








58

Par la suite, le virus se lie irréversiblement avec la bactérie, grace au contact de la
protéine gpl2 avec le récepteur de surface d’E.coli : lesendotoxines
Lipopolysaccharides LPS, un composant fortement antigénique de la membrane externe
de la bactérie E.coli [69]. Le virus pénétre ensuite dans I’enveloppe cellulaire de la
bactérie grace a une structure en forme d’aiguille centrée sous la base du phage et
composée des protéines gp27 et gp5 [76]. Durant cette étape, la protéine gp5 est clivée,
et le domaine lysozyme de la protéine gp5 commence a digérer localement le
peptidoglycane de la bactérie, ce qui appréte a [I’injection de I’ADN [77].
Subséquemment, 1’aiguille se met de coté ou se détache pour permettre la pénétration du
tube de la queue dans la paroi de la cellule bactérienne. La derniére phase de I’infection

est le transfert de I’ADN et de plusieurs protéines [69].

Bien comprendre la lyse bactérienne en milieu liquide est nécessaire pour déterminer et
comprendre D’effet du papier sur les interactions entre phages et bactéries.
Apres ’adsorption des phages sur la bactérie, le cycle de vie des phages se poursuit par
I’infection de la bactérie. L’acquisition et ’exploitation d’une bactérie par un phage
impliquent que la bactérie ne peut plus étre exploitée par un autre phage.
[’infection de la bactérie commence par I’introduction du matériel génétique du phage
dans la cellule bactérienne. Aprés cela le phage reproduit son génome et utilise
le mécanisme métabolique de la bactérie pour synthétiser des enzymes de phages et des
composants structurels de phage. Les parties de phages s’assemblent autour
des génomes, et la libération de nouveaux virions coincide avec la destruction de
la bactérie [73]. Le nombre de virions largués varie généralement entre 50 a 200, et peut
s’élever a 1000 virions préts a infecter d’autres bactéries. Une fois les virions libérés de
la cellule infectée, le cycle d’adsorption recommence et se termine avec 1’adsorption
anouveau des génomes du virion dans le cytoplasme de la bactérie héte. Plus
’adsorption des virions est rapide, plus leur cycle de vie est réduit [78] et plus
la putréfaction de virions est évitée [79]. La putréfaction des phages est équivalente a
leur mort [80]. La putréfaction des phages limite I’impact des phages sur les bactéries
[81], et provient de I’incapacité des virions & survivre indéfiniment en I’absence de

densité suffisante de bactéries [82, 83].
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L’optimisation de la lyse bactérienne consiste a choisir une population de phages dont la
productivité (nombre de virions produits par infection) est maximale, et dont le temps de
génération de nouveaux virions est minimal [84, 85]. Tant et aussi longtemps qu’un
virus reste a ’intérieur d’une bactérie infectée, il n’est pas libre d’infecter un nouvel
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Figure 2-5 Structure du bactériophage T4 [69]

La premiére contrainte de développement de papier bioactif a base de phages est donc
que les fibres longues des phages soient librement accessibles pour interagir avec les
bactéries. Idéalement, 1’orientation spatiale des phages perpendiculairement a la surface
du papier devrait étre optimisée. Une orientation optimale des phages augmenterait la
capacité des phages a infecter des bactéries, augmenterait la sensibilité du papier bioactif
et réduirait le temps de détection ou de destruction de bactéries. Une orientation
optimale des phages serait obtenue en immobilisant le phage a la surface du papier

depuis sa capside (téte).

La téte du phage T4 est composée majoritairement de la protéine gp23 arrangée en
un réseau de surface icosaédrique de 13 triangulations. Le sommet a partir duquel
’assemblage de la téte a été initié contient la protéine portail gp20 dont le role est
’empaquetage et 1’éjection de I’ADN [69]. La téte des phages contient de ’ADN
de différentes tailles [86].
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La téte du phage T4 mesure 85nm de large et peut avoir 3 différentes longueurs [87].
La longueur de la téte est influencée par les interactions entre les protéines de la téte et la
concentration de protéines [69]; le changement d’un seul acide aminé de la protéine

gp23 peut altérer la longueur de la téte du phage [69].

La compréhension de la structure de la téte des phages permet de modifier
génétiquement la téte des phages dans le but d’immobiliser spécifiquement le phage
au niveau de sa téte, de maniere a laisser libre son site actif (ses fibritines) pour détecter
et détruire la bactérie ciblée. Cependant, la modification génétique pose un probléme
d’ordre public et d’homologation, particulierement en emballage alimentaire,
quant au largage de microorganismes recombinés. Ainsi, la méthode d’immobilisation

d’agents bioactifs doit étre soigneusement sélectionnée.

Lorsqu’un support papier est utilisé, I’interaction entre les phages et les bactéries peut
étre influencée par d’autres facteurs significatifs. La revue de littérature n’ayant fait
’objet d’aucune publication sur I’effet du papier sur les interactions entre les phages et
le papier, des études ont été menées aux sections 5.8 et 5.9 pour évaluer I’influence des

propriétés de charge électrostatique et de porosité sur I’efficacité des papiers bioactifs.

2.4 Méthodes d'immobilisation d’agents bioactifs a la surface du papier

Pour développer un papier bioactif, nous avons vu précédemment qu’il est important
de choisir une méthode appropriée d’immobilisation d’agents bioactifs a la surface du
papier. La présente étude de la littérature concerne uniquement I’immobilisation
d’enzymes et de phages, car ce sont les deux agents bioactifs qui ont été choisis a la
section précédente et dans notre travail de thése. Les méthodes d’immobilisation

d’anticorps et d’aptaméres ne seront pas traitées, car ces derniers ne seront pas utilisés.

Les méthodes potentielles d’immobilisation d’agents bioactifs sont nombreuses.
La revue de littérature nous a permis de faire un choix éclairé en fonction des avantages
et des limitations de chaque méthode. En environnement aqueux, l’interaction entre
biomolécules est déterminée par la combinaison de forces physiques et chimiques,

incluant la solvatation, les forces électrostatiques, les forces de Van der Waals,
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les forces hydrophobiques et les liaisons covalentes [88]. De maniére générale, la nature
d’immobilisation de biomolécules a la surface de papier est une combinaison

d’adsorption physique, de liaison covalente et d’emprisonnement physique [89].

11 existe d’autres méthodes prometteuses d’immobilisation de biomolécules telle que
’immobilisation de biomolécules sur des particules colloidales pour fabriquer des
pigments bioactifs pour bioencre ou des sauces de couchages bioactive, qui peuvent
ensuite étre imprimées, couchées ou incorporées lors de 1’étape de formation du papier.
Ces méthodes ne sont pas détaillées ici, mais leurs avantages sont nombreux :
1) I’étape de greffage peut étre réalisée en dehors des installations industrielles
papetiéres ; 2) il est possible de concentrer les particules colloidales sur la surface
du papier ; et 3) I’environnement autour de ’agent bioactif est davantage lié aux
propriétés chimiques des particules colloidales, et non aux variations des propriétés

du support papier [90].

Dans le contexte du réseau Sentinel, I’étude et le développement de méthodes originales
d’immobilisation d’agents bioactifs a la surface du papier relevent du mandat
des chercheurs du théme «sciences de surface». En tant que chercheurs au théme
« sciences des matériaux », notre mandat est plutdt de choisir une méthode
d’immobilisation d’agents bioactifs qui soit adaptée a notre objectif de démonstration
de la faisabilité de la fabrication industrielle d’un emballage bioactif pour le contrdle
de bactéries. Pour atteindre notre objectif, 1’étape de sélection d’une méthode
d’immobilisation d’agent bioactif reste un compromis entre un objectif d’efficacité et
de sensibilité du papier bioactif, une qualité d’adhésion requise, un coit tolérable,
une vitesse de réalisation permettant une fabrication industrielle, une prise en compte
des propriétés du substrat papier, une stabilité¢ du biocapteur lors de I’immobilisation
(changement de structure, réduction de bioactivité), une possibilit¢ de lavage ou
de lessivage des agents bioactifs non immobilisés sans endommager ceux immobilisés,
ainsi que le respect de la méthode d’immobilisation aux contraintes de réglementation
en vigueur pour un contact alimentaire avec des agents bioactifs génétiquement

ou chimiquement modifiés.
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Pour que le papier bioactif soit viable économiquement a I’échelle industrielle,
il est important que les agents bioactifs puissent étre immobilisés a faible coit.
Dans le cas de développement d’un emballage bioactif pour le controle de
contaminations alimentaires, I’immobilisation covalente des agents bioactifs peut nuire a
I’efficacité du papier bioactif, dont la diffusion des agents bioactifs vers I’aliment
représente  une des propriétés fonctionnelles bénéfiques recherchées. Une
immobilisation physique ou électrostatique permet la diffusion de ’agent bioactif dans
’aliment. Le choix s’est donc porté vers cette derniére option. Pour que cette option soit
viable, il faut aussi s’assurer que la diffusion de 1’agent bioactif vers les aliments puisse
étre homologuée par les organismes de reglementation. Notre choix d’utiliser des
bactériophages naturels, non génétiquement modifiés comme agent bioactif améliore
les chances de voir cette homologation accordée. L’avantage d’immobiliser des phages
naturels est aussi le moindre colt par rapport a I’immobilisation de phages
génétiquement modifiés. L’inconvénient de cette méthode est sa faible force d’adhésion
et la difficulté de controler la distribution des phages dans la structure du papier,
mais nous verrons que ces inconvénients n’empéchent pas d’atteindre 1’objectif

de développement d’un papier bioactif efficace a base de bactériophages.
2.41 Immobilisation physique d’agents bioactifs

L’immobilisation physique d’agents bioactifs a la surface du papier est une combinaison

de forces électrostatiques et de forces de liaison de Van der Waals.

Les forces d’interactions électrostatiques sont de longue portée et jouent un rdle vital
dans les interactions intra- et intermoléculaires [91]. Les interactions intermoléculaires
sont dominées par les forces €lectrostatiques, ce qui est important considérant que
ces interactions sont la premiére phase des processus biomoléculaires. La liaison
hydrogene est une interaction majoritairement (90%) électrostatique [92] dont 1’énergie
est dix fois supérieure a I’énergie de Van der Waals, mais vingt fois plus faible qu’une

liaison covalente classique.
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Les interactions électrostatiques sont importantes, mais complexes ; des techniques de
modélisation ont donc été développées [91, 93, 94| pour représenter I’énergétique
électrostatique d’un systéme de biomolécules et améliorer la compréhension de la
contribution des forces électrostatiques sur la stabilité, les fonctions et les interactions
moléculaires. En milieu aqueux, 1’électrostatique permet d’étudier quantitativement les
molécules chargées et polaires, notamment la description des potentiels électriques, les
processus limités par la diffusion, les propriétés des protéines dépendantes du pH et les
phénoménes dépendants de la force ionique [95]. Lors d’une immobilisation
électrostatique de biocapteurs a la surface du papier, la rencontre moléculaire est d’abord
initiée par la diffusion des biocapteurs de leur véhicule vers le papier. Cependant, le taux
de diffusion limite certaines réactions d’agents bioactifs tel que les enzymes et peut

expliquer I’influence des comportements d’orientation dans les réactions chimiques [91].

Les forces de liaison de Van der Waals sont des interactions dipolaires impliquées dans
les phénomeénes de capillarité du papier. Lors des interactions papier/agents bioactifs,
ces forces peuvent intervenir, dépendamment de la nature des biomolécules impliquées :
en présence de molécules polaires, la force de Van der Waals s'ajoute a la force
purement électrostatique entre les dipdles permanents, mais en présence de molécules a
symétrie sphérique ou d’atomes, la force de Van der Waals est la seule qui entre en jeu

pour ces distances.

Notre méthode d’immobilisation d’agents bioactif sera donc de nature physique,
consistant a incorporer une solution bioactive a la surface du papier. Le fait d’incorporer
des agents bioactifs a la surface du papier sans les y attacher peut causer le lessivage
des agents bioactifs lorsque le papier bioactif est lavé a ’eau. L’effet migratoire des
agents bioactifs est expliqué dans plusieurs brevets [96-98]. La migration des agents
bioactifs serait bénéfique lors d’une utilisation de papier bioactif pour ’emballage
d’aliments humides, car cela favoriserait la probabilité de contact entre les agents
bioactif et les bactéries potentiellement présentes dans I’aliment. De plus, les méthodes
de fabrication de papier bioactif qui seront utilisées (sections 3.3.3 et 3.3.5) permettent
de controler de maniére acceptable la distribution des agents bioactifs dans la structure

du papier.
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2.41.1 Immobilisation physique d’enzymes

Le mécanisme d’adsorption physique des enzymes sur le papier [99] ou sur la
cellulose [100] est majoritairement di aux forces d’interactions électrostatiques,

favorisées par les forces capillaires et la nature hydrophile du papier [90].

Les protéines ne s’adsorbent pas toutes identiquement sur la cellulose. La gélatine, par
exemple, est un produit protéiné qui affiche un taux d’adsorption élevé sur la cellulose
[101]. L’enzyme cellulase présente également de I’affinité et de la spécificité pour

une immobilisation sur la cellulose [102, 103].

L’adsorption physique d’enzymes HRP a la surface du papier a été réalisée
par imprimante jet d’encre, en utilisant différents modificateurs de viscosité [56].
Lors de ces expériences, il a été constaté que les modificateurs de viscosité ont une
influence significativement négative sur la bioactivité de I’enzyme HRP, a I’exception
du polymere carboxyméthylcellulose (CMC). Ce polymeére sera le modificateur de
viscosité utilis€ pour la formulation d’encre bioactive & base d’enzyme HRP pour

I’impression gravure (section 3.3.1).
2.4.1.2 Immobilisation physique de bactériophages

Comme pour les enzymes, le mécanisme d’adsorption physique des phages a la surface
du papier est une combinaison de forces de Van der Waals et de forces électrostatiques,

favorisées par les forces capillaires et la nature hydrophile du papier [90].

L’adsorption physique de phages sur une surface est affectée par la nature des phages,
la nature de la surface, la force ionique et le pH [104]. Une étude de 1’adsorption
de phages T4 a la surface de la cellulose [105] a montré que les phages naturels se fixent
a la cellulose. Les auteurs ont spéculé que les phages interagissent avec la cellulose
al’aide de leurs fibres de queue utilisées pour s’adsorber a la surface de la bactérie.
Larevue de littérature n’indique que deux études [105, 106] d’immobilisation de la téte
du phage a la surface d’un substrat, par modification génétique de la téte du phage.
Ces deux études ont montré que les phages génétiquement modifiés au niveau de leur

téte affichent une meilleure immobilisation que les phages naturels.
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L’immobilisation de phages sur un substrat a déja été développée [107]
par immobilisation passive de phages similaires aux phages T4 sur des bandelettes de
polystyrene, mais |’efficacité de capture de bactéries a été faible. L ’adsorption physique
de phages a la surface d’or d’un capteur QCM (Quartz Crystal Microbalance) [108]
a permis de détecter des protéines. Pour mieux comprendre le rdle des forces
électrostatiques dans 1’adsorption de phages sur des surfaces solides, des particules de
silice modifiées ont été utilisées, et ont montré que le pH du milieu de dispersion affecte

grandement ’adsorption des phages [109].
2.4.2 Immobilisation chimique d’agents bioactifs

L’adsorption chimique met en jeu des énergies de liaison plus importantes,
et difficilement réversibles. Les techniques d’adsorption chimique de biomolécules sont
aussi appelées techniques de bioconjugaison [110]. L avantage de 1’adsorption chimique
est la grande qualité de liaison qui peut étre requise par |’utilisation finale du papier
bioactif. Cependant, ’inconvénient de [1’adsorption chimique est un coft
de développement élevé, un temps de production élevé, et la sensibilité¢ de la
biomolécule immobilisée aux changements de structure et la réduction d’activité.
En effet, plusieurs protéines peuvent perdre leur activité biologique par dénaturation,
déshydratation ou oxydation [89]. Les réactions de bioconjugaison nécessitent
la présence favorable de groupes fonctionnels & la surface du papier. Cette présence
nécessite une réaction chimique d’activation avec une petite molécule ou un polymere

[111]. Souvent, la surface de la biomolécule est dérivatisée avec un lieur chimique

137 138

homo-bifonctionnel’’ ou hétéro-bifonctionnel’® qui agit comme un pont entre le papier et
la biomolécule [89]. Le glutaraldéhyde est un exemple de liant homo-bifonctionnel
contenant deux groupes aldéhyde réactifs a ’égard d’amines primaires. Les groupes
fonctionnels de biomolécules utilisables en immobilisation chimique sont les amines
primaires, les sulfhydryles, les carbonyles, les acides carboxyliques et les hydrates

de carbone [89].

" Qui contient deux groupes réactifs identiques.
** Qui contient deux groupes réactifs différents.
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De nombreuses études d’activation d’une surface cellulosique ont été menées afin de
réaliser la bioconjugaison d’agents bioactifs tels que des aptameres [111], des anticorps
[112] et des ADN [113]. L’immobilisation chimique a été¢ appliquée a des protéines
[114], anticorps [115] et peptides [116]. Cependant, a cause des différentes propriétés
physico-chimiques et de structure de ces biomolécules, le greffage covalent est mené a
conditions controlées de pH, force ionique, nature du tampon et température [117].
Outre les colits des réactifs et les équipements nécessaires, il est difficile d’imaginer que
cette technique compliquée soit adoptée au sein d’une usine papetiére de transformation.
L’immobilisation chimique pourrait cependant €tre intéressante pour la préparation

d’encres ou de sauces de couchage bioactives.
2.4.2.1 Immobilisation chimique d’enzymes

L’immobilisation chimique d’enzymes a la surface d’un support en papier est possible
grace aux groupes fonctionnels qu’offrent la cellulose, I’hémicellulose, la lignine et

les extractibles pour une bioconjugaison directe.

