monosaccharide content
of polysaccharides can contribute to their antioxidant activity
[60]. The production of nanoparticles results in a reduction in
molecular weight, which improves the antioxidant potential.
Rosin acid demonstrates a good antioxidant activity which
enhances the antioxidant activity of SNPs with ECsg about
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of 100 mg/mL due to the carbon double bonds contained in
rosin [61, 62]. The ECsg value is commonly used to con-
vey the outcome, which is defined as the concentration of
antioxidant that induces a 50% drop in DPPH absorbance
[63, 64].

4 Conclusion

The Box-Behnken’s response on face approach was har-
nessed to optimize the reaction conditions for the synthesis
of rosin acid esterified starch nanoparticles. The optimized
conditions were as follows: reaction time 23 h, reaction
temperature 85.7 °C, and Maghnite-H* catalyst amount
23.78% (by weight SNPs). FTIR spectroscopy identified the
functional groups before and after esterification of starch
nanoparticles. SEM and XRD analyses indicated that the
esterification of starch nanoparticles affected the crystalline
structure, and an amorphous phase was obtained, whereas the
thermal stability was improved. Rosin acid appears to have a
good antioxidant function that boosts the antioxidant activ-
ity of esterified starch nanoparticles with an ECsq of almost
100 mg/mL.
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Abstract

In this work, potato starch was hydrolyzed by acid (HCI) to form nanoparticles (SNPs) that were esterified with acid Rosin
using a green heterogeneous catalyst based on Algerian montmorillonite clay known as “Magnhite”. It has a similar activity
to the classical Bronsted (H,SO,) and Lewis (Al,O;) acids, which implies that it can replace homogeneous acid catalysts.
Particular emphasis was devoted to investigate the influence of temperature, reaction time, and amount of catalyst on the
degree of substitution (DS) on the reaction conditions to achieve a high DS. Fourier Transform Infrared analysis confirms
the esterification of SNPs by the appearance of new bands at 1724 cm™! assigned to ester group. X-ray diffraction and scan-
ning electron microscopy indicate that the esterification reaction reduces the crystallinity while the morphology changes
from SNPs nanoparticles to a completely destroyed form. Besides, the thermal stability of esterified SNPs has been slightly
reduced compared to unmodified starch. The volumetric assay was used to evaluate the DS of the products and the effects
of the rosin/glucose anhydrous acid unit in the molar ratio. It is found that DS increases with increasing the molar ratio and
reaches its maximum value of 0.135 at a molar ratio of 4:1. Furthermore, antimicrobial activity study of SNPs esterified
with rosin acid (DS between 0 and 0.141), revealed that the esterified SNPs were effective against all the tested bacterial
strains. Moreover, the DS is directly proportional to the zone of inhibition. This research showcases the importance of the
newly designed SNPs-Rosin formulation in the biomedical and food industries.

Keywords Rosin acid - Starch - Degree of substitution - Brgnsted and Lewis acid catalyst - Antimicrobial activity
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higher plants [1-3]. It is the second most prevalent organic
component in nature after cellulose. Because of its simple
availability as a feedstock and possible renewable nature
when used as a biomaterial, as well as projections of future
fossil-based product shortages [4, 5], starch applications
have attracted great attention in recent years. Due to its
biodegradability, cheap cost and widely accessible -OH
groups that can be functionalized, starch, as a renewable
biopolymer, is gaining popularity as an effective alterna-
tive raw material [6—8]. It consists mainly of two parts
accounting for 99% of starch by weight, namely linear
parts of amylose that are linked together by D(1,4).gly-
cosidic bonds and amylopectin as branched part. The lat-
ter is constituted by short linear chains of (1,4)-p-glucose
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molecules linked together by (1,6)-p-glycosidic bonds
[9-12].