Cependant, ces groupes fonctionnels sont peu réactifs; i.e. la surface du papier doit
d’abord étre activée par une réaction avec une petite molécule ou un polymere afin de
générer des groupes fonctionnels appropriés a une réaction de bioconjugaison
subséquente [90]. Comme exemple d’application de papier bioactif pour supprimer les
traces d’urée dans un aliment, 'immobilisation chimique de I’enzyme Uréase a été
investiguée a la surface d’un papier filtre de cellulose en donnant a ce dernier des
groupes fonctionnels, en utilisant le méthacrylate de glycidyle (GMA) comme
monomere et le nitrate d'ammonium cérique (CAN) comme initiateur chimique, afin que
les groupes fonctionnels introduits en surface permettent une liaison covalente entre les
groupes amines de I’enzyme et les groupes époxy du support [118]. La copolymérisation
par greffage de GMA sur le papier filtre a été réalisée par initiation chimique en utilisant
CAN, sous atmosphere d’azote, avec lavage du papier a I’acétone, et agitation durant 16
heures. Cependant, les différentes étapes chimiques que nécessite 1’immobilisation
chimique d’enzymes ne sont pas envisageables dans le cadre d’une fabrication a grande

échelle de papiers bioactifs peu dispendieux.
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2.4.2.2 Immobilisation chimique de bactériophages

L’immobilisation chimique de phages a la surface d’un support est théoriquement
possible. La liaison covalente entre des phages et une surface d’or a été effectuée
en attachant la protéine biotine a la téte des phages et en appliquant une couche de
protéine streptavidine sur la surface d’or en exploitant 1’affinité naturelle du systéme
biotine/streptavidine. Cette immobilisation a été 15 fois supérieure a I’adsorption
physique de phages naturels a la surface d’or [106]. Dans une autre étude, des phages T4
ont ét¢ modifiés pour comporter soit un polypeptide s’attachant a la biotine,
soit un module d’attache a la cellulose CBD (cellulose binding domain). Ces phages T4
ont été immobilisés soit a la surface d’un substrat fonctionnalisé par streptavidine, soit &
la surface d’un substrat cellulosique [105]. Ces phages ont maintenu un haut niveau
d’infectivité et ont capturé 70 a 100% des bactéries F.coli d’une suspension contenant
10 & 10® ufc.mL"" en 30 minutes. Il n’est toutefois pas concevable que I’immobilisation
chimique de phages puisse étre exploitée pour la fabrication & grande échelle de papier

bioactif de commodité, a cause des multiples étapes chimiques que cela nécessiterait.

2.5 Meéthodes de lutte contre les contaminations alimentaires
2.5.1 Méthodes de controle d’agents pathogénes alimentaires

Les méthodes de contréle sont des méthodes de désactivation d’agents pathogenes.
Le terme contréle est plus approprié que celui de destruction, car les agents pathogénes

ne sont jamais tous complétement détruits.

L’étude des méthodes existantes pour le contrdle d’agents pathogénes alimentaires
est nécessaire afin de pouvoir définir I’avantage concurrentiel d’une utilisation future
d’un papier bioactif pour le contrdle de bactéries alimentaires, juste avant la
consommation de l’aliment. Dans ce cas, I’avantage concurrentiel est manifeste, car
il n’existe pas de méthodes de contrdle d’agents pathogénes sur les aliments, entre leur
préparation et leur consommation, a I’exception du strict respect des régles d’hygiene

et de salubrité lors de la cuisson et de la manipulation des aliments.
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La littérature nous informe cependant qu’il existe huit grandes méthodes de salubrité
pour I’assainissement des aliments lors de leur préparation [119], a savoir les méthodes
thermiques (chaleur ou eau chaude), la méthode par radiation, la méthode par forte
pression hydrostatique, la méthode vide/vapeur/vide, [’assainissement chimique
(composés chlorés, iodés, bromés, acides ou d'ammonium quaternaire), 1’assainissement
par acides antoniques (acide a base d’ammonium quaternaire, peroxyde d’hydrogéne,

ozone, glutaraldéhyde ou microbiocides) et I’assainissement par acide peroxyacétique.
2.5.2 Méthodes de détection d’agents pathogénes alimentaires

Les techniques de détection d’agents pathogénes ont été étudiées, car en dépit de notre
contexte spécifique de développement de papier bioactif pour le contrdle (destruction)
de bactéries, le simple fait de devoir mesurer P’efficacité du papier nous amene a
mesurer la bioactivité, donc d’une certaine maniére a détecter les agents pathogénes

en surface d’un papier traité pour étre bioactif.

I1 faut d’abord considérer que le seuil réglementaire de présence de bactéries pathogenes

est de moins d’une bactérie par millilitre d’eau ou par 25 g d’aliment [120].

Il existe plusieurs techniques de détection de contaminations alimentaires [15],
mais aucune technique de détection ne satisfait tous les critéeres de performance
nécessaires ; i.e. la spécificité (affichage de résultats positifs sur fond de cellules non
ciblées), la sensibilité¢ (seuil minimal pour la détection de bactéries, exprimé en
ufc.mL™), la rapidité a obtenir des résultats, le faible coiit par analyse, I’acceptabilité par
la communauté scientifique, 1’acceptabilité par le grand public, la facilité d’utilisation et

la standardisation de I’interprétation des données et des protocoles [121, 122].

La méthode de détection d’agents pathogeénes que nous avons ciblée et développée
(section 5.2) pour quantifier ’efficacité de notre papier d’emballage bioactif & base de
phages pour le contréle de contaminations alimentaires est basée sur les techniques

classiques de culture microbiologiques (section 2.5.2.1).
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2.5.2.1 Les techniques de culture microbiologiques traditionnelles

Les techniques de culture traditionnelle sur boite de Petri et mesure de zones de lyse
de bactéries par des bactériophages sont les méthodes de détection de bioactivité par
excellence lors du développement, controle d’efficacité et certification de nouveaux
papiers bioactifs a4 base de bactériophages pour le controle de contaminations

alimentaires.

Les techniques de culture microbiologiques traditionnelles permettent de diagnostiquer
les contaminations alimentaires. Les méthodes d’analyse des bactéries d’origine
alimentaires Listeria, Salmonella et F.coli O157:H7 sont normalisées [123-125].
Les techniques sont basées sur I’habilité des cellules bactériennes a se multiplier dans
un milieu de culture riche en nutriments et contenant des agents sélectifs (inhibant la
croissance d’organismes non ciblés) et différentiels (i.e. ils différencient les organismes

ciblés d’autres non ciblés) [126].

Les méthodes de culture permettent de détecter qualitativement la présence ou 1’absence
de bactéries. La détection qualitative de bactéries se fait en étapes séquentielles [127]
le pré-enrichissement et I’enrichissement sélectif, la culture en gélose et la confirmation

par des méthodes moléculaires immunologiques (section 2.5.2.2).

Les étapes de pré-enrichissement et d’enrichissement sélectif ne sont pas obligatoires,
mais contribuent a la sensibilit¢ de la méthode : le pré-enrichissement permet la
réparation et la croissance de bactéries endommagées, mais nécessite un temps
d’incubation de 16 & 20 heures [128]. L’enrichissement sélectif permet d’obtenir un

bon rapport espéce cible/especes concurrentes [127].

L’étape de culture en gélose représente la phase de détection de pathogénes et consiste
4 transférer une aliquote de 10 pl de bouillon de culture liquide** sur un milieu
de culture solide*® (boite de Petri). La présence d’une seule colonie suffit pour affirmer

la contamination de 1’échantillon analysé.

* Milieu comprenant les éléments chimiques nécessaires 4 la croissance de bactéries.
4 Milieu de culture de consistance solide. Le plus courant de ces milieux est la gélose ou gel d’agar-agar.
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Théoriquement, la culture en gélose peut détecter seulement 100 bactéries.mL’
d’échantillon [127]. En pratique, la sensibilité de détection est de 10° bactéries.mL"
considérant la perte de viabilité'! des bactéries [127]; i.e. les bactéries n’auront pas
survécu pour pouvoir se développer sur le milieu de culture (différent de la zone de lyse

que nous verrons plus tard).

Les méthodes de cultures traditionnelles ont 1’avantage d’étre fiables, sensibles,
abordables économiquement et acceptées universellement. Cependant, les méthodes de
culture sont lentes (jusqu’a 24 a 48 heures d’attente de résultat), demandent un degré

modéré de compétences, et sont moins sensibles que les méthodes moléculaires [15].
2.5.2.2 Les techniques de détections moléculaires immunologiques

Bien qu’elles ne soient pas expérimentées dans ce travail, les techniques moléculaires
immunologiques sont ici revues, dans le contexte de papier bioactif, parce qu’elles
apportent une réponse aux exigences de rapidité de détection (résultat entre 10 et 15
minutes) de bactéries pathogenes [15] ; une caractéristique dont souffrent les méthodes

microbiologiques traditionnelles.

Les techniques moléculaires immunologiques conviendraient davantage lorsque
I’utilisateur final dispose du matériel et de 1’expertise technique pour mener une étape
d’extraction d’acide nucléique (méthode PCR pour polymerase chain reaction) ou
lorsque la matrice alimentaire ou des contaminants peuvent interférer et qu’il reste
important de cibler une bactérie pathogéne spécifique (recours a la méthode ELISA et la

bioluminescence d’ATP).

La méthode ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) est la méthode moléculaire
la plus largement acceptée pour détecter spécifiquement les antigénes de bactéries

pathogénes dans les aliments, tels que E.coli O157:H7 et Salmonella [129-131].

*I Faculté des bactéries a pousser et & former des colonies visibles sur des milieux solides (boites de Petri).
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Le format du test ELISA consiste en une plaque de micro-titration composée de puits
de 25 ou 50 pl. Des anticorps spécifiques a la bactérie ciblée, appelés anticorps
de capture, sont immobilisés sur la surface des puits. La méthode de détection consiste
a remplir les puits par des échantillons contenant potentiellement 1’antigéne a analyser.
Apres une courte étape d’incubation, les puits sont rincés pour éliminer I’antigéne non
lié. Des anticorps conjugués a une enzyme, appelés anticorps de détection, sont ajoutés
aux puits. Les deux anticorps forment alors un « sandwich » de 1’antigéne a détecter.
Les puits sont rincés une deuxieme fois et un substrat (fluorophore) convertible par
l'enzyme en signal fluorescent est ajouté. Le résultat est enfin analysé "a I'eeil" ou dans

un spectrophotometre.

La méthode ELISA a I’avantage d’étre rapide, spécifique, de format pratique et peut
étre utilisée sur le terrain. Elle est automatisable, adaptée a de grands nombres
d’échantillons, et permet un nettoyage d’échantillon minimal avec une sensibilité et
sélectivité relativement grande. Cependant, le seuil de détection (sensibilité) typique
de la méthode est de 10* ufc.mL™! selon I’aliment analysé [132, 133], ce qui peut étre
parfois insuffisant. Le colt d’analyse d’un échantillon varie entre 25§ et 50$.
Pour obtenir des résultats reproductibles, des opérateurs spécialistes et entrainés sont
nécessaires. La spécificité et la sensibilité¢ de la méthode peuvent étre réduites par
les contraintes environnementales des bactéries alimentaires [43] et [’utilisation
d’anticorps polyclonaux (pouvant détecter plusieurs antigenes) au lieu d’anticorps

monoclonaux beaucoup plus cotteux [37].

La méthode de séparation immunomagnétique IMS (Immuno Magnetic Separation)
permet de séparer, isoler, enlever sélectivement, concentrer et capturer des bactéries
telles que E.coli, Listeria et Salmonella [134-137] a partir d’une matrice alimentaire
mise en solution. La méthode IMS consiste & mélanger 4 une pate alimentaire, des billes
paramagnétiques sur lesquelles sont fixés des anticorps. Les billes interagissent avec les
antigénes en surface des bactéries. La substance est exposée a un champ magnétique qui
attire les bactéries de la suspension. Les bactéries sont ensuite capturées et énumérées
par milieu de culture traditionnelle ou par une méthode moléculaire, telle que ELISA

[138, 139].
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L’avantage de la méthode IMS est qu’elle permet d’améliorer la vitesse et la sensibilité
de la détection de bactéries alimentaires en présence de matrices alimentaires complexes.
Cependant, le faible taux de capture de bactéries (entre 10 et 70%) nécessite un pré-

enrichissement de la suspension de pate alimentaire [37].

L’agglutination passive au latex consiste a mélanger en suspension un échantillon
a analyser avec des billes de latex contenant des anticorps spécifiques a la bactérie
ciblée. Apreés quelques minutes, un rassemblement visible est observé si la réaction
est positive comparativement aux échantillons de contréle. Le principal avantage de
cette méthode est sa spécificité. Cependant, la méthode requiert également une

étape préliminaire d’enrichissement et d’isolation [15].

La méthode de cytométrie en flux est tres appropriée a la détection d’un faible nombre
de pathogeénes en milieu liquide, tel que I’énumération de virus dans I’eau de mer [140].
La méthode est sensible et rapide, avec un seuil de détection de 10> a 10° bactéries
par mL et un résultat en quelques minutes [141]. Cependant la méthode ne distingue pas
entre cellules vivantes et cellules mortes [142] et son efficacité est influencée
par ’interférence de la matrice alimentaire [143], réduisant le potentiel de la méthode
pour la détection d’agents pathogénes dans des aliments. La méthode consiste a faire
traverser un échantillon par un faisceau lumineux laser. La lumicre est diffusée et
absorbée par les microorganismes. L’ampleur et la nature de la diffusion sont une
propriété intrinseéque des microorganismes. La lumiére diffuse peut €tre analysée par un

systéme de lentilles et de photocellules.

La méthode par épifluorescence permet d’analyser optiquement des cellules
individuelles de microorganismes dans des matrices alimentaires complexes,
afin d’estimer leur nombre, leur taille et leur forme [144]. La méthode est sensible,
fiable et rapide avec I’obtention d’un résultat en 10 minutes. La fiabilité de détection
de bactéries sur de la viande crue émincée est méme équivalente a la fiabilité

de détection par méthodes de culture traditionnelles [145].
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La méthode par épifluorescence consiste & énumérer les microorganismes grace aux
propriétés d’immobilisation du fluorochrome*? orange acridine [141]. L’échantillon
alimentaire est d’abord prétraité avec des détergents et des enzymes protéolytiques®.
L>échantillon est ensuite filtré a travers une membrane en polycarbonate, coloré avec
le fluorochrome orange acridine, puis examiné sous microscope fluorescent [141].
Le nombre de bactéries viables est obtenu par le décompte des cellules orange sur le

filtre.

La méthode de bioluminescence d’ATP permet la détection des microorganismes
dans des aliments en 15 minutes [146] avec une sensibilité de 10* ufc.mL! [15],
lorsqu’il n’est pas nécessaire d’isoler, récupérer ou identifier une bactérie spécifique.
L’ATP ou Adénosine TriPhosphate est un nucléotide impliqué lors des réactions de
métabolisme cellulaire - en transportant I’énergie chimique accumulée dans les liaisons
phosphate de I’ATP - qui indique la viabilité des organismes. La méthode de
bioluminescence d’ATP consiste a convertir cette énergie chimique en lumiére visible
quantifiable [147]. Le manque de spécificité¢ de la méthode peut étre amélioré grace au

recours aux bactériophages [148, 149].
2.5.2.3 Les techniques de détection a base de bactériophages

Les méthodes de détection de bactéries a base de phages sont revues parce que les
phages utilisés dans ce travail ont nécessité de mesurer leur bioactivité sur le papier,
i.e. détecter la bioactivité des phages. En fait, nous parlons d’une maniére générique de
« bioactivité des papiers » alors que nous devrions parler de bioactivité des phages qui
sont les €léments actifs. En définitive, notre mesure de la bioactivité des phages sur le
papier consiste a générer une lyse de bactéries autour de disques de papier bioactif et

de quantifier la taille de la zone de lyse correspondante (section 4.2).

L’intérét des méthodes de phages amplificateurs et de phages rapporteurs

bioluminescents est leur spécificité et leur faible cotit [150].

2 Substances composées de noyaux aromatiques conjugués, capables d'émettre de la lumiére fluorescente aprés excitation.
** Enzymes qui hydrolysent et décomposent les protéines.
* Membrane de type « tamis » qui retient les particules a la surface, minimisant leur emprisonnement a I’intérieur du filtre.
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Néanmoins, ces méthodes sont limitées par la présence systématique, dans une

population bactérienne, de bactéries mutantes*> pouvant résister aux phages [120].

La méthode a base de phages amplificateurs permet la détection de Listeria, Salmonella
et E.coli [120] en laboratoire, et la commercialisation du test FASTPlaque TB™ pour Ia
détection de Mycobacterium tuberculosis (bacille de Koch) [151]. La détection d’une
bactérie ciblée se déroule en 6 étapes [152, 153]: 1) des phages spécifiques aux
bactéries a détecter sont ajoutés a 1’échantillon, 2) en présence des bactéries ciblées, les
phages peuvent s’y fixer et introduire leur acide nucléique dans le cytoplasme de la
bactérie, 3) un virucide*® est ajouté afin de détruire les phages libres n’ayant pas réussi a
infecter une bactérie, 4) le virucide est neutralisé, des bactéries « aidantes*’ » sont
mélangées a I’échantillon et le mélange est réparti a la surface d’un milieu de culture.
Aprés la réplication compléte des phages, 5) la lyse de la bactérie cible intervient et les
progénitures de phages sont larguées et peuvent infecter les bactéries aidantes. Enfin,
6) les bactéries sont détectées visuellement sous forme de plage de lyse. Chaque plage

de lyse indique la présence d’une bactérie cible de 1’échantillon original.

La méthode de détection avec des phages rapporteurs bioluminescents est la méthode de
détection a base de phages la plus développée pour détecter Listeria [154], Salmonella
[155, 156], E.coli [157], et d’autres bactéries entériques [158] avec une sensibilité d’une
bactérie par gramme d’aliment aprés 20h de pré-incubation, dans des ceufs entiers [156],

de I’eau [155], et/ou du fromage [159].

La construction de phages rapporteurs consiste a insérer des génes*® rapporteurs*® dans
un emplacement non essentiel du génome du phage [160, 161] et utiliser le phage pour
introduire le géne dans une bactérie [120]. Les lysats>® de bactéries sont ensuite détectés
par bioluminescence d’ATP [148, 162] avec un luminométre, voire d’autres systémes

[163, 164], ou en utilisant un film photographique [165].

+ Bactéries possédant un segment d’ADN ayant subi une modification anormale.

*¢ Substance active qui détruit l'infectiosité d'un virus en dehors de la cellule dans laguelle il doit s'introduire et se multiplier.
7 Bactéries qui aident a la réplication du phage.

** Séquence ordonnée de nucléotides constituant une information génétique et définie selon ses fonclions, roles et localisation.
* Génes donl I’expression (transcription et la traduction de V'information génétique) produit un signal.

* Suspension de bactériophages résultant de la lyse d'une culture de bactéries infectées ou de bactéries lysogénes induites.
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Les avantages de la méthode de phages rapporteurs bioluminescents sont la sensibilité
de détection spécifique d’une a 10 bactéries par 25g d’aliments simples et de
200 bactéries dans des aliments complexes [120], sans besoin de purification,
d’enrichissement ou de culture en milieu sélectif. La sensibilité de détection dépend du
phage et du géne rapporteur utilisés (10* bactéries avec le phage virulent’' TM4 [166] et
100 bactéries avec le phage tempéré? L5 [161]). L’application commerciale de
détection de Salmonella permet méme d’améliorer la sensibilité a 2 bactéries.mL™! en
3 heures grace a une double amplification du signal [167]. Les inconvénients de la
méthode de phages rapporteurs bioluminescents sont liés a leur modification génétique.
Pour chaque phage employé, de I’ingénierie génétique™ est ici nécessaire. Néanmoins,
’apparition de nouvelles sous-especes virulentes, comme F.coli O157:H7, requiert une
adaptation facile des méthodes de détection. De plus, ['utilisation de phages
génétiquement modifiés viables et pouvant se répliquer pose un probléme d’ordre public
quant au largage de microorganismes recombinés®®, restreignant leur utilisation a des
laboratoires spécialisés, @ moins de construire un phage « verrouillé » [168] qui ne peut
se multiplier qu’en présence d’une bactérie spécialement construite portant le géne

essentiel manquant au génome> du phage [120].

2.6 Papiers pour la lutte contre les contaminations alimentaires

Il est important d’estimer les avantages et les limitations des papiers bioactifs déja
existants. La revue de littérature portera particuliérement sur les méthodes de fabrication
et les contraintes d’utilisation des papiers existants, en lien avec notre objectif décrit a la
section 1.3. De plus, la revue a corroboré nos prémisses, a savoir que la méthode et le
colit de fabrication sont souvent des défis a la commercialisation de la plupart des

solutions développées en laboratoire.

3 Bactériophage qui est capable de se multiplier a I'intérieur d'une bactérie, puis d'en provoquer la lyse.

32 Bactériophage a ADN qui est capable d'intégrer son acide nucléique au chromosome d'une bactérie.

33 Incorporation de matériel génétique étranger dans un phage pour modifier les caractéres héréditaires du phage.

* Abritant un géne (brin d°’ADN) ayant subi un échange d'information génétique entre deux différents secteurs du génome.
%5 Ensemble du matériel héréditaire d’un organisme et composé d'acides nucléiques (ADN ou ARN).
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Cette revue nous a en outre permis d’orienter notre méthodologie de recherche et définir
notre contribution originale de lutte contre les contaminations alimentaires.
Notre application commerciale est donc ciblée sur la production d’un emballage
alimentaire bioactif pour le contréle et la désactivation de bactéries a la surface d’un

aliment contaminé pour répondre aux besoins grandissants de sécurité alimentaire.
2.6.1 Papiers antimicrobiens pour le contréle d’agents pathogénes

Alors qu’il existe de nombreux travaux publiés sur les emballages antimicrobiens qui
maintiennent ou améliorent la qualité, la sécurité et la durée de conservation des
aliments [169], les travaux de recherche sur des emballages bioactifs de controle et de
désactivation de bactéries sont quasi-inexistants. Le seul emballage ayant des qualités
bioactives est un emballage de biodiffusion (non commercialisé a ce jour) qui permet de
résoudre le probléme de résistance des additifs alimentaires bioactifs®® aux contraintes
de fabrication (blanchiment, pasteurisation et stérilisation) des aliments emballés.
Les propriétés bioactives ne préviennent cependant pas des contaminations alimentaires,
mais indiquent plutot que les additifs seraient immobilisés a la surface de I’emballage
alimentaire. L’ immobilisation s’effectue par adsorption, liaison covalente, réticulation,

emprisonnement ou encapsulation [170].

Les papiers antimicrobiens se retrouvent sous forme d’emballages antimicrobiens,
de billets de banque antimicrobiens, de papier antimicrobien pour impression,
de mouchoir antiviral et de papier essuie-main antibactérien. Les papiers antimicrobiens
ne contiennent pas d’agents bioactifs tel que des enzymes, des anticorps, des aptameéres
ou des bactériophages, mais certains produits chimiques antimicrobiens soigneusement
choisis : ils sont donc bioactifs sans étre « biologiques ». Par exemple, le papier a billet
de banque antimicrobien est & base de chlorhexidine, un antiseptique fort, dérivé du
goudron, a large spectre antibactérien [171] qui permet d’inhiber efficacement la

propagation de maladies infectieuses.

% Vitamines, prébiotiques ou phytochimiques qui font habituellement partie des ingrédients de la préparation des aliments.
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Quant au papier antibactérien pour impression, des produits chimiques brevetés [172]
protégent le papier de champignons, moisissures, et bactéries dommageables pour le
papier. Le pli médian du mouchoir antiviral & trois plis de Kimberley Clark [173] est
trait¢ avec une formule antivirale chimique brevetée qui est activée par I’humidité

nasale, |’éternuement ou la toux®’.

La littérature rapporte quatre méthodes de fabrication d’emballages antimicrobiens.
La méthode habituelle de fabrication est le couchage a enduction qui consiste a
appliquer au papier de base une couche antimicrobienne brevetée inhibant la croissance
de champignons et de bactéries. L’inconvénient de cette méthode est que la couche peut
étre endommagée par une manipulation inadéquate. La deuxieéme méthode de
fabrication consiste a brosser les fibres du papier en différentes directions afin que
’arrangement des fibres crée un chemin tortueux qui empécherait les microorganismes
de passer a travers le papier. La troisieme méthode de fabrication consiste a augmenter
le pourcentage de liant qui remplit I’espace entre les fibres et rend le papier moins
perméable aux microorganismes.  Enfin, la quatriéme méthode de fabrication consiste
a mélanger en suspension libre 1’agent antimicrobien au liant d’encollage du papier
(latex, silicone, acrylique), rendant 1’agent disponible dans des réservoirs et capable de
migrer par les fibres adjacentes jusqu’a la surface du papier pour un traitement
antimicrobien uniforme, au fur et a mesure de I’utilisation et la consommation du dép6t
antimicrobien initial sur la surface [174]. L’additif antimicrobien est choisi selon
sa compatibilité avec le liant pour qu’il réside en suspension colloidale avec les zones
amorphes du liant et non réticulé sur les zones amorphes du liant. Le deuxi¢me
avantage de taille de cette méthode est la réduction du coiit associé au brossage du
papier et ’augmentation du pourcentage de liant, en plus d’améliorer I’imprimabilité du
papier, au besoin éventuel. Le troisiéme avantage de la méthode est que les propriétés
antimicrobiennes du papier sont conservées méme aprés les étapes d’égouttage,

pressage, séchage et calandrage.

37 Le papier permettrait de capturer en moins de 15 minutes, 99,99% des rhinovirus 1A et 2 provoquant le rthume, les virus influenza
A et B provoquant la grippe et le virus respiratoire syncytial (VRS) causant I’infection des voies respiratoires chez I’enfant.
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2.6.2 Papiers pour la détection d’agents pathogénes

I1 existe des papiers pour la détection d’agents pathogénes, sommairement présentés ici,
car leur objectif est la détection et non le contrdle des agents pathogénes.
D’autres projets, dans le cadre du réseau Sentinel s’intéressent davantage a cette
problématique. Notre papier bioactif & base d’enzymes (développé a la section 5.1)
s’en rapproche quelque peu. Les papiers de détection sont essentiellement des
bandelettes, nommément : pour séparation microfluidique, immunochromatographique,

a base de liposomes, & base de sulfure d’hydrogéne, enzymatiques et d’analyse urinaire.

Les bandelettes pour séparation microfluidique, développées dans le laboratoire de
G.M. Whitesides a Harvard, permettent la détection colorimétrique de certaines
molécules (glucose, protéines, par exemple) dans l'urine [175]. Les bandelettes
immunochromatographiques, basées sur les interactions anticorps-antigénes (section
2.3.1) permettent de détecter des bactéries pathogénes. Elles ont 1’avantage d’étre
rapides, avec une détection visualisée apres 5 a 10 minutes [37, 176].
Les bandelettes a base de liposomes pourraient permettre la détection colorimétrique de
bactéries pathogénes comme FE.coli 0157:H7, [177] mais sont toujours au stade du
laboratoire. Les bandelettes & base de sulfure d’hydrogéne permettent la détection de
contamination fécale dans de I’eau potable lors des catastrophes naturelles, par exemple
lors du cyclone Ami dansles iles Fiji [178]. Les bandelettes enzymatiques ne
contiennent pas d’enzymes, uniquement a base d’un chromogéne tel que le PYR
(L-Pyrrolidonyl-B-naphthylamide), elles reposent sur la détection de 1’hydrolyse du
chromogéne PYR provoqué par I’enzyme bactérienne L-Pyrrolidonyl Peptidase [179].
Les bandelettes d’analyse urinaire constituent un exemple de biocapteur commercialisé
avec succeés jusqu’a devenir un classique pour la détection des signes de diabéte ou
d’inflammation du rein. Ces bandelettes peuvent aussi indiquer différentes substances,
telles que des protéines, du glucose, des cétones, de la bilirubine, une hémorragie des

muqueuses gastriques, une bactériurie ou de 1’urobilinogéne.
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Cependant, d0 au fait que les quantités (tonnages) qui peuvent étre ainsi produites sont,
de loin, inférieures aux produits d’emballages visés par notre travail, les méthodes
de fabrication ne s’appliquent pas a des productions a grande échelle. De surcroit,
les méthodes de transfert & grande échelle d’agents bioactifs sur support solide ne sont
pas traitées dans la littérature. La littérature ne rapporte que des méthodes de fabrication
a petite échelle : impression par lithographie [180], photolithographie [181, 182],
électro pulvérisation [183], impression laser biologique BioLPMP [184], impression
jetd’encre [56, 185, 186], nano impression de précision [187], et microsystemes

robotisés de dépot de liquide pour fabriquer des biopuces ADN [188].
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Chapitre 3 - Méthodologie de la recherche

Les matériels, les équipements et les méthodes qui sont utilisées pour atteindre 1’objectif

de ce travail de recherche (section 1.3) sont présentés.

3.1 Matériels
3.1.1 Pate a papier

La péate a papier est I’ingrédient de base pour la fabrication de papier bioactif.
Les propriétés des fibres de cellulose qui composent la pate a papier sont intimement
lides aux propriétés des papiers de base. Les propriétés des papiers de base telles que la
porosité sont influencées par les propriétés des fibres elles-mémes ainsi que par la nature
des liaisons entre les fibres. Dans I'objectif d’étudier I’influence de la porosité
des papiers de base sur I’efficacité des papiers bioactifs & base de phages, une série de
raffinage d’une pate kraft blanchie de résineux du nord NBSK (illustrée a la Figure 3-1)
a été réalisée pour fabriquer les papiers de base de différentes porosités contrdlées

et présentée a la section 3.1.2.5.

Figure 3-1 Pate NBSK Ry non raffinée
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3.1.2 Papiers

Pour développer des papiers bioactifs, I’influence des propriétés physiques des papiers
de base est analysée en utilisant, en premier temps, différents papiers commerciaux en
feuilles et en rouleau. En deuxiéme temps, la propriété de porosité du papier de base est
évaluée au moyen du raffinage de la pate a papier utilisée (section 3.1.1) et la formation

de feuilles de papiers de base en utilisant une « formette dynamique » (section 3.2.8).

La perméabilité & I’air du papier est la mesure indirecte de la porosité du papier,
exprimée en mL.min’! équivalent & Dinstrument Bendtsen, qui sera mesurée avec
’instrument Parker Print Surf, selon la méthode ISO 5636-3. La rugosité Bendtsen du
papier est la mesure de la rugosité du papier, exprimée en pum, qui sera mesurée avec
I’instrument Parker Print Surf, selon la méthode ISO 8791-2. La main est le volume
massique du papier calculé par rapport épaisseur grammage. Les mesures L*a*b* des
papiers sont une mesure des coordonnées de couleur du papier a l’aide du

spectrophotometre Technidyne selon la méthode ISO 5631-1 décrite a la section 3.2.2.
3.1.2.1 Papiers non couchés en feuilles pour impression d’enzymes

Le papier de base pour LWC (papier couché léger ou Light Weight Coated) est composé
de 70 % de pate TMP (pate thermomécanique) et de 30% de pate kraft blanchie.
La pate TMP, contrairement a la pate chimique, contient encore la lignine. Elle possede
ainsi une plus grande compressibilité, qualité recherchée pour une impression
héliogravure : le papier va puiser 1’encre plus profondément dans I’alvéole du cylindre
gravé. Le Tableau 3-1 présente quelques caractéristiques physiques et optiques du papier

de base pour LWC.

Tableau 3-1 Propriétés physiques et optiques du papier non couché en feuilles

Grammage Epaisseur Main Perméabilité a l'air
g.m? um cm’.g’! mL.min’!
35,5 49 1,34 261 +21
Rugosité Bendtsen um (pression 980 kPa, téte molle)
5+0,2
L* a* b*
81,54+ 0,11 -1,11 £ 0,01 2,10 £ 0,04
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3.1.2.2 Papier couché LWC en feuilles pour impression d’enzymes et de

phages

Les papiers LWC sont des papiers de faible grammage (inférieur a 80 g.m™) ayant subi
un traitement de surface par couchage ou pigmentation. Le poids de la couche est
généralement faible, compris entre 5 et 10 g.m? par face. Les papiers LWC sont
typiquement utilisés pour imprimer des magazines ou des catalogues de vente

par correspondance, en offset ou en héliogravure.

Nous utilisons un papier LWC (Tableau 3-2) qui a été produit au CIC
(Centre International du Couchage) a partir d’un papier de base pour LWC (Tableau 3-1)
auquel une couche composée de pigments (carbonate de calcium 65%, kaolin du brésil
35%) et de liants (latex 10 parts, amidon 6 parts) a été appliquée. La masse de couche

appliquée est de 8,1 g.m™ par face.

Tableau 3-2 Propriétés physiques et optiques du papier couché LWC en feuilles

Grammage Epaisseur Main Perméabilité a l'air
g.m? um cm’.g! mL.min"!
51,6 48 0,93 5+2

Rugosité Bendtsen um (pression 980 kPa, t€te molle)
1,6 £0,1
L* a* b*
87,18 +£ 0,08 -1,21 £ 0,01 1,62 = 0,04

3.1.2.3 Papier non couché au sulfite pour impression d’enzymes

Un papier non couché au sulfite est utilisé dans ce travail pour évaluer si I’acidité du
papier au sulfite pouvait avoir une influence sur la bioactivité de I’enzyme.
Le papier utilisé est composé exclusivement de fibres issues d’une pate bisulfite.
Le Tableau 3-3 présente quelques caractéristiques physiques et optiques du papier au

sulfite utilisé.
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Tableau 3-3 Propriétés physiques et optiques du papier non couché au sulfite

Grammage | Epaisseur Main Perméabilité & l'air
g.m? um cm’.g’! mL.min!
47,4 70 1,48 449 + 24

Rugosité Bendtsen um (pression 980 kPa, téte molle)
5,75+0,1
L* a* b*
63,60 = 0,17 3,66 = 0,05 18,07 + 0,08

3.1.2.4 Papier non couché en rouleau pour couchage de phages

Un rouleau de papier non couché est utilisé pour le couchage a lame de sauce de
couchage & base de phages avec la coucheuse CLC-7000. Le papier utilisé est composé
exclusivement de fibres issues d’une pate mécanique de résineux. Le Tableau 3-4

présente quelques caractéristiques physiques du papier non couché utilis€.

Tableau 3-4 Propriétés physiques du papier non couché en rouleau

Grammage Epaisseur Main Perméabilité a l'air
g.m? um cm’.g! mL.min!
47 65 1,38 341 £ 30
Rugosité Bendtsen pm (pression 980 kPa, téte molle)
55+0,1

3.1.2.5 Papiers non couchés a porosité contrélée pour impression de

phages

Des papiers a porosité contrdlée ont été fabriqués pour étudier I’influence de la porosité
des papiers de base sur I’efficacité des papiers bioactifs & base de phages. La porosité du
papier est modifiée au moyen d’un raffinage contr6lé, & ’aide d’un raffineur a pile
Valley (section 3.2.7) et de la pate a papier servant a fabriquer le papier. Le raffinage
d’une suspension aqueuse de fibres est un traitement mécanique entre les lames d’un
cylindre de raffinage, qui permet de presser la paroi des fibres et de désintégrer

partiellement leur surface. Le cisaillement des fibres sépare une partie des fibrilles.
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La surface des fibres devient plus peluchée, les fibres deviennent plus gonflées et plus
flexibles. Ces modifications sont responsables de la modification de la porosité du papier
fabriqué. Par ailleurs, 1’état d’hydratation et le comportement de filtration des fibres sont
affectés par le raffinage de la suspension fibreuse : des fibres compactes et non gonflées
s’écoulent plus « librement » que des fibres gonflées et défibrillées. Le développement
des fibrillations des fibres réduit la capacité de drainage de la pate et résulte ainsi & une
plus faible valeur d’indice d’égouttage. L’indice d’égouttage en mL ou °CSF
(Canadian Standard Freeness) des suspensions fibreuses diluées utilis€es est une
quantification indirecte du degré de raffinage des fibres, selon la norme TAPPI T227 et

[SO 5267/2.

La pate NBSK Ro de départ (non raffinée) a ét€ précédemment illustrée a la Figure 3-1.
L’indice d’égouttage CSF 670 mL de cette pate méne a la formation de feuilles ayant
une structure physique trés ouverte, ie. des feuilles de papier trés poreuses,

ayant 5630 mL.min"' de perméabilité a I’air.