Nanoparticles are colloidal or solid particles with sizes
ranging from 1 to 1000 nm [13]. Nowadays, due to their
small dimension, biodegradability, and high biocompat-
ibility [14], starch nanoparticles (SNPs) offer a wide
range of applications, such as many types of organic and
inorganic acids, have been widely used to modify starch
[15-17]. In this study, the HCI acid hydrolysis procedure
has been adopted to prepare potato starch nanoparticles
(SNPs) then subsequently esterified with rosin as a natural
organic acid. Through a hydrolytic response, HCI alters
the morphology of starch. It first changed to amorphous
form by focusing along branched amylopectin molecules.
However, it can also affect the a- (1,4) bonds that make
up amylopectin and amylose molecules and break-down
these compounds down into several smaller entities [18].
On the other hand, rosin is a natural organic acid com-
posed of monocarboxylic acid and unsaturated double
bonds (carbon—carbon) of rosin which is responsible for
its chemical reactivity [19]. The latter mainly consists of
abietic acid and few other isomeric acids [20, 21]. Rosin
could be a renewable natural element provided by the gum
of certain conifers, such as pines. It is a transparent (yel-
lowish brown) non-volatile solid and essential in daily
life [22]. Rosin esters, which are among the most frequent
rosin derivatives, can be made by esterifying the carbox-
ylic acid group of rosin with a variety of alcohols such as
methanol, glycerol, pentaerythritol, and ethylene glycol,
etc. [23-25]. This acid, as a starch-modifying agent, acts
by carrying out an esterification process between the sen-
sitive hydroxyls of the glycoses that make up the amylose
and amylopectin molecules with the carboxylic acids pre-
sent in the rosin structure. Indeed, rosin acts in the outer
parts (surface) of starch nanoparticles (SNPs), mainly in
the amorphous parts where it has a higher mobility. The
performance of rosin in the modification process of the
reaction depends on operating parameters such as process
temperature, reaction time, the used catalyst, and the molar
ratio (glucose/rosin) on the degree of substitution (DS).

In our research, we have been interested in the synthesis
of SNPs esterified with rosin acid by the cationic solid cata-
lyst, that is called “Maghnite-H*”. Maghnite-H™ is an envi-
ronmentally friendly catalyst under the presence of solvent
or bulk conditions in order to adhere to the green chemistry
principles. Maghnite is a montmorillonite aluminosillicate
clay with the fundamental repeating unit (Si4OIOA13+(2 —%
Mg?* (OH),) [26, 27]. This naturally occurring inorganic
substance can be regarded as a long-term and low-cost
source of protons. Montmorillonites are clays that include
both Bronsted and Lewis acid sites, and their alteration
under acidic conditions allows them to provide extremely
active catalysts for acid-catalyzed reactions as well as solid

@ Springer

substrates for various inorganic and organic reagents [28,
29].

Current research has renewed interest in the encapsula-
tion and packaging of antimicrobial polymers, particularly
in the fields of healthcare, medicine, and food [30]. Antimi-
crobial biopolymer is one of the most attractive advanced
active materials for protecting surfaces against microorgan-
isms such as bacteria, germs, fungi, and parasites [31-33].
In recent years, there has been a lot of interest in the creation
of antimicrobial materials based on starch, as well as their
potential utilization in other fields. For the alteration of the
surface of starch with antimicrobial properties, a variety of
approaches have been proposed [34-36]. Zhao et al. reported
on the modification of starch using polycaprolactone (PCL)
for antimicrobial activity by fused deposition modeling pro-
cess [37]. Another study reported on enhanced antimicrobial
activity of bioactive silver nanoparticle (AgNPs) encapsu-
lated with starch. However; although AgNPs have antibacte-
rial potential, their usage is limited due to low stability or
excessive toxicity [38]. As a result, it is critical to improve
the antimicrobial properties of AgNPs by incorporating a
biopolymer. In our work, we propose an ecofriendly facile
method to produce SNPs modified with natural antimicrobial
rosin.

This study aims to prepare a new bio-nanomaterial based
on potato starch esterified by natural rosin using a natural
catalyst “Magnhnite-H*”. In particular, the effect of rosin
on starch nanoparticles (SNPs) morphology, crystalliza-
tion behavior, thermal properties, and most importantly, the
enhancement of antimicrobial activity have been studied in
detail. To the best knowledge of the authors, this the first
study reporting on natural rosin reacting with starch nano-
particles using Maghnite-H* as a green catalyst (Fig. 1). The
obtained results indicate that the DS has a direct influence on
the zone of inhibition which is responsible for antimicrobial
activity.