La Figure 3-2 illustre la pate Ri obtenue aprés 15 min de raffinage de la pate Ro.
L’indice d’égouttage CSF 620 mL de la pate Ri aboutit a la formation de feuilles
d’environ 840 mL.min"' de perméabilité & lair. La Figure 3-2 illustre le développement
des fibrillations a la surface des fibres, le gonflement des fibres et I’augmentation de leur
flexibilité, des effets responsables de la baisse de la perméabilité a 1’air du papier formé,

de 5630 mL.min™' 2 840 mL.min"!, en seulement 15 min de raffinage.

.-!__

‘ o i ‘ “ F
Figure 3-2 Pate NBSK R; raffinée

15 min — CSF 620 mL
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La Figure 3-3 montre la pate Rz obtenue aprés 30 min de raffinage de la pate Ro.
L’indice d’égouttage CSF 550 mL de la pate Rz permet de former des feuilles d’environ
250 mL.min"! de perméabilité a I'air. La consommation énergétique additionnelle de
15 min de raffinage supplémentaire permet de réduire davantage la perméabilité a I’air
du papier formé de 840 mL.min! a4 250 mL.min"!, i.e. un papier dont la structure

physique est significativement plus fermée.

Figure 3-3 Pate NBSK R: raffinée 30 min — CSF 550 mL

La Figure 3-4 illustre la pate R; obtenue aprés 45 min de raffinage de la pate Ro.
L’indice d’égouttage CSF 500 mL de la pite Rs permet de former des feuilles
d’environ 130 mL.min' de perméabilité a Dair. La consommation énergétique
additionnelle de 15 min de raffinage supplémentaire permet de réduire encore davantage

la perméabilité & I"air du papier formé de 250 mL.min™" & 130 mL.min™".

Figure 3-4 Pate NBSK R; raffinée 45 min — CSF 500 mL
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La Figure 3-5 illustre la pate R4 obtenue aprés 60 min de raffinage de la péate Ro.
L’indice d’égouttage CSF 450 mL de la pate R4 permet de former des feuilles d’environ
10 mL.min"! de perméabilité a D’air. La consommation énergétique additionnelle de
15 min de raffinage supplémentaire permet de fermer davantage la structure physique
du papier, et réduire davantage la perméabilité a I’air du papier formé de 130 mL.min™" a

10 mL.min"%.

Figure 3-5 Pate NBSK Ry raffinée 60 min — CSF 450 mL

Les feuilles de papier sont ensuite fabriquées au moyen d’une « formette dynamique »
décrite a la section 3.2.8, en suivant le protocole décrit a I’Annexe 1. Le Tableau 3-5
illustre les propriétés physiques des cinq papiers formés a partir de la pate NBSK dont la
durée de raffinage a varié entre 15 min et 60 min pour obtenir des pates a indice
d’égouttage variant entre 620 mL et 450 mL. Les pates obtenues permettent la formation

de 5 papiers ayant des perméabilités a I’air variant entre 5635 mL.min"!' et 11 mL.min"".

Tableau 3-5 Propriétés physiques des papiers non couchés a porosité controlée

Papier Durée de csF | Gr age | Densité Rugosilte Bendtsen Pen[ne’al?lhte
raffinage L 2 o om’ (pression 980 kPa, alair
min & © téte molle) um mL.min™!

Ro 0 670 90 0,49 10 5635

Ry 15 620 90 0,54 11 845

Rz 30 550 90 0,58 11 247

R3 45 500 90 0,60 11 134

R4 60 450 90 0,69 11 11
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3.1.3 Enzyme peroxydase de raifort

Les enzymes HRP, décrites a la section 2.3.3.1, sont utilisées pour la détection
de peroxyde d’hydrogene. L’enzyme HRP utilisée a un poids moléculaire de 44 kDa.
L’enzyme HRP est stable & des températures allant jusqu’a 60°C. L’activité de I’enzyme

HRP est optimale dans des solutions aqueuses de pH 6,9.

3.1.4 ABTS

L’acide 2,2'-Azino-bis 3-éthylbenzthiazoline-6-sulfonique (ABTS) est le chromogene
utilisé (Figure 3-6) et imprimé sur papier simultanément avec ’enzyme HRP pour
fabriquer un papier bioactif pour détecter la présence de peroxyde d’hydrogene H:0:.
Le chromogene jouant le role de substrat et de transducteur optique est transformé au
cours de la réaction catalysée par I’enzyme HRP pour signaler la présence de peroxyde
d’hydrogene : I’ABTS, considéré comme un donneur d’hydrogeéne, est oxydé en
présence de peroxyde d’hydrogéne et la forme oxydée du colorant ABTS confére au
papier bioactif une teinte verte quasi instantanée et visible a I’ceil nu — et mesurable -
lorsqu’une quantité¢ de peroxyde d’hydrogene est détectée. L’efficacité du biocapteur
n’est pas optimale, mais sasimplicité permet de corréler le signal optique du

transducteur a ’intégrité des enzymes HRP apres transfert sur le papier.

N
"038 s, N=
NH4*\©[N>=N S SOy
NH,*
LCH3 4

Figure 3-6 Acide 2,2'-Azino-bis 3-éthylbenzthiazoline-6-sulfonique (ABTS)

3.1.5 Carboxymeéthylicellulose

L’étude de I'impact de différents modificateurs de viscosité sur I’activité de I’enzyme
HRP a montré que plusieurs polymeéres détériorent I’activité de I’enzyme sauf le
carboxyméthylcellulose (CMC) qui permet d’obtenir la viscosité désirée en réduisant le
moins Dactivit¢ de I’enzyme [56]. Nous utiliserons le polymére CMC d’environ

66 kg.mol! de poids moléculaire comme modificateur de viscosité.
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3.1.6 Bactériophage T4

Les bactériophages T4, décrits a la section 2.3.4.1, sont utilisés pour la fabrication de
papier bioactif visant le contrdle de bactéries E.coli. Les phages T4 utilisés sont naturels,
non modifiés génétiquement, isolés d’eau d’égout et fournis par le laboratoire de
microbiologie de I'UQTR. L’unité de formation de plages (ufp) est I'unité de
quantification des solutions a base de phages correspondant au nombre d’unités
(nombre de phages) formant une plage de lyse. Le stock initial de phages T4 utilisé est
de 10® ufp.mL"".

3.1.7 Escherichia Coli

La bactérie non pathogene Escherichia coli B est la bactérie que doit controler le papier
bioactif & base de phages. La bactérie a été choisie comme modeéle expérimental, car
nos équipements de laboratoire en microbiologie ne sont pas du niveau de confinement 2

qui nous aurait permis d’utiliser des bactéries pathogenes.

Notons que bien que les souches E.coli B soient non pathogenes, celles-ci n’en sont pas
moins une indication de contamination fécale de I’eau ou de 1’aliment. De plus, ce choix
n’affecte en rien I’étude présente, car les résultats seront directement applicables au cas
des bactéries pathogénes dii a I’universalité du mécanisme de lyse et de la structure de

base des phages lytiques.

L’inoculum de la bactérie hote utilisé est obtenu apreés 18h de culture a 37°C de la
bactérie E.coli dans 3 mL de bouillon de TSB (« Tryptic Soy Broth» ou bouillon
trypticase de soja).

3.1.8 PolyDADMAC

Le polymeére polyélectrolyte cationique PolyDADMAC (diallyl-diméthyl-ammonium-
chloride, masse moléculaire de 600 kDa, Figure 3-7) est utilisé afin d’étudier I’influence

de la nature d’immobilisation des phages a la surface du papier (section 4.2.7).
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Les solutions aqueuses de PolyDADMAC ont été préparées en dissolvant le fixatif
cationique ALCOFIX® 111 fourni par Ciba® dans de ’eau déminéralisée pendant 20

minutes sous agitation magnétique.

Cl~
HsC™ "CHs

Figure 3-7 Poly(diallyl-diméthyl-ammonium-chloride)
3.1.9 Gélatine

De la gélatine Fisher Scientific type-A est utilisée en solutions contenant jusqu’a 10%
en poids. Le point de gélification d’une solution de gélatine a 1% est de 20°C.
La viscosité de la solution de gélatine a 5% est de 1000 mPa.s a 27,5°C et 1700 mPa.s a
25°C et devient instable en dessous de 25°C. Le point de gélification d’une solution de

gélatine a 10% est de 30°C.

Au-dela de la température de gélification, les viscosités Brookfield des solutions a base

de gélatine varient entre 5 mPa.s et 40 mPa.s, comme illustré a la Figure 3-8.

200

50 -

Viscosité (mPa.s)

0 20 40 60 80

Température (°C)

Figure 3-8 Point de gélification et viscosité des sauces de couchage bioactives

L’utilisation de la gélatine dans ce travail est liée a ses propriétés physico-chimiques.
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3.2 Equipements

Les procédés de fabrication et les équipements sont sélectionnés en fonction des forces
et de |’énergie transférées aux agents bioactifs qui peuvent ou non les dégrader.
Le taux de cisaillement subi lors des procédés d’impression et de couchage par contact
est d’environ 10® s, En couchage a lame, le cisaillement est causé par la lame docteur
qui racle I’excédent de solution bioactive. La contrainte de cisaillement peut étre
problématique et préjudiciable a la résistance des agents bioactifs lors de la fabrication
du papier bioactif. Il n’existe aucune étude publiée a notre connaissance sur la résistance
des agents bioactifs aux contraintes de cisaillement rencontrées lors des procédés
potentiels de fabrication de papier bioactif. L’une des manieres de réduire 1’impact du

cisaillement est d’utiliser une méthode de fabrication sans contact.

L’impression jet d’encre et le couchage rideau sont des procédés qui font subir un

minimum de contraintes de cisaillement aux agents bioactifs.

Le procédé d’impression jet d’encre présente les avantages d’une absence d’un support
intermédiaire pour le transfert d’encre, I’exactitude de la quantité d’agents bioactifs

transférée ou la possibilité d’inclure plusieurs gouttelettes dans un seul pixel.

En contrepartie, I'impression jet d’encre est une méthode lente et coliteuse,
particulierement lorsqu’un ensemble de buses sur la largeur de la feuille est utilisé pour
augmenter la productivité du procédé [189]. Le procédé de couchage rideau est une autre
méthode de fabrication sans contact qui consiste en une téte de couchage qui transforme
la sauce de couchage d’un réservoir en un mince film liquide, appelé rideau, qui tombe
sous |’effet de la gravité jusqu’a ce qu’il entre en contact avec le papier de base convoyé
en dessous du rideau. Les avantages du couchage rideau pour la fabrication de papier
bioactif seraient une excellente qualité grice a une épaisseur de film constante par
couchage de contour, la possibilité d’appliquer simultanément plusieurs fines couches de
moins d’un micron d’épaisseur, les faibles pressions du fluide au point d’application et

les absences de trainées de racle.
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Le couchage rideau permet d’obtenir une grande productivité, en fonction de vitesses
de couchage atteignant 1800 m.min™!, de faibles ruptures de feuille sur machine avec un
faible coit di au rendement élevé de la sauce bioactive grace a I’absence de

recirculation [190, 191].

L’écoulement laminaire et le contrdle individuel de la viscosité de chaque couche,
I’absence de mélange par convection entre les couches adjacentes [192] et le prédosage
séparé de chaque couche sont d’autres avantages qui ne nécessitent pas de systéme
complexe de recirculation de fluide générant un entrainement d’air, des crottes et de la
mousse qui permettent une grande flexibilité de formulation et qui empéchent les pertes
d’agents bioactifs lors d’arréts de production. Le couchage rideau n’est toutefois pas
exempt de défis : la fenétre d’opération du procédé€ est limitée par la stabilité du rideau,
I’entrainement d’air causé par la vitesse du papier et le rebondissement du fluide sur le
papier peuvent causer une dégradation du mélange [193]. La faisabilité¢ de I’utilisation
du couchage rideau pour I’immobilisation de biomolécules a déja été démontrée [194]

avec des virus [195], des enzymes [196] ou des polymeéres antimicrobiens [197].

L’étude de la performance du procédé de couchage rideau pour la fabrication de papier
bioactif n’a pas été¢ considérée ici a cause de I’absence de I’équipement, et du cofit
d’achat, de location ou de développement en interne. A cause de I’intérét du couchage
rideau, une étude de faisabilité technicoéconomique de développement d’une téte de
couchage rideau spécialement congue pour la coucheuse de laboratoire
CLC-7000 (section 3.2.6) a néanmoins été réalisée [198] dans I’objectif de mener des
travaux de recherche au stade de laboratoire. L’étude a débouché sur trois options :
a) I’achat d’une unité compléte de couchage rideau du manufacturier Polytype qui
reviendrait & un colt minimal de 120 000$; b) la location de I’équipement qui
reviendrait a 5000$ par jour, et finalement ¢) le développement en interne qui
nécessiterait une courbe d’apprentissage des aspects fondamentaux du procédé et des
fenétres d’opération pour obtenir une performance adéquate, particulierement au niveau
de I’épaisseur, de I’uniformité du film et de la robustesse aux perturbations ambiantes
[192] qui sont influencées par les propriétés physiques du fluide, les conditions

d’opération et la géométrie de 1’équipement et du procédé.
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En définitive, nous utiliserons les procédés d’impression gravure et de couchage a lame,
malgré le taux de cisaillement subi par les agents bioactifs, pour le potentiel intéressant

de transfert technologique des résultats a une échelle industrielle.
3.2.1 Presse d’'impression de laboratoire IGT

La presse de laboratoire Global Standard Tester 2 de la marque IGT d’Innofibre,
Centre d’innovation des produits cellulosiques du Cégep de Trois-Riviéres, est utilisée
pour imprimer les papiers. L’appareil IGT fonctionne a une vitesse d’impression
de 0,224 m.s ! et & une force d’impression de 100 N & 1000 N. L’appareil est équipé de
deux axes de rouleau d’impression et d’un systéme de lame docteur ou racle pour le

dosage d’encre avant son transfert sur le papier.

Tel qu’illustré a la Figure 3-9, le secteur d’impression est recouvert d’une bande de
caoutchouc compressible sur laquelle on fixe le papier & imprimer. La racle permet de

doser la quantité d’encre dans les alvéoles de la molette gravée.

Nous nous sommes servis de la molette référencée 402.151.412; d’une lignature
(nombre d’alvéoles par unité de longueur) de 40 L.cm™, avec un angle de gravure de
53°. La molette posséde 4 zones d’impression de différentes profondeurs d’alvéoles, soit
65, 70, 75 et 80 microns. Les volumes d’alvéoles associ€s sont respectivement : 14, 17,

20 et 25 mL.m™.

Lame docteur
Molette d’impression

Revétement

Secteur

Figure 3-9 IGT Global Standard Tester 2

L’impression est réalisée en atmosphere conditionnée a 50% d”humidité relative et 23°C

selon la méthode normalisée TAPPI T402sp-03.
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3.2.2 Spectrophotométre Technidyne Colour Touch PC

Le spectrophotométre Technidyne Colour Touch PC est utilisé pour comparer les
différentes couleurs obtenues lors de la révélation de papiers bioactifs & base d’enzymes.
Nous utilisons le modéle de mesure de couleurs CIE L*a*b* développé en 1976 par la

Commission Internationale de I’Eclairage (CIE).

La composante L* est la luminance qui va de 0 (noir) & 100% (blanc) ; la composante a*
représente la gamme de ’axe rouge (127) a vert (-128) en passant par le blanc lorsque la
luminance vaut 100% ; et la composante b* représente la gamme de 1’axe jaune (127) a

bleu (-128) en passant par le blanc lorsque la luminance vaut 100%.

La mesure du systéme CIE 1976 L*a*b* est directement basée sur le diagramme CIE
XYZ et vise a uniformiser la perception des différences de couleurs. Les relations non-
linéaires pour L*, a* et b* représentent et imitent autant que possible la réponse

logarithmique de vision de I’ceil.

Le AE (delta E) est I’indice qui permet de comparer quantitativement la différence de
couleur entre un papier non imprimé et un papier imprimé, selon 1’équation (1). Pour un
ceil humain normal, i.e. correspondant a I’observateur moyen, les différences de couleur
sont perceptibles a partir de AE>3, ce qui donne une idée qualitative sur la sensibilité de

la détection a I’ceil nu des papiers imprimés.

AE* = (L — Lo)* + (a1 — as)? + (by — by)? 1)
3.2.3 Microscope stéréoscopique Nikon SMZ800

Le microscope stéréoscopique Nikon SMZ800 d’Innofibre du Cégep de Trois-Rivieres
a été utilisé pour ’agrandissement des échantillons de papier bioactif. Le microscope
permet d’obtenir des images de qualité, de maniére productive et reproductible.
L’acquisition d’image est réalisée avec un appareil photo numérique raccordé au

microscope grace a un séparateur de faisceau et un adaptateur.
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La performance du microscope pour 'observation de papiers bioactifs provient de
I’éclairage épiscopique oblique permettant d’éclairer les échantillons opaques par le
dessus, avec une grande variété d’orientations de la lumiére qui a pour effet d’exposer au
mieux les aspects et les caractéristiques de la zone de lyse observée autour des papiers
bioactifs (section 4.2). 1l a été constaté que les caractéristiques de la zone de lyse sont
mieux révélées par combinaison de lumiére transmise et de lumiere réfléchie de toute la
surface de I’échantillon. L agrandissement du microscope s’est avéré particulierement
adapté aux disques de 6 mm. Le facteur de zoom de 6,3:1 du systéme optique parallele
du SMZ800 n’est cependant pas exploitable pour 1’observation de la bioactivité des
disques de 2,54 cm de diamétre, qui nécessitent plutdt un montage d’agrandissement

«maisony» a I’aide d’un trépied, d’un appareil photo numérique, et d’un éclairage annexe.
3.2.4 Adobe Photoshop CS3

Le logiciel Adobe Photoshop CS3 a été choisi pour le traitement d’image des zones de
lyse des papiers bioactifs. La fonction sélection rapide est particulierement intéressante
pour sélectionner de nombreux échantillons de maniére semi-automatique. Le deuxieme
atout du logiciel est le calcul automatique de 1’aire de la zone de lyse, ainsi que

I’exportation groupée et automatique des différentes caractérisations d’échantillons.
3.2.5 Equipements microbiologiques

Nous avons utilisé divers équipements microbiologiques du laboratoire de la chaire de
recherche industrielle en environnement et biotechnologie du professeur Simon Barnabé
de PUQTR, tels qu’un incubateur, un autoclave, une hote microbiologique, un bain-

marie, des boites de Petri, tubes, pipettes, et outils d’étalement stériles.
3.2.6 Coucheuse de laboratoire CLC-7000

La coucheuse de laboratoire de derniére génération CLLC-7000 (Cylindrical Laboratory
Coater) d’Innofibre du Cégep de Trois-Riviéres, pouvant opérer en couchage a lame, a
baguette ou & faible temps de séjour (short-dwell), est une machine de laboratoire qui
permet de traiter la surface du papier (couchage) a une vitesse de 2200 m.min”.

L’équipement dispose de 36 lampes infrarouges de séchage d’une puissance controlable.
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Figure 3-10 Coucheuse de Laboratoire CLC-7000

3.2.7 Raffineur de laboratoire Type Valley

Le raffineur type « Valley » ou a pile Valley d’Innofibre du Cégep de Trois-Riviéres est
utilisé pour le raffinage de la pate a papier utilisée pour fabriquer les papiers de base a

porosité controlée décrits a la section 3.1.2.5.

Avant I’utilisation du raffineur, une quantité de 360g secs de pate est déchirée en
morceaux de forme carrée, mise en suspension puis désintégrée avec un désintégrateur.
La pile Valley (Figure 3-11) est remplie de la suspension de 360g secs de pate dans un
volume de 23 litres d’eau. Le raffineur est démarré sans poids pendant 3 minutes, puis
un poids de 5,5 kg est attaché au levier et le raffinage démarre. Les pétes sont ensuite

prélevées aprés une durée de raffinage variant de 0 a 60 minutes.

Figure 3-11 Raffineur de laboratoire Type Valley
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3.2.8 Formette dynamique

L’étape unitaire de formation d’une feuille sur une machine a papier commence par la
caisse de téte qui est I’élément principal de distribution de la suspension fibreuse sur
le(s) support(s) filtrant(s) de ['unité de formation de la machine a papier.
Les cinq principales fonctions de la caisse de téte sont 1) transformer 1’écoulement a
symétrie cylindrique en écoulement plan, uniforme, sur le sens travers; 2) amortir les
pulsations de pression/débit, les variations de concentration de la pate a I’entrée ;
3) défloculer la suspension fibreuse en générant une turbulence d’échelles et d’intensité
maitrisées ; 4) régler le jet formé en maitrisant : épaisseur, module et direction du
vecteur vitesse, degré de turbulence, concentration ; et 5) assurer un réglage des profils

sens travers de grammage et d’orientation fibreuse [199].

Au laboratoire, des feuilles d’environ 160 mm de diamétre peuvent étre fabriquées avec
une formette conventionnelle selon les normes papetieres [ISO 5269/1 - TAPPI T205 -
SCAN C26 et PAPTAC C4. Alors que cette méthode est simple et rapide, la structure
physique de la feuille formée est trop différente, de par I’orientation anisotropique
(fibres orientées aléatoirement) des fibres surtout, a celle d’une feuille sortie d’une
machine a papier, notamment en ce qui concerne la porosité de la feuille. Nous I’avons

donc exclue de notre étude.

La formette dynamique illustrée & la Figure 3-12 est un équipement permettant la
formation d’une feuille de papier rectangulaire de 250 mm x 970 mm, avec un
grammage variant entre 10 et 400 g.m™, de maniére comparable a la formation d’une
feuille isotrope sur machine a papier. La formette dynamique recircule la suspension
fibreuse pour tenter de la défloculer. La buse de pulvérisation de la suspension fibreuse
simule la buse terminale de la caisse de téte appelée « bec de perroquet » et permet de
contrdler I’épaisseur, le module et la direction du vecteur de la vitesse de jet, et assure
un réglage des profils sens travers de grammage de la feuille et d’orientation fibreuse.
La formette dynamique utilisée permet d’obtenir un ratio d’orientation de fibres sens
travers/machine ST/SM de 0,2 a4 0,9 [200]. Le protocole d’utilisation de la formette

dynamique se trouve dans I’ Annexe 1.
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La formette dynamique est utilisée pour la formation de feuilles de papier de différentes
porosités (Annexe 1) dans I’objectif d’obtenir les résultats de la section 5.9. La formette
dynamique peut aussi étre utilisée pour fabriquer des feuilles de papier incorporant des

phages dans la structure poreuse du papier (Travaux futurs, section 6.2).

Figure 3-12 Formette dynamique

3.3 Méthodes
3.3.1 Formulation d’une bioencre a base d’enzymes

La méthode expérimentale développée pour la fabrication d’un premier papier bioactif
a base d’enzymes pour la détection de peroxyde de peroxyde d’hydrogéne nous a permis
d’appréhender les aspects préliminaires de développement d’un papier bioactif.
La méthode a essentiellement nécessité la formulation d’une premiére bioencre a base
d’enzymes. Telle une encre traditionnelle, la bioencre est composée de matiéres actives,
ie. une enzyme et un chromogéne, équivalentes aux pigments d’une encre colorée.
Un véhicule (liquide) est utilisé pour transporter la matiére active sur le support papier et
le type de véhicule détermine le mode de séchage de I’encre et les caractéristiques de
résistance et d’adhésion. Des additifs peuvent étre utilisés pour optimiser les
caractéristiques de I’encre pendant et aprés impression, mais ceux-ci ne seront pas

utilisés, car notre optimisation de papier bioactif concerne le contrdle de bactéries.

La formulation de bioencre a base d’enzymes que nous avons développée est adaptée au
procédé d’impression par gravure. La viscosité utilisée est de 50 mPa.s afin d’optimiser

la quantité de transfert d’encre par impression gravure.
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La bioencre est composée de I’enzyme peroxydase de raifort a 254 U.mg™! d’activité
(1 mg.mL"), du chromogéne ABTS a 18,2 mM (18,2 mol.L") et du CMC comme

modificateur de viscosité en solution tampon (pH 6,8) de phosphate de potassium.

L’activité de toute enzyme est optimale a I’intérieur d’une petite plage de pH, car le pH
modifie les liens intra- et intermoléculaires de la molécule d’enzyme et ainsi la forme de
I’enzyme, et par voie de conséquence ’efficacité de ’enzyme. Le pH affecte aussi les
charges sur les acides aminés incluant ceux des sites actifs. L’activité de I’enzyme HRP
est optimale a pH 6,5. Un pH de 6,8 a été choisi de maniére a se situer dans la zone de
forte activité de I’enzyme. Par ailleurs, le point isoélectrique (pH auquel la biomolécule
est globalement électriquement neutre) de I’enzyme HRP utilisé est de 7,2.
Au-dela, I’enzyme est chargée négativement, en de¢a elle est plutét positive.
A pH 6,8, ’enzyme HRP est légérement chargée positivement, tandis que les fibres de

cellulose sont chargées négativement.
3.3.2 Formulation d’une bioencre a base de phages

La méthode concerne la fabrication d’un papier bioactif pour le contréle de bactéries et
est directement reliée a 1’objectif principal de la thése (section 1.3). Nous décrivons ici
essentiellement la formulation de bioencre a base de phages. La formulation de la
bioencre dépend de la méthode utilisée pour le transfert de bioencre. Pour étre utilisée en
impression héliogravure (section 3.3.3), la bioencre a base de phages est composée d’un
mélange d'une solution de phages T4 a 107 phages.mL™! et d’une solution de CMC a 1%

de concentration afin d’obtenir une bioencre de 50 mPa.s de viscosité Brookfield [201].
3.3.3 Impression gravure d’enzymes et de phages

L’impression gravure est un procédé intaglio caractérisé par des éléments d’image,
ou alvéoles, gravés en surface du cylindre. Les alvéoles sont situées a un niveau

inférieur, donc en creux, par rapport aux zones sans image a la surface du cylindre.

* Unité enzymatique : Quantité de substrat transformée (en pmoles) par unité de temps (minute).
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L’impression gravure de biomolécules a déja été utilisée dans I’impression d’indicateurs
colorimétriques sur des emballages intelligents pour la surveillance de maturation
d’aliments [202]. L’impression gravure permet d’obtenir une grande qualité
d’impression [189], cependant ce procédé d’impression n’est approprié que pour les
longs tirages (supérieurs a 500 000) a cause des colts trés élevés de fabrication des
cylindres d’impression [189] : ce qui ne sera pas le cas des papiers bioactifs vu que
I’image imprimée est I’ensemble de la surface du papier ou une zone qui ne change pas

d’un tirage a un autre.

La méthode d’impression consiste & submerger le cylindre gravé entiérement d’encre,
puis I’encre présente dans la zone sans image est enlevée au moyen d’une racle (lame
métallique), de sorte que ’encre demeure uniquement dans les alvéoles. Ensuite, ’encre
est transférée des alvéoles au papier par une grande pression et par les différentes forces

d’adhésion entre le papier et ’encre (Figure 3-13, [189]).

Impression cylinder/roller

Gravure
cylinder

/

Image elements are equally Blade
spaced but differ in area and

volume (variable depth and

variable area) Ink fountain

Figure 3-13 Représentation schématique de I'impression gravure

La méthode suivie pour I’impression gravure de papier bioactif est celle préconisée par
le fournisseur (IGT) pour une impression avec une molette gravée. Il s’agit de la
méthode « gravure 180°». L’impression se fait sur des bandelettes de papier LWC
(papier couché léger) adapté a I'impression gravure, d’'un grammage de 60 g.m?
d’un poids de couche de 8 g.m? et mesurant 50x300 mm?, en utilisant la presse de
laboratoire IGT (Figure 3-9, section 3.2.1) avec le procédé d’impression gravure a des

vitesses de 0,2 4 4 m.s™! et & des forces d’impression de 100 a 1000 N.



100

Le cylindre d’impression utilisé est un anilox IGT 402.123 a pellicule de
photopolymére, d’un lignage de trame de 40 l.em™ avec 4 zones d’impression ayant 15,
35, 65 et 85% de couverture. L’impression et le séchage des papiers sont menés en
atmosphere contrdlée a 50% d’humidité relative et 23°C selon la norme TAPPI T402 sp-
03. Le papier choisi est un papier couché léger a pate mécanique, car il permet le

meilleur taux de transfert par impression gravure.

Considérant que les alvéoles se vident au maximum a 80% du volume total, le volume
d’encre transféré est de 16 mL.m? a 20 mL.m? selon la profondeur des alvéoles.
Les densités d’enzyme immobilisée est de 364 et 455 nmol.m™ respectivement, en

utilisant la formulation de la bio-encre décrite a la section 3.3.2.
3.3.4 Formulation d’une sauce de couchage a base de phages

Dans le cas de I’utilisation du couchage a lame (section 3.3.5), la sauce de couchage a
base de phages est composée d’un mélange de solutions de phages T4 et de CMC.
Deux sauces de couchage différentes ont été préparées. Une premiére sauce de couchage
d’une viscosité (Brookfield) de 250 mPa.s est préparée avec des phages de 107 ufp.mL!,
5% en masse de gélatine, et 3% en masse de CMC. Une deuxiéme sauce de couchage est
préparée similairement, mais avec 5% en masse de CMC, résultant en une viscosité de

250 mPa.s.
3.3.5 Couchage a lame de phages

Le couchage de papier a pour but d’en rendre la surface réguliere, lisse et uniforme
[203]. La plupart des papiers couchés sont destinés a I’impression. D’autres papiers de
spécialité comprennent une couche fonctionnelle, tels que le papier autocopiant, le
papier ingraissable pour emballages alimentaires, le papier siliconé pour étiquettes
autocollantes, le papier thermique, le papier ignifuge, le papier hydrofuge, le papier

antidérapant et le papier photographique [204].
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Le papier bioactif peut aussi étre considéré comme un « papier fonctionnel de
spécialité », cependant, seules de rares études [59] ont €té publiées sur le couchage
d’agents bioactifs (enzymes) sur le papier a I’égard des travaux [201, 205-208] réalisés
dans cette these sur le couchage d’agents bioactifs (phages) sur le papier.
De maniére générale, le couchage consiste a appliquer une sauce au papier dans une
station d’application ou de transfert, puis a sécher le papier afin d’évaporer I’excédent
d’eau et fixer les liants. La station de couchage peut €tre incorporée en ligne a la
machine a papier, ou installée hors ligne en proximité [203]. Le taux de solides de la
sauce de couchage est le plus haut possible afin de réduire 1’énergie de séchage et ne pas
trop mouiller le papier ; il est toutefois fonction du type de papier, de S0 a 70% pour les
papiers d’impression et de 10 a 30% pour les papiers de spécialiteé [203].
La couche de papier est caractérisée par la porosité empéchant ’encre de pénétrer dans
la structure fibreuse du papier, et I’épaisseur qui est de 5 & 10 pum pour un couché léger
(LWC), 8a16 um pour un couché moyen, 14 a 26 um pour un couché double.
Une épaisseur de couche de 1 um correspond a environ 1 g.m? de poids de couche.
La précision d’application de I’épaisseur de couche est perturbée par la couche limite
d’air & la surface du papier qui augmente avec la vitesse de la machine [203].
C’est pourquoi la sauce est appliquée a une pression supérieure a la pression ambiante.
La quantité de sauce est généralement supérieure au poids de couche désiré, ce qui
conduit & une recirculation de la sauce de couchage. De maniere générale, le dosage de
la sauce au poids de couche désiré peut étre fait par lame, barre rotative, lame d’air,

ou intégré a une téte de couchage rideau.

Le dosage a lame flexible ou rigide permet d’obtenir une épaisseur de couche de 10 pm,
avec un meilleur profil d’épaisseur en utilisant une lame flexible. La tolérance de
variation d’épaisseur de couche est de 1 um sur plusieurs métres de laize.
En pratique, aucune formule basée sur les caractéristiques du papier et de la sauce, ne

peut prédire exactement et précisément 1’épaisseur de couche [203].

L’inconvénient du dosage a lame est la pression élevée d’environ 1000 N.m™!' exercée

par la lame de dosage sur les agents bioactifs composant une sauce de couchage.
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Cette pression génere un fort taux de cisaillement entre la lame de dosage et le papier

qui risque d’endommager physiquement les agents bioactifs lors du dosage de la couche.

Le dosage est affecté par les forces appliquées a l’extrémité de la lame [203].
Au repos, la lame subit le systtme de charge de lame et la réaction du papier.
Au démarrage sans sauce, la lame subit le frottement du papier et la force viscoélastique
de compression dynamique du papier et du contre-rouleau. Lorsque le couchage
démarre, la lame subit une force hydrodynamique de levage due a la sauce de couchage

dans la zone entre la lame et le papier.
3.3.6 Isolation et de concentration de phages

Pratiquement, la matiére premiere pour la fabrication industrielle a grande échelle de
papier bioactif doit étre disponible en quantité industrielle. Les phages ont 1’avantage

d’étre trés abondants.

La quantité de virus varie de 10* a 10® virus.mL"! [209] en milieu aqueux ; de 10® &
10° virus.g™! sec [210] dans de la terre et de 10° a 10" virus.mL' [211] dans les
sédiments aquatiques. Malgré la grande concentration des phages dans leur
environnement, il est nécessaire de concentrer les phages a 1’aide de membranes
d’ultrafiltration afin de les isoler, a partir d’un volume supérieur a 20 litres,
généralement en six étapes [212] : une préfiltration pour enlever les particules de taille
supérieure a 25 um, une filtration tangentielle par une membrane 0,22 um pour €liminer
les bactéries, la concentration du volume de phages en 2 litres en utilisant une large
membrane tangentielle de 0,85 m? la concentration du volume de phages en 250 mL
en utilisant une petite membrane tangentielle de 0,1 m? une filtration stérilisée avec une
seringue a filtre 0,22 um, et enfin, une ultrafiltration de type spin columns®® pour

concentrer les phages en un volume de 2 mL.

3 Cartouches de purification de petits volumes d’acides nucléiques par extraction en phase solide.
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3.3.7 Propagation des phages

Avant leur utilisation dans une bio-encre puis sur le papier, les phages doivent étre
propagés, énumérés, caractérisés et stockés. Les phages obtenus par propagation sont
appelés des lysats de phages. Dans une stratégie de controle de production de papiers
bioactifs, il est important de respecter les méthodes et protocoles adéquats de
propagation et de stockage de phages pour préserver leur intégrité et éviter la dérive
génétique qui a lieu lorsque les phages sont maintenus par cycles d’amplification

pendant un temps prolongé [213].

Les matériels utilisés pour la propagation des phages sont des bouillons de TSB stérilisés
en deux volumes de 500 mL chacun, une culture de la bactérie hote en bouillon TSB
pendant une nuit (18h de croissance), un stock de phages, un incubateur 4 agitation réglé
a 180 rpm, des bouteilles de centrifugation stériles, une bouteille stérile de 1 litre, une

bouteille stérile comprenant un filtre de 0,45 um.

La qualité du bouillon de TSB influence grandement la croissance de la bactérie E.coli
et le rendement des phages. Nous utilisons de la poudre prémélangée de bouillon de TSB
(trypticase de soja) de la plus haute qualité possible, préte a 1’utilisation et qui ne
requiére qu’une dilution & ’eau avant stérilisation a 1’autoclave. Cette fagon de faire
permet de réduire la variation potentielle dans la composition lorsque le milieu est
préparé a partir de composants séparés et d’obtenir des résultats reproductibles d’un lot &
un autre. A travers les années, les chercheurs ont constaté qu’un fournisseur bon marché
de milieu de culture peut grandement influencer le rendement des phages ainsi que la
pureté et la qualité de I’ADN des phages. Certaines souches bactériennes ont une bonne
croissance dans différents milieux, mais I’efficacité de I’infection des phages est parfois
une variable dépendante du milieu de culture utilisé. L impact se retrouve au niveau de
la vitesse de croissance des bactéries qui influence le rendement global de production de
phages [213] : si la croissance des bactéries est trop rapide, un nombre de cellules non
infectées interférera avec la purification des phages. Si la croissance des bactéries est
trop lente, le rendement en phages sera faible. Il est conseillé de déterminer pour chaque

phage le meilleur milieu de culture pour 1I’amplification des phages.
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Dans certains cas, il a été observé que la préparation d’un milieu moins concentré (0,5x)
donne d’excellents résultats tout en réduisant le colt d’amplification des phages, ce qui
est particulierement important lors de [’amplification d’importantes quantités

industrielles de phages pour la fabrication de papier bioactif.
Les cinq étapes expérimentales de propagation de phages consistent a :

1. Inoculer 1 litre de TSB avec 5 mL de la bactérie hote. Ajouter 500 mL de bouillon
TSB dans chacune des 2 bouteilles d’un litre pour laisser suffisamment d’espace pour
I’agitation. Incuber dans un incubateur & agitation a la température optimale de
croissance de la bactérie hote. Le temps d’incubation pour les entérobactéries telles
qu’E.coli et Salmonella est de 2 heures tandis que le temps d’incubation pour les

microorganismes a croissance lente tel que Listeria est de 5 heures.