2 Materials and Methods

The Gum Rosin acid was purchased at the local producers
Costae Irmos, Leiria, Portugal and was used in the esterifi-
cation reaction with potato starch. The latter was obtained
from Youville Montreal, Quebec Canada. Dimethylsulfox-
ide (DMSO), methanol, ethanol, sulfuric acid, and hydro-
chloric acid were purchased from sigma Aldrich. The raw
Maghnite clay (Algerian Montmorillonite) was obtained
from “BENTAL” (Algerian Bentonite Company). It comes
from a quarry in the region of Maghnia (in the northwest
of Algeria). Gylose, Mueller-hinton, Candida albucans
ATCC 10231, Bacillus cereus ATCC 10876, Staphylococ-
cus aureus ATCC 33862, Pseudomonas aerugenosa ATCC
27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 were obtained
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Fig. 1 The synthesis of starch nanoparticles (SNPs) esterified with rosin acid and its antibacterial mechanism

from the Institute of Microbial Technology (IMTECH),
Chandigarh, India.

2.1 Preparation of Maghnite-H*

The Maghnite-H* was prepared according to the process
described elsewhere [39]. The raw Maghnite (Algerian
Montmorillonite clay) is activated using a sulfuric acid
solution to produce Maghnite-H*, which is a Maghnite that
has been swapped with protons (Fig. 2). 40 g of the raw
Maghnite was ground and dispensed into distilled water in
an Erenmeyer flask (500 mL) for 2 h at room temperature

Fig.2 Procedure for the prepa-
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under continuous magnetic stirring. Then 0.25 M sulfu-
ric acid solution was added dropwise to the mixture until
saturation, and the stirring continued for 48 h at room tem-
perature. The mineral was, therefore, rinsed several times
with distilled water until the pH reached 7 and it became
sulfates free, then it was finally dried in an oven at 105 °C

for overnight.
2.2 Preparation of SNPs by Acid Hydrolysis

The acid hydrolysis process is used to synthesize starch nan-
oparticles, through the protocol reported in the literature [40,
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41]. 50 g of potato starch was suspended in 400 mL of 2.2 N
HCl in a water bath for 72 h at 40 °C. After hydrolysis, the
starch suspension was centrifuged and rinsed several times
with distilled water. The pH of SNPs was adjusted with
NaOH solution until it reached 7.0. It was then washed with
cold ethanol and distilled water, and dried for 48 h at 60 °C.

2.3 Esterification SNPs with Rosin Acid

SNPs were dissolved in DMSO (5 mL) and then Rosin acid
was added at different molar ratios ranging from 1 to 5 (rel-
ative to AUG). Various amounts of Maghnite-H* ranging
from 5 to 25% (m/m, compared to SNPs). The reaction was
performed at various temperatures (40—-100 °C) for variable
periods of time (6—24 h). After removing Maghnite-H* by
filtering, the product was precipitated by progressively add-
ing 25 mL methanol, then thoroughly washed three times
with 15 mL of methanol and dried at 60 °C for 24 h.

2.4 Determination of the DS

The average molar ratio of bound Rosin acyl groups per
anhydrous glucose unit (AGU) was calculated using the
titration method [42]. 3 mL DMSO was used to dissolve
0.5 g of the sample. After that, 20 mL of 0.5 M NaOH was
added, and the mixture was agitated for 4 h at 50 °C. Excess
NaOH was dosed back with a 0.5 M HCI solution using
phenolphthalein as an indicator.

The following formula was used to calculate the DS value
of esterified-SNPs:

162 x C(V, = V)
DS = (M
m—285xC(V,-V)

where 285 represents the molecular weight of Rosin acyl,
162 is the molecular weight of per anhydrous glucose unit, m
is the amount of sample, V, and V are the titration volumes
of HC1 consumed in SNPs and esterified-SNPs respectively,
and C is the molar concentration of HCI.

2.5 Study of the Antimicrobial Activity of SNPs—
Rosin

2.5.1 Aromatogram Technique (Vincent’s method)

The realization of this process is based on the concept of the
antibiogram [43]. Sterile discs of Wattman paper (6 mm in
diameter) containing 2 puL of each solution with a concen-
tration of 100 mg in 1 mL of DMSO of each sample to be
tested, are deposited using sterile forceps on the surface of
an agar medium suitable for each strain previously inocu-
lated with 100 puL of microbial suspension whose turbid-
ity has been regulated to 108 CFU mL™! for bacteria and
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10° CFU mL™! for yeasts [44]. DMSO has been used as a
control. The Petri dishes were then closed and left 1 h for
diffusion at room temperature before incubating at 37 °C for
24 h. The antimicrobial activity of each sample is measured
by calculating the diameter of the inhibition zone formed
around each disc.