2. La suspension bactérienne commence a devenir turbide durant la période entre 2 et
5 heures. Ajouter les phages a une concentration de 1 mL.L™". Incuber pendant une nuit
dans un incubateur a agitation a 37°C pour E.coli (ou a 25°C dépendamment de la

bactérie hote) pour permettre I’attachement des phages.

3. Apres la période d’incubation, transférer le lysat de phages dans les bouteilles de

centrifugation stériles et centrifuger a 7000 g pendant 20 minutes.

4. Les cellules bactériennes ayant sédimenté, filtrer de maniére stérile le surnageant avec
les bouteilles stériles contenant des filtres de 0,45 um. Répéter la filtration avec des

filtres de 0,22 um pour une purification additionnelle.

5. Le lysat de phages peut ainsi étre directement utilisé pour la fabrication de papier
bioactif, ou davantage purifié pour enlever les enzymes bactériennes et les toxines afin

d’anticiper le niveau de pureté requis dans les applications alimentaires a usage humain.

Les phages peuvent étre caractérisés pour les identifier et déterminer leur affiliation par
rapport a d’autres phages connus. La méthode la plus communément utilisée est la

microscopie électronique a transmission en utilisant la coloration négative des phages.
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Cette derniére consiste a mélanger les solutions de phages avec une solution dense en
électrons d’un sel de métal lourd (poids moléculaire élevé) tout en ayant une petite taille
moléculaire. Le phosphotungstate (PT) et I’acétate d'uranyle (UA) sont les colorants les

plus communément utilisés [214].
3.3.8 Enumération des lysats de phages

Les protocoles d’utilisation des bactériophages ont été utilisés dans la communauté des
chercheurs pendant si longtemps que ’attribution de crédit pour leur développement est

aujourd’hui pratiquement impossible.

La méthode utilisée pour I’énumération des bactériophages T4 est celle du recouvrement

sur milieu de culture agar suivie de I’énumération des plages de lyses associées [215].

La méthode des plages de lyse consiste a diluer une préparation de phages et mixer la
préparation avec une bactérie hote avant de disperser uniformément le mélange sur un
milieu de culture solide. Lors de I’incubation, la bactérie hote forme un tapis sur le
milieu de culture, a ’exception ou les phages infectieux lysent ou inhibent la croissance
des cellules, résultant en une zone localisée claire ou translucide, visible a I’ceil nu,
appelée plage de lyse. Ainsi, I'unité d’énumération de phages infectieux est appelée

unité¢ formant-plage ou communément « ufp ».

Les matériaux et équipement nécessaires ainsi que les méthodes expérimentales
détaillées que nous avons suivis et que nous préconisons dans le cadre de la fabrication
de papiers bioactifs sont présentés a I’annexe 2, 3 et 4, respectivement pour

I’énumération des lysats de phages, I’isolation, et I’énumération de la bactérie hote.
3.3.9 Impression d’une précouche cationique

La méthode d’impression d’une précouche cationique permet d’étudier I’influence de la

nature d’immobilisation des phages a la surface du papier (section 4.2.7).

Des solutions de polymere cationique PolyDADMAC (section 3.1.8) ayant des densités
de charge variant entre 0,5 peq.mL™ et 470 peq.mL™' sont préparées et leurs demandes

anioniques mesurées par le titrateur BTG Miitek PCD-Titrator 3.
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La demande anionique et cationique de la sauce de couchage du papier LWC utilisé pour
’impression de phages a aussi été mesurée par le titrateur. Celle-ci équivaut a 0,0097
neq.g! (sec), ce qui correspond a une charge cationique du papier LWC utilisé de 0,078
peq.m? ; négligeable par rapport aux densités de charges de PolyDADMAC sur le
papier qui varient entre 14 neq.m? et 1200 peq.m™. Le papier LWC n’a pas d’effet

significatif sur les précouches cationiques.

Les précouches de PolyDADMAC sont imprimées sur des bandelettes de papier de
50x300 mm en utilisant la presse d’impression de laboratoire IGT avec le procédé
d’impression gravure décrite a section 3.2.1, 2 1 m.s™! de vitesse d’impression et 500 N

de force pneumatique.

La densité de charges des précouches cationiques (exprimée en meq.m™) est définie
comme le produit de la densité de charges des solutions de PolyDADMAC (exprimée
en meq.mL™") par le volume de la solution de PolyDADMAC qui est transférée de la
molette d’impression gravure au papier (exprimée en mL.m™). Il est difficile de mesurer
autrement la densité de charges exacte des solutions de PolyDADMAC apres leur
impression a la surface du papier, a cause de la pénétration du polymére PolyDADMAC

a I’intérieur des fibres de cellulose [216].
3.3.10 Imprégnation de couche bioactive

Une méthode d’imprégnation de couche bioactive par-dessus une couche cationique de
PolyDADMAC est utilisée pour isoler I’influence de tout procédé de transfert de phages

par contact, sur I’orientation des phages a la surface du papier.

Un réservoir contenant des phages a été congu pour permettre le transfert de phages a la

surface du papier, uniquement par force capillaire due a la structure poreuse du papier.

Des solutions de phages T4 de 10° ufp.mL"! ont été préparées en diluant un stock initial
de phages (section 3.1.6) dans un tampon phosphate salin. Des quantités fixes de 450 pl
de phages T4 sont alors incorporées dans un réservoir d’imprégnation du papier. La

demande cationique de la solution de phages mesurée par titrateur est de 52 peq.mL™,



107

La quantit¢é de phages imprégnée est de 100 mL.m? ou 107 ufp.m?

La demande cationique de la couche de phages sur le papier est de 5200 peq.m™.

Les bandelettes a précouche de PolyDADMAC sont ensuite mises au contact du
réservoir d’ imprégnation de papier contenant les solutions de phages pendant 5 minutes,
permettant une migration uniforme des solutions de phages du réservoir a la surface du
papier. Les bandelettes de papiers sont alors conditionnées a 21°C et 90% d’humidité

relative (HR) dans une boite hermétique a humidité controlée.
3.3.11 Conditionnement des papiers bioactifs a base de phages

Les bandelettes de papier bioactifs sont conditionnées en boite hermétique a 90% HR
jusqu’a leur utilisation. L’ajustement d’une humidité relative équilibrée de 90% est
réalisé en intégrant aux boites hermétiques des récipients de chlorure de baryum
dihydraté (BaCl2 « 2H20) légérement imprégnés d’eau en s’assurant d’avoir des cristaux
de sel solides en exces visibles en solution. D’autres solutions de sels saturés pour

atteindre d’autres valeurs d’humidité relative d’équilibre sont standardisées [217].
3.3.12 Pulvérisation controlée des phages

La méthode de pulvérisation de phages permet d’obtenir un taux de transfert de 100%
contrairement aux autres méthodes de transfert avec contact. La pulvérisation de phages
est utilisée pour quantifier I’influence de I’humidité des papiers sur la bioactivité des

phages sur le papier (cf. plan expérimental, section 4.2.6).
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Chapitre 4 - Plan expérimental

La méthodologie de recherche décrite au précédent chapitre débouche sur un plan
expérimental composé de deux phases qui ménent & atteindre 1’objectif général du
travail de thése, tel que décrit a la section 1.3. Pour chaque phase, les difficultés a
résoudre sont analysées et les étapes pour les résoudre sont traitées. En résumé, les
principaux défis a relever lors de la fabrication de papier bioactif sont 1) ’agent bioactif
doit rester actif sur le papier apres les étapes conventionnelles de fabrication a grande
échelle, 2) le papier doit étre efficace pour tuer les bactéries potentiellement présentes
sur ’aliment et en contact direct avec le papier, 3) le papier devra agir de maniére
autonome sans nécessiter des étapes subséquentes d’activation, et 4) le papier bioactif

devra pouvoir étre produit de maniére économiquement rentable en grandes quantités.

Les deux phases pour relever les défis précédents sont 1) une phase reliée a une
approche basée sur I’utilisation d’enzyme et 2) une phase reliée a ’utilisation des phages

comme agents bioactifs.

Pour les enzymes, nous considérons:

1) la quantification de I’efficacité des papiers bioactifs a base d’enzymes,
2) la résistance des enzymes aux contraintes de fabrication, et

3) la conservation de la bioencre et des papiers bioactifs a base d’enzymes,
Pour les phages :

1) la quantification de I’efficacité des papiers bioactifs a base de phages,

2) la résistance des phages aux contraintes de cisaillement, a la fois en impression

gravure et en couchage a lame,
3) I'influence de I’humidité et des conditions d’utilisation du papier bioactif,

4) ’influence de la nature d’immobilisation des phages et
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5) I'influence de I’emplacement des phages sur la surface du papier ou I’influence de la

porosité du papier.

En définitive, la premiere phase vise a développer une méthode d’immobilisation
d’enzymes a la surface du papier alors que la deuxieme phase vise & développer une

méthode de fabrication de papier bioactif a base de phages pour le contréle de bactéries.

4.1 Phase 1 - Développement d’'une méthode d’immobilisation d’enzymes

a la surface du papier

La premiere difficulté est reliée au fait que la plupart des enzymes de bonne qualité,
i.e. purifiées, sont onéreuses a fabriquer en grande quantité. Le choix d’enzymes
spécifiques et peu dispendieuses doit aussi s’accompagner d’une optimisation de leur
taux de transfert sur le papier. En effet, un fort taux de transfert des biomolécules en
réduit nécessairement la perte lors du procédé de fabrication ainsi que la contamination
du procédé de fabrication et les colits associés aux étapes de nettoyage et de recyclage

des agents bioactifs non transférés au papier.

Les 8 étapes du plan d’expérience de la phase 1 sont représentées dans la Figure 4-1.

PHASE 1. Fabrication de papier bioactifa base dENZYMES

Mesure: Quantification de la bioactivité

8-

Fabrication

! Résistance des enzymes
Formulation

Viscosité de I'encre bioactive

\ . : Taux de s !
Encre bioactive | Impression Vitesse | Pression
transfert

3

Conservation

Encre bioactive Papiers bioactifs

Figure 4-1 Phase 1: Fabrication de papier bioactif a base d'enzymes
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4.1.1 Etape 1 - Définition des paramétres de fabrication des papiers

par impression

L’objectif du plan expérimental d’utilisation des procédés d’impression gravure et de
couchage a lame est d’évaluer la résistance mécanique des agents bioactifs aux
contraintes de vitesse, de pression, de séchage et d’environnement non stérile.
En effet, les biomolécules sont reconnues pour constituer des structures relativement
fragiles qui ne peuvent résister aux pressions et aux contraintes exercées dans les presses
d’impression modernes opérant a grande vitesse. Rappelons que I’objectif de la thése est
de démontrer la faisabilité de fabrication a grande échelle et en conditions industrielles

de papiers bioactifs.

Le plan expérimental est réalisé en deux temps. En premier, I’influence de la viscosité
de la bioencre est étudiée. En deuxiéme, I’influence des parameétres de vitesse et de
pression d’impression et de couchage est évaluée. Les plages expérimentales de vitesse
et de pression sont sélectionnées le plus largement possible de maniére a couvrir au
maximum les conditions de fabrication industrielle rencontrées lors du transfert
technologique a échelle pilote. Une large plage expérimentale permet également
d’augmenter la probabilité de découvrir des effets significatifs sur I’efficacité du papier

bioactif.

L’avantage de faire varier les contraintes en conditions de cisaillement réelles et non de
faire subir a la bioencre des contraintes de cisaillement dans un rhéomeétre est que les
contraintes réelles de fabrication sont une combinaison de plusieurs contraintes,
nommeément de compression, d’étirement et de cisaillement. Notre plan expérimental en
laboratoire n’étant pas un plan d’optimisation, ce n’est qu’a 1’échelle pilote que nous
suggérons de mener un plan expérimental fractionnel qui isole les effets significatifs des

effets combinés des différents parametres.
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4.1.2 Etape 2 - Optimisation du taux de transfert de I'encre sur le

papier

Le taux de transfert de I’encre sur le papier est influencé par les propriétés physiques du
papier de base, la formulation de I’encre et le procédé¢ d’impression lui-méme.
Par conséquent, afin de valider le choix final du papier dans le plan expérimental,
nous étudions I’influence de trois types de papiers de base : un papier non couché en
feuilles (section 3.1.2.1), un papier couché léger (LWC, pour light weight coated) en
feuilles (section 3.1.2.2) et un papier non couché au sulfite, aussi en feuilles (section

3.1.2.3).

4.1.3 Etape 3 - Formulation et impression d’une bio-encre sur le

papier

Une premiére encre est formulée a base de colorant et d’un modificateur de viscosité.
Ce choix permet de simuler et prédire la réponse de quantité de transfert d’agents
bioactifs qui seraient autrement non visibles a la surface du papier. De plus, ce choix
évite d’induire des paramétres expérimentaux potentiellement significatifs,

mais inconnus a cette étape précoce de la recherche.

Une deuxiéme encre bioactive, que nous appelons « bio-encre », est issue d’une
adaptation de la méthode de formulation de la bio-encre a base d’enzymes HRP, décrite
a la section 3.3.1, en conservant les mémes propriétés rhéologiques.
La viscosité (Brookfield) de la bio-encre est de 43,2 mPa.s. Le papier bioactif ainsi
fabriqué permet la détection visuelle de présence du peroxyde d’hydrogéne, un composé

impliqué dans la dégradation de certains aliments.

La méthode utilisée pour le transfert de la bio-encre sur le papier est la méthode
d’impression gravure, décrite a la section 3.3.3. La vitesse d’impression est réglée a
0,6 m.s™'. La force d’impression est fixée a 500 N. Le volume spécifique des alvéoles de

gravure utilisé est de 20 mL.m™.
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4.1.4 Etape 4 - Quantification de la bioactivité des papiers bioactifs

a base d’enzymes

Aprés I’impression des papiers bioactifs & base d’enzymes, la méthode de révélation des
papiers consiste préalablement a les laisser sécher pendant 1 heure. Tel qu’illustré a la
Figure 4-2, I’ utilisation des papiers bioactifs utilise le principe de capillarité et consiste a
mettre la face non imprimée du papier au contact d’une solution de H202 a 10 mmol.L!
pendant 20 secondes. Lorsque le chromogéne présent dans la bioencre est oxydé,

il devient vert, colorant quasi instantanément le papier en vert.

Les papiers sont ensuite essuyés sur du papier buvard pour enlever I'excés de solution
avant d’étre mis a l'air libre en environnement conditionné & 23°C et 50% d’humidité
relative pendant 2 heures. Ils sont ainsi préts & étre analysés au spectrophotomeétre
Technidyne Colour Touch PC. L’indice AE (delta E) permet de comparer
quantitativement la différence de couleur entre un papier bioactif non imprimé et un

papier bioactif révélé, en utilisant le principe détaillé a la section 3.2.2.

Horseradish Peroxidase

HRP ABTS ¥ ¥ ABTS Oxydé
( ) ﬁ 5 aTie s= Détection Colorimétrique
ot 9
L= e w g S
8 ¢ ¢:. 0 ".:é‘, (s : ¢ :_f#‘, ?? t?‘
I
: 1
! » 1
s ﬂﬁ : |
HOs+ 205 e " 0 “or. +2H,0 ! Migration de H,0,
A I
i |
! I
, ]
4 ]

Peroxyde d'Hydrogéne (H,0,)

Figure 4-2 Méthode d'utilisation des papiers bioactifs a base d'enzyme HRP
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La Figure 4-3 (a droite) illustre le papier bioactif imprimé, et le papier imprimé et révélé

avec du peroxyde d’hydrogene (a gauche).

Figure 4-3 Papier bioactif a base d'enzyme HRP

4.1.5 Etape 5 - Etude de la résistance des enzymes aux contraintes

d’'impression : viscosité de la bioencre

L’objectif de cette étape est de déterminer la résistance des agents bioactifs utilisés aux
contraintes de cisaillement reliées a I’augmentation de la viscosité de la bioencre.
En effet, tel que discuté en introduction, la modification de la viscosité de la bioencre
influence les contraintes de cisaillement subies durant le transfert des agents bioactifs

sur le papier.

Cependant, les changements de la viscosit¢ de la bioencre modifient le taux de
cisaillement lors du procédé d’impression gravure, ce qui modifie également le taux de
transfert de la bioencre sur le papier [218]. Par ailleurs, I’efficacité du papier bioactif
dépend simultanément de la quantité de transfert de la bioencre et des détériorations qui
peuvent étre causées au complexe HRP-ABTS par les contraintes de cisaillements subies
durant le transfert. C’est pourquoi nous avons utilisé¢ un colorant pour séparer ’effet de
la quantité de transfert de la bioencre de I’effet dommageable des contraintes de
cisaillement. L’impression d’un simple colorant a donc été réalisée avec les mémes
paramétres d’impression que la bioencre, en prenant pour hypotheése que les valeurs de

différence de couleur AE du colorant dépendent uniquement du transfert d’encre.
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Ainsi, une comparaison des tendances de AE pour le colorant et la bioencre peut donner
une information sur ’effet physique (cisaillement) ainsi que I’effet chimique potentiel

du CMC [56] sur I’enzyme et la réaction d’oxydation.

Lors de ce plan expérimental, le parameétre de viscosité (Brookfield) de la bioencre varie
de 0 a 800 mPas, tandis que tous les autres paramétres restent inchangés.
La vitesse d’impression est fixée a 0,6 m.s™', la force d’impression fixée a 500 N,
tandis que le volume spécifique des alvéoles demeure constant a 20 mL.m?.

L’analyse des résultats est présentée a la section 5.1.

4.1.6 Etape 6 — Etude de la résistance des enzymes aux contraintes

d’impression : vitesse et pression d'impression

L’influence des contraintes de cisaillement sur la bioactivité des enzymes est étudiée en
faisant varier le paramétre expérimental de vitesse d’impression (m.s™) & trois niveaux et
le parameétre de force d’impression (N) a deux niveaux. La seule réponse analysée est la
bioactivité des papiers exprimée en différence de couleur (AE) entre le papier de base

non imprimé et le papier imprimé et révélé au peroxyde d’hydrogéne apres impression.

La Figure 4-4 représente le plan expérimental utilisé. L’analyse des résultats de

différence de couleur (AE) est présentée a la section 5.1.

Vitesse d'impression Force dimpression

(mis) (N)
2.4 1000
0,6 500
12 1000
0,6 1000
12 500
24 500

Figure 4-4 Plan factoriel d’influence de la vitesse et de la pression d’ impression
4.1.7 Etape 7 — Etude du temps de stockage de la bioencre

Les conditions de conservation de la bioencre dans le temps peuvent influencer
significativement ’efficacité des papiers bioactifs en conditions d’utilisations

commerciales, ainsi que les résultats expérimentaux pendant leur développement.
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Pour atteindre notre objectif de these, il est important de dégager les paramétres de
conditions de fabrication et d’utilisation des papiers bioactifs, afin d’en fixer les
paramétres expérimentaux lors du développement du papier bioactif et lors de la

définition des fenétres d’utilisation des papiers bioactifs.

Le plan expérimental de caractérisation de ’effet du temps de stockage de la bioencre
consiste & examiner la stabilité¢ de la réponse de bioactivité de la bioencre au cours du
temps pour en déterminer la durée valide d’utilisation. L’évolution du pouvoir
catalytique de I’enzyme est ensuite analysée en comparant les mesures colorimétriques
prises selon I’age de I’échantillon. Les deux environnements de conditionnement qui
sont analysés sont 1) en salle conditionnée a 23°C et 50% d’humidité relative
et 2) dans le noir a 5°C et 90% d’humidité relative. Aprés chaque conditionnement, les
papiers sont évalués selon la méthode décrite a la section 4.1.4. Les conditions
d’impression sont force (F) d’impression 4 500 N; vitesse (V) d’impression de 0,6 m.s™';

viscosité de I’encre (1)) de 62,3 mPa.s et volume spécifique des alvéoles de 20 mL.m™.

4.1.8 Etape 8 — Etude des conditions de stockage des papiers

bioactifs a base d’enzymes

La revue de la littérature ne dévoile aucune étude sur la résistance des couches
bioactives a base d’enzymes aux conditions de stockage et d’utilisation lorsque celles-ci
sont imprimées sur du papier. Pour dégager les grands principes d’utilisation, nous
avons utilis¢ les enzymes pour évaluer leur conservation sur support papier.
Les phages, objet principal de notre approche, font 1’objet d’une analyse plus

approfondie a la section 4.2.6.

L’influence des paramétres de lumiére et de température est analysée en examinant trois
conditions d’entreposage : chambre froide a I’obscurité, salle 4 humidité controlée et
salle 2 humidité controlée & I’obscurité. Les conditions d’impression sont comme
précédemment (F= 500 N; V= 0,6 m.s; n= 62,3 mPas; volume spécifique des
alvéoles= 20 mL.m™).
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4.2 Phase 2: Développement d’'une méthode de fabrication de papier

bioactif a base de phages pour le controle de bactéries

Des 1997, la faisabilité d’adsorption physique de phages Sapphire sur une surface en
polystyréne a été démontrée lors de la séparation sélective de bactéries Salmonella a
partir de matrices alimentaires [107]. Cependant, une faible efficacité de capture des
bactéries a pu étre observée. La raison potentielle alors proposée est que 1’orientation
des phages sur la surface solide n’étant pas optimisée, 1’adsorption passive utilisée
implique que I’immobilisation pourrait avoir lieu soit via la téte des phages, soit via la
queue des phages. La deuxiéme raison proposée est la faible surface spécifique du
substrat de polystyréne utilisé [107]. Notons que dans cette publication de Bennett et al.,
le polystyréne a été utilisé principalement pour la facilité expérimentale qu’offre sa
faible surface spécifique, i.e. une surface plane a priori plus simple pour immobiliser des
phages. A contrario, le substrat papier que nous utilisons présente une grande surface
spécifique ainsi qu’une épaisseur de pénétration des phages dans la structure du substrat,
ce qui aura un effet positif sur ’efficacité d’adsorption des phages, et ce, a condition de
controler le paramétre expérimental de rugosité et de porosité de surface par une
fermeture controlée de la structure du papier, via le raffinage de fibres. La structure de
papier est certes plus complexe que la surface de polystyréne, mais aussi beaucoup plus
flexible. Le papier permet surtout d’optimiser la pénétration des phages dans la structure
du papier, i.e. il procure une plus large flexibilité expérimentale pour I’immobilisation
de phages dans I’axe d’épaisseur du papier. La nature des fibres et leur degré de
raffinage permettent de contréler la surface spécifique externe et interne du papier,

de maniére a s’adapter aux exigences d’efficacité d’immobilisation des agents bioactifs.

La phase 2 du plan expérimental est de démontrer de maniere originale la faisabilité
d’immobilisation physique des phages sur une surface tridimensionnelle telle que
constitue le papier, offrant une grande surface spécifique, une contribution au défi
d’orientation des phages, et la démonstration de I’influence significative de certains
parametres papier sur la bioactivité des papiers, avec en prime |’utilisation de méthodes

de fabrication conventionnelles et un substrat recyclable et biodégradable.
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La pulvérisation liquide de phages directement sur la surface des aliments pour
améliorer la sécurité des aliments a été récemment approuvée [219] aux Etats-Unis.
L utilisation d’un support papier pour transporter les phages est une approche originale
qui permet d’adresser certains inconvénients de la pulvérisation directe, telle que le
gaspillage de grandes quantités de phages, la désactivation des phages par les résidus des
agents désinfectants utilisés en amont de la chaine de transformation des aliments et
’augmentation de la croissance bactérienne due a la présence de nutriments dans le

liquide transportant les phages.

Les résultats de la phase 2 sont une contribution originale qui a d’ores et déja été citée
dans un livre [220] au chapitre des approches d’immobilisation de phages sur une

surface pour le développement de biocapteurs pour le contrdle de bactéries.

Les 8 étapes du plan d’expérience de la phase 2 sont représentées dans la Figure 4-5.

PHASE 2. Fabrication de papier bioactif a base de PHAGES

Mesure: Quantification de la bioactivité

Fabrication
Résistance des phages
Estimation de la résistance des phages

Viscosité de la sauce de couchage

Vitesse | Pression ;I'aux fdr8t

) Porosite du papier
Papier support

Précouche cationique

¥

Conservation

Humidité du papier Gelatine cationique

Figure 4-5 Phase 2: Fabrication de papier bioactif a base de phages
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4.21 Etape 1- Formulation d’une bioencre a base de phages et

'imprimer sur papier

L’impression de bioencre a base de phages consiste a appliquer la méthode d’impression
décrite a la section 3.3.3 pour imprimer la bioencre & base de phages de la section 3.3.2

sur le papier LWC en feuilles, Tableau 3-2.

4.2.2 Etape 2 — Développement d’une méthode de quantification de

I’activité d’un papier bioactif a base de phages

La quantification de I’efficacité des phages apres leur transfert sur papier représente un
défi de taille, mais c’est une étape cruciale avant de pouvoir mener les étapes
subséquentes d’étude et de développement de papiers bioactifs. Toutes les études sur la
bioactivité des phages sont réalisées en milieu liquide et aucune publication, a notre
connaissance, ne rapporte de méthode de quantification de I’efficacité d’un papier
bioactif a base de phages pour le contrdle de bactéries. Pour y arriver, les méthodes et
protocoles expérimentaux d’utilisation des phages en milieu liquide et sur gélose [221]
sont préalablement étudiés pour appréhender les facteurs qui pourraient influencer
significativement la méthode d’utilisation et de quantification de I’efficacité des phages

sur les papiers bioactifs, développée et décrite a la section 5.2.

4.2.3 Etape 3 - Estimation de la résistance des phages aux

contraintes de cisaillement en impression héliogravure

L’objectif de cette étape est d’étudier la résistance des phages aux contraintes de
cisaillement subies en impression gravure. Nous n’avons pu trouver aucune étude
publiée sur la résistance des agents bioactifs aux contraintes de cisaillement subies lors
d’un procédé conventionnel d’impression ou de couchage. Par conséquent, nous avons
été amenés a estimer les ordres de grandeur de la résistance mécanique d’agents
bioactifs. La conclusion est que, si les forces de cisaillement dans une pince
d’impression sont grandes, elles ne sont cependant pas trop élevées pour détériorer les
fonctions biologiques des molécules bioactives. Ces calculs d’estimation sont décrits

plus loin, a la section 5.3.
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4.2.4 Etape 4 — Etude de la résistance des phages aux contraintes

d’'impression gravure : vitesse et pression

L’effet nuisible des contraintes de cisaillement sur la bioactivité a été démontré pour le
papier bioactif & base d’enzymes a la section 5.1. Cependant, aucune étude n’est publiée

sur un papier bioactif a base de phages.

La résistance des phages aux contraintes de cisaillement est évaluée de maniére
expérimentale. Pour cela, nous explorons la fenétre d’opération du procédé d’impression
gravure décrit a la section 3.3.3 afin d’étudier I’influence des paramétres d’impression et

de pression d’impression sur la bioactivité des phages.

Le plan expérimental consiste & examiner les vitesses d’impression de 0,2 m.s, 1 m.s™
et 2 m.s™! ainsi que les forces d’impression de 100 N, 300 N et 600 N. La bioencre est
formulée selon la méthode décrite & la section 3.3.2. La bioactivité des papiers est
quantifiée selon la méthode décrite a la section 5.2, directement aprés I’impression de la
bioencre de phages, sans séchage préalable du papier, de maniére a exclure I’effet de
I’humidité du papier des facteurs influengant la bioactivité des phages sur le papier.

Les résultats de cette étude sont présentés a la section 5.4.

4.2.5 Etape 5- Etude de la résistance des phages aux contraintes

de couchage a lame: vitesse et pression

L’estimation de la résistance des phages aux contraintes de cisaillement subies lors du
procédé d’impression gravure présentée a la section 5.3 montre que le procédé
d’impression gravure ne permet pas d’atteindre la limite de résistances des phages, et ce,
aux contraintes typiques de cisaillements explorés. La tolérance des phages aux
contraintes d’impression gravure peut étre due a I’absence de séchage des papiers
bioactifs ou a la résistance intrinseque des phages. L’influence du séchage sur

I’efficacité des papiers bioactifs est explorée a I’étape de la section 4.2.6 ci-apres.

A Détape 5, des expériences de couchage sont congues pour tester la faisabilité de

fabrication industrielle de papiers bioactifs avec le procédé de couchage a lame.
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L’emphase est ici mise sur la résistance des phages aux plus forts taux de cisaillement

subis entre la lame de couchage et le papier tel que discuté a la section 3.3.5.

Le plan expérimental consiste en 1’application d’une sauce de couchage (section 3.3.4)
par couchage a lame (section 3.3.5) suivie d’un séchage a haute intensité du papier

bioactif par infrarouge a 36kW pendant 30 secondes.

Les trois paramétres expérimentaux explorés sont l’espacement entre la lame de
couchage « docteur » et le papier, la vitesse de couchage, et la viscosité de la sauce de
couchage. Les espaces entre la lame docteur et le papier sont -8.10° po (203um),
-4.107 po (101pum), -2.10" po (50um), 0 po, 2.107 po (-50um) et 4.10" po (-101pum).
L’espace est négatif lorsque la lame docteur qui est flexible est davantage écrasée sur le
papier pour appliquer moins de matiere. Les vitesses de couchage sont 100, 200, 300,
400, 500 et 600 m.min!. Les deux viscosités de la sauce de couchage sont 100 mPa.s
et 250 mPa.s. La réponse de bioactivité des papiers bioactifs est quantifiée par I’aire de
la zone de lyse bactérienne (mm?) selon la méthode décrite & la section 5.2.

Les résultats de cette étude sont présentés a la section 5.6.

4.2.6 Etape 6 — Etude de I'influence de I’humidité sur 'efficacité des

papiers bioactifs

Les résultats de I’étape 4 et 5 démontrent qu’il est possible de fabriquer un papier
bioactif a base de phages, en utilisant les méthodes conventionnelles d’impression et de
couchage. Cependant, malgré la résistance des agents bioactifs aux contraintes de
fabrication, il n’en demeure pas moins que les papiers bioactifs apres fabrication peuvent
étre fragiles et peu durables, donc d’utilisation pratique limitée dans le cadre des
emballages. La revue de la littérature nous enseigne que le couchage par enduction
utilisé pour la fabrication d’emballages antimicrobiens pose une problématique de
fragilit¢ de la couche antimicrobienne aux manipulations inadéquates [172],
tel que présenté a la section 2.6.1. Cependant, aucune étude ou essai pour tenter de

protéger la couche fragile n’a encore été publiée.
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Nous nous proposons d’étudier les parametres qui influenceraient significativement
I’efficacité des papiers bioactifs a base de phages. Cette étape est consacrée au parameétre
d’humidité des papiers bioactifs qui s’est avéré influencer significativement I’efficacité
des papiers bioactifs, lorsque les échantillons de papiers sont testés au contact de
bactéries. En effet, nous avons remarqué que lorsque le papier bioactif est utilisé pour le
contrdle de bactéries, celui-ci conservait sa bioactivité, mais lorsque le papier commence
a sécher a I’air libre, la bioactivité du papier diminue drastiquement avec le temps.

Le phénomeéne est analysé et décrit 4 la section 5.5 et illustré a la Figure 5-13.

Le plan expérimental consiste & quantifier I’effet de I’humidité des papiers bioactifs,
selon la méthode décrite a la section 3.3.11, en utilisant la méthode de pulvérisation
controlée de phages, décrite a la section 3.3.12. L’effet de la réhumidification du papier
sur sa bioactivité est ensuite testé avant d’étre quantifié. La sensibilité de la couche
bioactive au séchage des papiers est ensuite contrdlée par utilisation de gélatine,
introduite précédemment a la section 3.1.9. Les résultats de cette partie du plan

expérimental sont présentés a la section 5.5.

4.2.7 Etape 7 — Etude de l'influence de la nature d’immobilisation

des phages : utilisation d’une précouche cationique

L’immobilisation physique de phages sur la cellulose par adsorption physique est la
méthode qui a été privilégiée jusqu’a présent, et ce, suite a I’analyse des différentes
options de la section 2.4. L immobilisation physique a donc été utilisée tout au long de
notre travail, méme si, selon la revue de littérature, les phages T4 non génétiquement
modifiés et adsorbés a la surface de la cellulose interagiraient avec la cellulose grace a
leurs zones bioactives [105]. 11 faut noter que les fibres de queue (fibritines) sont celles
utilisées par le phage pour s’adsorber a la surface de la bactérie. L’intérét d’utiliser des
phages non génétiquement modifiés a ¢été discuté précédemment (2.4.1.2,
Immobilisation physique de bactériophages). Les résultats de 1’étude de la résistance des
phages aux contraintes d’impression (section 5.4) et de couchage (section 5.6)
confirment qu’il est possible d’imprimer a grande vitesse des bactériophages de maniére
simple sur le papier, de sorte a maintenir une certaine bioactivité. Il est cependant

¢vident que les phages ne se retrouvent pas tous immobilisés dans une position optimale
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pour infecter les bactéries. Cependant, en raison du grand nombre de phages déposés,
certains se retrouvent nécessairement et statistiquement dans la bonne position :
fibritines a la verticale du papier en disposition pour infecter toute bactérie arrivant en
contact avec la surface du papier. Le présent travail tente d’améliorer cet effet statistique

en optimisant le positionnement des phages dans 1’axe d’épaisseur du papier.

L’approche expérimentale consiste a améliorer, de maniére économique, la qualité
d’immobilisation physique de phages non génétiquement modifiés, en favorisant une
interaction électrostatique entre la téte des phages et le papier, pour tenter d’orienter les
phages a la surface du papier (Figure 4-6), et d’amplifier la sensibilité du papier bioactif,
tout en évitant de modifier chimiquement les fibres cellulosiques ou d’ajouter des étapes
intermédiaires qui constitueraient des goulots d’étranglement lors d’une fabrication
économiquement rentable de papier bioactif. Notre hypothése est qu’une précouche
cationique devrait permettre d’immobiliser les phages nettement anioniques a la surface
du papier, tandis que la queue nettement cationique serait librement accessible pour

détecter les bactéries qui surviendraient & son contact.
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Figure 4-6 Représentation schématique des phages sur la surface du papier

Le plan expérimental consiste a pré-imprimer une précouche cationique a base de
PolyDADMAC (section 3.3.9) a la surface d’un papier composé de fibres de Kraft
blanchi sans additifs, & appliquer les phages en deuxieme couche (section 3.3.10
Imprégnation de couche bioactive), & contréler I’humidité des papiers bioactifs (section

3.3.11), et enfin & quantifier la bioactivitd¢ des papiers (section 5.2).
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La quantification de la densité de charge cationique sur le papier est complexe : la
densité de charge cationique de la bioencre utilisée varie entre 0,5 peq.mL! et 470

peq.mL,

La méthode expérimentale est basée sur les affinités entre la précouche de

PolyDADMAC adsorbé a la surface du papier et les phages.