2.6 Characterization

A differential thermal analysis coupled with thermogravim-
etry (TGA) SDT650 equipment was used to perform thermal
analysis from 17 to 600 °C at a heating rate of 10 °C min~!
under nitrogen atmosphere. A Shimadzu 1240 FT-IR spec-
trometer was used to record FTIR spectra in the range
4000-500 cm™!. The powdered samples were dispersed in
KBr and ground into thin disc pellets. To ascertain the crys-
talline structure and degree of crystallinity of the samples,
X-Ray diffraction (XRD) experiment was carried out using
a Bruker D8 diffractometer equipped with CuKa radiation
and operating at 40 kV and 30 mA. The XRD patterns were
recorded in the 20 range 2°-30° and 10°-60° with a scan-
ning rate 5° min~'. FEI QUANTA 200 Scanning*Electron*
Microscope*(SEM) operating at 15 kV was used to parti-
cles’ morphology and size. The powdered samples were dis-
persed onto a conductive Silver (Ag) paint then subsequently
coated with a thin layer of gold (Au).

3 Results and Discussion

3.1 Influence of Reaction Parameters on DS
of SNPs-Rosin Esterified

For the molar ratio 1:1 (Fig. 3a), the DS value was exceed-
ingly low, indicating that the esterification process took
place very slowly. DS first increases with increasing the
molar ratio and reaches its maximum value of 0.135 at a
molar ratio of 4:1. The duration corresponding to molecules’
collision between starch and rosin acid is also relatively low
per unit time when the n-Rosin/n-SNPs ratio is smaller. The
likelihood of an actual collision, on the other hand, is quite
high. As the n-Rosin/n-SNPs ratio increases, the increase
in DS can be due to a greater interaction between starch
molecules and rosin acid.

With a reaction time of 24 h (Fig. 3b), the DS of the
esterified SNPs reaches a maximum value of 0.140.
Clearly, this is the exact duration for the esterification to
be completed. It is worth noting that a certain amount of
time is needed to achieve an adequate interaction between
reagents, which leads to a much better homogeneity of
the reagents. It is believed that enough time is necessary
for the maximum collisions to occur, which may last up
to 24 h. Because the reaction period is prolonged, the
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Fig.3 The effect of substrate ratio (a), reaction time (b), temperature
(¢), and the percentage of Maghnite-H* (m/m relative to SNPs) on
the synthesis of SNPs-Rosin (d). All responses were performed three
times and the average results were plotted

esterifying agent will sufficiently reach the inside of the
starch during this period of time [45].

The reaction temperature has a substantial influence
on the DS (Fig. 3c). The rise of the reaction temperature
from 40 to 90 °C resulted in an increase in the DS value
up to 0.143. In addition, the increase in the response tem-
perature (over 90 °C) manifests a lower DS value. This is
due to the fact that a higher temperature provides enough
activation energy E, for the reaction system to surpass
the corresponding energy barrier [46]. When the reaction
mixture produces water, the efficiency of the Maghnite-H*
decreases, because it absorbs the water and thus preventing
the attack of the H* cations during the reaction. There are
mainly three explanations that the degree of reactivity is
enhanced under these operating conditions: firstly, having
enough energy ensured a fast. Secondly, because at rela-
tively high temperature, the starch becomes partly gelati-
nized. Consequently, the starch particles crystal structure
will be destroyed, and the rosin acid molecules are more
likely to penetrate the particles for esterification. Thirdly,
the reaction system is devoid of water, and that prevent
side reactions of hydrolysis while promoting the process
of positive esterification [46].

Furthermore, the value of DS is found to increase with
the amount of Maghnite-H™ (Fig. 3d), i.e., varies between 5
and 25%. This is explained by an increase in the active acid
centers which initiate the esterification process; more active
centers favor more DS. This occurrence, however, is most
likely the result of an overabundance of “active Bronsted and
Lewis acid sites” on the surface of the catalyst layers, and
that can induce significant increase of the DS.

3.2 The Mechanism of Reaction

As illustrated in Fig. 4, the Maghnite-H" catalyst has both
Brgnsted (HT) and Lewis acid site (Al*). As a result, the
reaction may involve two acidic sites. The catalytic process
is faster at the Brgnsted rate, besides the catalyst exhibits a
stronger Brgnsted acidity. The reaction is considered to be
primarily a Brgnsted acid-catalyzed reaction, in which (H™)
is transferred from Brgnsted acid sites of Maghnite-H* to
the carbonyl oxygen (the protonation of the carbonyl group)
(Stage I), that is nucleophilically attacked by the oxygen
of SNPs (Stage II). The ester (SNPs-Rosin) is formed after
deprotonation and loss of H,O (Stage III). Furthermore, the
Lewis acid sites of the Maghnite-H* catalyst may also con-
tribute to the formation of SNPs-Rosin. The first step in
the Lewis acid-catalyzed esterification process is the direct
linking of rosin acid with the Lewis (Al*) sites (Stage IV).
In the second and the third part, the reaction follows the
same mechanism as the reaction that is catalyzed by Brgn-
sted acid.
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Fig.4 Reaction mechanism
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3.3 FTIR Analysis

FTIR spectroscopy has been carried out to confirm the
change in the chemical structures of SNPs before and after
esterification reaction, see Fig. 5. The bands located at 1154,
1078, and 1026 cm™! are assigned to the C—O stretch vibra-
tions of AUG [47], whereas the absorption bands at 928,

@ Springer

856, and 578 cm™! correspond to the stretch vibrations of
the whole glucose cycle [48]. The single band at 2930 cm™!
is ascribed to CH stretching and vibrations while the sin-
gle band 1640 cm™! is attributed to water strongly linked
to starch [46]. Furthermore, the band at 1694 cm™" corre-
sponds to C=O0 stretching vibration of rosin acid [49, 50].
The spectra of the esterified SNPs and SNPs are relatively
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Fig.5 IR spectra of SNPs, Rosin acid, and SNPs-Rosin

comparable. However, after esterification, the broad band at
3414 cm™ in the spectrum of SNPs, corresponding to the
stretching vibration of the OH group, decreases in inten-
sity, indicating that parts of the OH group of starch reacted
[51]. The emergence of a new band at 1724 cm™! assigned
to the carbonyl group is the most significant change in the
rosin starch spectrum compared to that of the native starch
[52-55]. The distinct ester group of rosin acid in the struc-
ture of esterified starch is related to this single absorption
peak located at 1724 cm™".

3.4 XRD analysis

From the XRD patterns displayed in Fig. 6a, it can be
observed that raw and acid-treated Maghnite clay reveal
three strongest peaks located at 20 =7.02°, 19.79°, and
26.63° of the clay correspond to the reflections (001) and
(110), belonging to the hexagonal crystal structure of mont-
morillonite phase, and (011) corresponding to quartz phase
in agreement with JCPDS card No. 00-046-1045 [56]. The
corresponding structural parameters are given in Table 1.
After subtracting the sheets thickness, this distance can be
used to deduce the sheet-to-sheet distance.

The XRD of the acid-treated Maghnite clay exhibits simi-
lar peaks as raw Maghnite, but both the peaks’ position and
broadening are influenced by the applied treatment. There is a
clear shift of peaks’ position towards lower 20 angles, indica-
tion an expansion of the unit cell lattice, thus confirmation the
intercalation of (H*) within the layers of the parent phase of
Montmorillonite clay. From quantification point of view, the

interlayers distance has calculated and reported in Table. It
can be noted that the interlayer distance d gy, increases sig-
nificantly by almost 29%, i.e., from 12.5 to 16.1 A for raw and
treated Maghnite respectively. This can be interpreted by the
assault of acidic protons with a relatively larger diameter to
replace inter-lamellar cations in Maghnite.

The crystallite size (D) has been calculated using the well-
known Scherrer equation [57] for each reflection and the cor-
responding values are given in Table 1:

Maghnite Raw
Maghnite-H"

3
S

Intensity (u.a)

T
5 10 15 20 25 30
2 Theta (°)

(@)

(012)

SNPs
—— SNPs-Rosin

2
3

(220

(131)
(041)

Intensity (u.a)

T T T T
10 20 30 40 50

2 Theta (°)
(b)

Fig.6 XRD patterns of a raw Maghnite and Maghnite treated with
acid (H,SO,); b SNPs and SNPs-Rosin

Table 1 Structural and microstructural parameters of Maghnite and
Maghnite-H*

Sample 20 (°) (hkl) d oo1 (A) D (nm)
Maghnite 7.02 (001) 12.59 431
19.76 (110) 4.49 13.91
26.62 (011) 3.34 4.26
D =749
Maghnite-H* 5.46 (001) 16.18 5.10
19.76 (110) 4.49 10.57
26.62 (011) 3.34 4.25
D=6.64
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0.91

B pcosd

where A is the X-ray wavelength (1.5418 A), p the full width
at half maximum of the diffraction peak, 6 the diffraction
angle of the peak, and 0.9 represents a constant depending
on particles’ shape. From the obtained mean value, it can
be highlighted that after acid treatment, the mean crystal-
lite size (D) of Maghnite decreases by 11.35%. This can
be attributed to the chemical composition of the Maghnite
layers which varies upon acid activation. Further, the size
of quartz crystals remained stable, which shows that quartz
is more resistant to acid treatment.

The difference in crystallinity between unmodified and
modified SNPs is illustrated Fig. 6b. The XRD pattern of
SNPs displays a halo with few diffraction peaks, an indica-
tion on the presence of amorphous and crystalline phases
and this manifests the semi-crystalline nature of SNPs. The
diffraction peaks located at 15.10°,15.42°, 17.08°, 19.14°,
22.22°, and 23.88° are indexed as (021), (120), (012), (220),
(131) and (041) of a typical type B structural model [58, 59].
The modified SNPs XRD pattern do not reveal any diffrac-
tion peaks, instead a large appears in the 20 range 15°-30°,

Fig.7 SEM images of a native
potato starch; b SNPs; and ¢
SNPs-Rosin

@ Springer

thus confirmation the existence of an amorphous phase and
that esterification reaction has not result in the development
of additional crystalline areas in the ester [42]. The presence
of amorphous phase implies that following rosin acid altera-
tion, the bonds have been destroyed. This is because rosin
acid will cause the displacement of some of the hydroxyl
clusters in SNPs during esterification. Consequently, there
is a decrease in intermolecular hydrogen bonds, leading to
the total deterioration of crystallinity relative to the structure
of SNPs [60].

3.5 SEM Observations

The Fig. 7 presents SEM images of native potato starch,
SNPs, and esterified SNPs. The particles of native starch
have a spherical shape with smooth surface, and their
size varies from 10 to 50 um (Fig. 7a). The Fig. 7b indi-
cates that the starch particle size is smaller than that of
native starch due to the acid hydrolysis (after homogeni-
zation), which produces nanoparticles with sizes rang-
ing from 200 to 500 nm following the decomposition of
the starch. The intermolecular amylose and amylopectin
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bonds break during starch decomposition, so that the
size and shape of the starch particles do not return to
their original form. According to the SEM study of starch
morphology, the starch particles after hydrolysis process
are not totally separated and combined to form clumps
because SNPs have a lot of hydrogen bonds on their sur-
face, hence they prefer to merge altogether. The structure
of SNPs has been completely damaged and distorted as
a result of esterification with rosin, and now once can
observe a new material with an amorphous structure
(Fig. 7c).

3.6 Thermal Stability Analysis

Thermogravimetric analysis has been used to investi-
gate the thermal characteristics of SNPs and rosin acid
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Fig.8 DTG and TG curves of a SNPs and b modified SNPs

esterified SNPs, as shown in Fig. 8. Under 600 °C, SNPs
lost weight occurs in two steps (Fig. 8a). The first stage
at~100 °C with a main mass loss of 9.66% corresponds
to the evaporation of water [61], whereas the second stage
at~283.50 °C with a mass loss 55.35% is attributed to
the degradation of SNPs, which starts around 223.15 °C
and revealing a maximum peak on the DTG curve. When
comparing the DTG curves of the esterified and unest-
erified SNPs, it can be noted that the thermal stability
of SNPs deteriorates considerably after its esterification
(Fig. 8b). The measured maximum degradation tempera-
ture of the esterified SNPs is approximately 277.52 °C
with a percentage mass loss of 58.51%. The esterifica-
tion process has changed the semicrystalline structure of
SNPs to an amorphous structure, as confirmed by SEM
and XRD analyses, which resulted in a decrease in the
stability temperature of the esterified SNPs. The pri-
mary components of rosin acid, such as abietic, pimaric,
and levopimaric acids reach a peak of breakdown in the
temperature range 277-297 °C [42], which is lower than
SNPs. The decomposition of esterified SNPs occurring
in the temperature range 230-305 °C is in fact the result
of the decomposition of SNPs skeleton combined with
the decomposition of the acid group of rosin crosslinked
onto SNPs chain.

3.7 Antimicrobial Properties

Figure 9 illustrates the antibacterial activity of SNPs before
and after esterification with rosin. The zones of inhibition
in growth medium plates have been assessed; a distinct zone
formed around the well confirming the antibacterial activity
of the esterified SNPs. The growth plate of each microbial
strain included wells with varying DS of SNPs esterified
with rosin, i.e., 0, 0.034, 0.064, 0.094, 0.117, 0.123 and
0.141, as shown Fig. 9b. Statistical analysis demonstrates
that when DS increased, the diameter of the zone of inhibi-
tion also increased (Fig. 8a) and that the unmodified SNPs
(DSO0) lack a zone of inhibition, and therefore, antibacterial
activity. All strains manifest an inhibitory efficacy as illus-
trated in Fig. 9a, i.e., Candida albucans with a diameter of
8.67 (£0.577)-14.00 (x2.272) mm; Bacillus cereus with
a diameter of 9.33 (3.055)-14.67 (= 0.577) mm; Staphy-
lococcus aureus with a diameter of 9.33 (£ 1.155)-15.00
(£ 1.732) mm; Pseudomonas aerugenosa with a diam-
eter of 11.33 (£0.577)-18.66 (£ 1.247) mm, and Kleb-
siella pneumonia with a diameter of 9.33 (+0.577)-17.00
(£2.000) mm.
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Fig. 9 Antibacterial activity of
SNPs-Rosin on various bacte-
rial strains with various degrees
of substitution. a Antibacterial
SNPs-Rosin activity against
Candida albucans, Pseu-
domonas aerugenosa, Bacillus
cereus, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus. b The
data are reported in standard
deviations (£ SE). Significant
variations between zones of
inhibition to distinct DS

Condida albucans ATTC 10231

Condida albucans ATCC 10231

gl DS=0,064

DS=0,094

| Control

DS=0,141

_

Candida albucans ATCC 10231
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DS=0,141
@ £\
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It was discovered that rosin acid exhibits a high char-
acter of hydrophobicity and a unique structure that con-
fers excellent antibacterial activity against bacteria [62].
The SNPs-Rosin is hydrophobic, thus it is expected to
increase the penetration of SNPs-Rosin into the lipid and
mitochondria of bacterial cell membranes, causing ion
leakage into the cytoplasm and as a result, the bacteria's
death [63].

According to the literature, the antibacterial activity of
cellulose nanofiber/polyvinyl alcohol-silver (CNF/PVA-Ag)
composite against Gram-positive bacteria (Bacillus subtilis)
and Gram-negative bacteria (Escherichia coli) was tested by
the disc diffusion method. The results show that the CNF/
PVA-Ag composite is effective against the tested bacteria

@ Springer

[64]. On the other hand, it is evident that the addition of
essential oils to starch-based films is very effective against
various bacteria, and that a higher essential oil content results
in better inhibition [36]. Thus, the particle size and antibacte-
rial activity of tripolyphosphate (TPP) crosslinked chitosan
nanoparticles were found to be proportional to the degree of
crosslinking [65].

4 Conclusion
In this study, starch-based antibacterial nanoparticles have

been successfully synthesized by a sustainable and envi-
ronmentally friendly method. The esterification of starch
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Fig.9 (continued)
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nanoparticles by natural chemicals compounds (Rosin
acid) has been achieved and subsequently catalyzed by
Maghnite-H* under optimum experimental conditions, i.e.,
Rosin acid/glucose anhydrous unit molar ratio of 4:1; reac-
tion time 24 h; temperature 90 °C; and 25% Maghnite-H*
(m/m, compared to starch nanoparticles). The high DS is
determined to be 0.143. The modified starch nanoparti-
cles demonstrate significant antibacterial activity against
Gram-negative and Gram-positive of several bacterial

strains. This research paves the way for more reasonable
starch nanoparticles esterified with rosin acid utilization
in the realm of functional surfaces for drug delivery, thus
offering potential applications in biomedical and phar-
maceuticals fields such as artificial skin and for bioactive
compound encapsulation, as well as a fungicide for wood
protection and reinforcements in biodegradable packaging
materials that fight microorganisms.
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Fig.9 (continued)
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