4.2.8 Etape 8 — Etude de I'influence de 'emplacement des phages

sur 'efficacité des papiers bioactifs : porosité du papier

Le papier est un substrat renouvelable, recyclable, naturel, peu dispendieux et facile a
fabriquer. En revanche, I’hétérogénéité et la porosité du papier sont des propriétés
difficiles & quantifier de maniére précise. La porosité du papier peut étre un parameétre
significatif dans I’efficacité des papiers bioactifs dans le sens qu’elle est a la fois une
traduction de la rugosité de surface et qu’elle peut contrdler le transfert de la sauce de
phages. Il est logique de concevoir que pour une optimisation de I’efficacité d’un papier
bioactif utilisé en contact alimentaire a la surface du papier, il importe que les agents
bioactifs soient immobilisés & la surface du papier. Il importe également que les phages
puissent étre relargués au contact d’un aliment. Cette propriété est plus importante que
celle de ’immobilisation solide des phages a la surface du papier. Les phages doivent
étre capables de migrer du papier vers I’aliment emballé, donc étre « maintenus en
surface du papier » et pouvoir s’en détacher facilement : deux propriétés en apparence

contradictoires.

La densité surfacique des phages sur le papier (nombre de phages par mm? de papier)
n’est pas facile a quantifier précisément, d’autant plus qu’il est difficile de distinguer
sans ambiguité la surface du papier de la structure poreuse interne [222].
[’autre question sans réponse est de savoir si le positionnement des phages sur le papier
influence significativement 1’efficacité des papiers bioactifs. Bien que les phages soient
peu coliteux a produire comparativement a d’autres agents bioactifs, il n’est pas efficace
que des milliards de phages, d’une taille de I’ordre du nanomeétre, soient dissimulés dans
la structure poreuse du papier, voire a I'intérieur du lumen des fibres, les rendant

inaccessibles au contact avec des bactéries d’une taille de 1’ordre du micromeétre.
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La contribution originale a cette étape est de répondre a cette problématique par le
contrdle de I’emplacement des phages en surface du papier et d’évaluer I’effet de
I’emplacement sur I’efficacité des papiers bioactifs. Ceci tout en utilisant une méthode
conventionnelle d’impression gravure qui permet un certain contrdle de la distribution
des phages dans la structure du papier (impression a partir d’alvéoles), contrairement
aux méthodes expérimentales d’imprégnation des papiers [223]. Selon la revue de la
littérature, seule la solution de brossage des fibres est utilisée pour réduire la
perméabilité du papier aux microorganismes. Aucune étude sur le raffinage de la pate
comme solution alternative n’a été encore publiée, alors que — pour un papetier — I’effet
du raffinage de la péate, discuté a la section 3.1.2.5, pourrait permettre de controler les
propriétés de perméabilité du papier aux microorganismes néfastes, de maniére plus

simple et, de plus, économiquement viable.

La méthode utilisée pour influencer ’emplacement des phages sur le papier est de
contrdler la porosité du papier de base, avant d’imprimer les phages sur de tels papiers a
porosités controlées. En effet, le raffinage des fibres modifie la structure poreuse du
papier et lorsque le papier absorbe le liquide transportant les phages grace aux forces
capillaires et a la nature hydrophile de la cellulose, la pénétration des phages en
profondeur du papier serait alors uniquement influencée par la distribution de la
structure poreuse du papier, car la tension de surface du papier (angle de contact ou
degré d’étalement de la solution de phages sur le papier) et la chimie de surface du
papier, qui influenceraient également la pénétration des phages dans la structure du

papier [90] demeurent constants.

Le plan expérimental consiste & modifier la porosité du papier par raffinage de la pate a
papier utilisée pour la fabrication des papiers de base. Les méthodes de raffinage de la
pate, de fabrication des différents papiers a porosité contrdlée, de mesure de la
perméabilité a 1’air du papier, sont décrites a la section 3.1.2.5. Les papiers bioactifs sont
fabriqués par impression gravure (3.3.3), leur efficacité est quantifiée (4.2.2) et les

résultats analysés (5.9).
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Chapitre 5 - Résultats et analyses

5.1 Fabrication de papier bioactif a base d’enzymes

Cette section présente et analyse les résultats de la phase 1 du plan expérimental

(4.1 Développement d’une méthode d’immobilisation d’enzymes a la surface du papier).

Les enzymes sont utilisées dans ce travail comme premiers agents bioactifs, pour les

raisons discutées précédemment (2.3.3).
Optimisation du taux de transfert de I’encre sur le papier

La Figure 5-1 présente les résultats de I’influence des trois papiers de base
(section 3.1.2), sur la quantité de transfert d’enzymes HRP par la méthode d’impression
gravure (section 3.3.3). La bioactivité des papiers est quantifiée selon la méthode
(section 4.1.4) ou AE représente la différence de couleur entre le papier non imprimé et

le papier imprimé et révélée au peroxyde d’hydrogene, juste aprés impression.

AE
12

10

O N b OO
|

Papier acide Papier de base pourLWC Papier LWC

Figure 5-1 Réponse colorimétrique des papiers bioactifs selon le papier de base

Les résultats de la réponse colorimétrique des papiers bioactifs selon le papier de base
utilisé montrent que le papier LWC donne le meilleur rendu colorimétrique pour la
détection du peroxyde d’hydrogéne juste apreés impression, les deux autres présentent a
peu prés le méme rendu. La comparaison entre le papier de base pour LWC et le
papier LWC nous donne I’influence de la couche; tout comme pour une encre
conventionnelle, le couchage améliore I’imprimabilité du papier en maintenant I’encre

transférée en surface du papier avec une absorption limitée.
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Ainsi, le transfert de bioencre des alvéoles en surface du papier est supérieur pour le
papier LWC, ce qui explique une couleur plus intense. Les papiers non couchés (de base
pour LWC et acide) ont quasiment la méme rugosité de surface (cf. Tableau 3-1 et
Tableau 3-3), et probablement le méme pouvoir absorbant, le transfert devrait étre du
méme ordre de grandeur. Aucune influence de I’acidité des papiers n’a été mise en

60 seraient nécessaires

évidence dans le cadre de I’étude, des recherches complémentaires
pour s’assurer dans le cas général de I’influence des propriétés de chimie de surface,

mais alors surtout sur les agents bioactifs ; ce qui ne faisait pas partie de notre étude.

Par conséquent, les impressions subséquentes de papier bioactif a base d’enzymes et de
phages sont réalisées avec le papier LWC, dont les propriétés physiques sont présentées

au Tableau 3-2.
Résistance des enzymes aux contraintes d’impression : viscosité de la bioencre

La Figure 5-2 illustre les résultats de I’influence de la viscosité de 1’encre sur le
changement de couleur AE pour I’encre bioactive et ’encre de colorant. En encart (coin
inférieur gauche), les résultats sont normalisés par la valeur maximale de AE dans les

deux cas afin de faciliter la comparaison.

Les résultats du transfert avec ’encre de colorant démontrent I’influence de la viscosité
sur le transfert. La quantit¢ de CMC introduite influe directement sur la viscosité de
I’encre. Le transfert peut étre évalué de maniére colorimétrique, car plus il y a d’encre en

surface du papier, plus la couleur est intense.

[’augmentation de la viscosité de I’encre (grace au CMC) améliore la quantité
transférée jusqu’a un maximum autour de 50 mPa.s. Au-dela la viscosité est trop
importante pour permettre un bon remplissage des alvéoles gravure et le transfert

diminue légerement.

® De telles études ont été en partic effectuées par Gabriel Saint-Pierre-Lemieux, dans le cadre d’une maitrise [220] effectuée a
I’UQTR et du réseau Sentinel.
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En définitive, nous avons observé que le AE est constant pour toutes les viscosités de
formulation d’encre, suggérant que le transfert d’encre est a peu prés constant dans la

plage de viscosités considérée.
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Figure 5-2 Effet de la viscosité d’encre sur la bioactivité du papier

Les résultats du transfert avec la bioencre démontrent également 1’influence du CMC sur
la réaction d’oxydation du chromogene. Les mesures colorimétriques des papiers
bioactifs sont liées a la quantité de chromogéne oxydé. L’enzyme catalyse la réaction.
Dans la gamme des faibles viscosités (jusqu’au transfert optimum a 50 mPa.s),
la couleur des papiers révélés croit plus rapidement que le transfert ; la présence du
CMC en faibles quantités semble favoriser la réaction d’oxydation. Une explication
envisageable est que le CMC en séchant forme un réseau qui maintient ’ABTS et
I’enzyme plus en surface du papier. A contrario, pour les fortes viscosités, la couleur des
papiers révélés décroit plus rapidement que la quantité transférée. La baisse d’activité
peut possiblement étre attribuée aux forces de cisaillement de plus en plus élevées subies
par ’enzyme. Avec I’hypothése du fluide newtonien généralisé, 1’augmentation de
viscosité entraine 1’augmentation des forces de cisaillement selon 1’équation (1) de la
section 5.3. La présence de CMC en grandes quantités (au-delda d’une viscosité de

50 mPa.s) semble influencer négativement la réaction d’oxydation de I’ABTS [56].
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Une autre explication serait que le réseau formé par le CMC soit trop dense et que
I'analyte H2O2 ait de la difficulté a atteindre les réactifs. Cependant, ces dernicres

hypothéses nécessiteraient des recherches supplémentaires pour étre confirmées.
Résistance des enzymes aux contraintes d’impression : vitesse d’impression

La vitesse d’impression réduit le temps de passage de la feuille dans la zone de
pincement. Le papier doit absorber la méme quantité d’encre, mais plus rapidement.
La littérature rapporte que la vitesse n’influence que peu le taux de transfert [189].

La vitesse influence surtout le taux de cisaillement.

La Figure 5-3 compare les valeurs de AE de ’encre de colorant et de I’encre bioactive a
une viscosité constante (i.e. concentration constante de CMC), mais & différentes
vitesses d’impression (la pression reste fixée & SOON). Les résultats illustrés a la Figure
5-3 démontrent que le transfert d’encre est constant, comme indiqué par les valeurs AE
de I’encre de colorant. Cependant, les valeurs AE résultant de I’impression d’enzyme
HRP suivie de I’oxydation d’ABTS sont plus faibles a des vitesses d’impression élevées.
Ce résultat pourrait étre associ¢ a une augmentation des contraintes de cisaillement a des
vitesses plus élevées et a viscosité constante, considérant que notre estimation de la
résistance mécanique des enzymes aux contraintes de cisaillement (section 5.3) est de

I’ordre de grandeur des contraintes d’impression que nous avons fait subir aux enzymes.
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Figure 5-3 Effet de la vitesse de transfert sur la bioactivité du papier
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Résistance des enzymes aux contraintes d’impression : pression d’impression

La pression d’impression dans la zone de pincement réduit la distance entre la zone de

pincement, augmente le gradient de vitesse et augmente ainsi le taux de cisaillement.

La Figure 5-4 illustre I’effet de I’augmentation de la force d’impression sur les valeurs
AE de I’encre bioactive a viscosité constante (50 mPa.s), 4 deux différentes vitesses
d’impression. L’augmentation de la pression d’impression augmente la quantité de
transfert d’encre en entrainant une plus grande compression de la feuille de papier,
ce qui permet au papier de mieux aller chercher, d’aller puiser, la bioencre au fond des
alvéoles. La densité en enzymes devrait donc augmenter. Les résultats démontrent un
effet global positif de la pression d’impression sur la bioactivité des papiers, et un effet
bénéfique de la pénétration des enzymes dans I’épaisseur du papier, dans les conditions

expérimentales utilisées.
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Figure 5-4 Effet de la pression d'impression sur la bioactivité du papier
Etude du temps de stockage de la bioencre

Les résultats de conservation de la bioencre a base d’enzymes sont illustrés a la Figure
5-5 qui représente la réponse colorimétrique des papiers bioactifs selon le temps de
vieillissement et I’environnement de stockage de la bioencre. Le AE représente la

différence de couleur entre le papier non imprimé et le papier imprimé et révélé.
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Les résultats démontrent que la conservation de la bioencre tout comme le
conditionnement de I’enzyme sont meilleurs a I’obscurité, a 5°C et 90% HR.
Au bout de six jours (144 heures), la bioencre conditionnée a 23°C, 50% HR n’est plus
utilisable : celle-ci donne une différence de couleur a peine perceptible a I’eil, AE ~ 3.
La conservation en chambre froide, a I’abri de la lumiére, améliore considérablement la

durée valide d’utilisation de la bioencre.
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Figure 5-5 Réponse colorimétrique de la bioencre aprés révélation

La Figure 5-6 représente I’évolution temporelle de la couleur des papiers bioactifs
imprimés, mais non utilisés, selon le temps et I’environnement de conditionnement des
papiers imprimés. Lors du conditionnement des bandelettes de papier, une coloration
verte peut apparaitre, car ’oxygéne de I’air agit comme un oxydant du chromogéne

ABTS. Une coloration verte apparait donc petit a petit.

En conclusion, I’efficacité des papiers bioactifs a base d’enzymes est influencée par les
conditions d’entreposage des papiers. Les résultats démontrent que la lumicre accélére
significativement 1’oxydation de I’ABTS par le dioxygéne et la dégradation de leur état

avant utilisation, tandis que la température 1’intensifie, mais dans une moindre mesure.
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Pour fins expérimentales, nous évaluons [I’efficacité des papiers bioactifs,
immédiatement apres fabrication, a 23°C et 50% d’humidité relative et a la lumiére du
jour, afin d’éliminer I’effet significatif des parameétres précédents sur la réponse de

bioactivité des papiers.
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Figure 5-6 Influence des conditions de stockage pré-utilisation des papiers bioactifs

En conclusion, I’efficacité des papiers bioactifs a base d’enzymes est influencée par les
conditions d’entreposage des papiers. Les résultats démontrent que la lumiére accélere
significativement 1’oxydation de I’ABTS par le dioxygene et la dégradation de leur état

avant utilisation, tandis que la température I’intensifie, mais dans une moindre mesure.

Pour fins expérimentales, nous évaluons I’efficacité des papiers bioactifs,
immédiatement apres fabrication, a 23°C et 50% d’humidité relative et a la lumiere du
jour, afin d’éliminer I’effet significatif des paramétres précédents sur la réponse de

bioactivité des papiers.
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5.2 Quantification de la bioactivité d’un papier bioactif a base de phages

Cette section présente la méthode développée pour la quantification de I’activité d’un

papier bioactif & base de phage.

L’ajout d’un support papier peut influencer la nature des interactions entre les phages et
les bactéries. Des les premicres étapes d’immobilisation des phages sur le papier,
le substrat papier influence déja la distribution, I’agrégation et la couverture des phages
sur la surface du papier [224]. Lors de I’utilisation des papiers bioactifs, les propriétés
du papier peuvent avoir des conséquences sur la bioactivité des phages immobilisés.
Par exemple, la capillarité et la nature hydrophile du papier pourraient avoir un effet
bénéfique de diffusion des bactéries facilitant leur contact avec les phages. La porosité et
la structure tridimensionnelle du papier pourraient emprisonner les phages et les
empécher d’accéder a la surface extérieure au contact des bactéries. La détermination de
’efficacité du papier bioactif est donc une étape fondamentale et préliminaire a toutes
les étapes expérimentales de développement d’une méthode de fabrication industrielle
d’un nouveau papier bioactif. Le besoin d’une méthode robuste, fiable, efficace et rapide
de quantification de I’activité de phages immobilisés sur un papier devient évident :
une condition nécessaire de notre étude. Par ailleurs, cela démontre la nécessité de tester
la bioactivité des papiers dans les conditions les plus représentatives d’un contact
typique entre un papier d’emballage bioactif et des bactéries alimentaires.

Cette hypothése peut étre analysée sous plusieurs aspects.

Les grands thémes pertinents de cette analyse sont les mécanismes d’interaction entre les
phages et les bactéries (2.3.4.1). Les éléments qui ne sont pas rapportés dans la
littérature sont I’immobilisation de phages sur une structure papier, ainsi que I’influence
du substrat papier, qui est le substrat utilisé dans notre étude, sur la partie bioactive des
phages, i.e. la queue des phages. Selon notre revue de littérature [90], nous sommes les
seuls a avoir publier (travaux relatifs a notre thése [206]) sur le sujet de I’immobilisation
physique des phages sur substrat papier, une autre publication portant sur I’utilisation de

cellulose sous forme régénérée [105].
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Les €léments rapportés dans la littérature sont la théorie et I’analyse des paramétres qui
influencent les plaques de lyses bactériennes [225]. Les autres éléments de la littérature
sont les méthodes traditionnelles en microbiologie introduites a la section 2.5.2.1.
Cependant, la présence d’un support papier intermédiaire entre les phages et leur
bactérie hote limite I'exploitation directe de ces méthodes pour le développement de

papier bioactif pour le contréle de bactéries.

Les parametres expérimentaux significatifs de 1’utilisation des phages en milieu liquide
permettent néanmoins d’anticiper, de déterminer et de contrdler les parameétres qui
seraient potentiellement significatifs en présence d’un papier de base entre les phages et
les bactéries, en plus de permettre d’éviter les sources d’erreurs expérimentales et la
variabilit¢ des résultats de zones de lyse. En substance, les parametres les plus
significatifs sont la quantité de bactéries, la qualité des bactéries, le rapport de
multiplicité d’infection ou MOI (multiplicity of infection), la taille des phages,

I’efficacité des phages, le taux de diffusion des phages, et I’environnement expérimental.

La taille des phages influence la taille de la zone de lyse [225]. Ce paramétre est
maintenu constant dans le cas d’une utilisation exclusive du phage T4, mais devient
significatif lorsqu’un cocktail de plusieurs phages serait éventuellement utilisé (travaux
subséquents a cette these, notamment mémoire [226] de maitrise UQTR de Zeinab
Hamzeh). En conséquence, nous ne recommandons pas la comparaison directe de la
taille de la zone de lyse de deux phages de tailles différentes. La taille du phage T4
utilisé est introduite & la section 2.3.4.1. La quantité de bactéries est controlée par le
temps d’incubation des bactéries et par la méthode d’énumération décrite a I’ Annexe 3.
Apres 18h de culture de la bactérie E.coli B a 37°C, la quantité de bactéries obtenue lors
de la phase de croissance logarithmique est d’environ 10% ufc.mL!. L utilisation de

bactéries en phase de croissance logarithmique est par ailleurs conseillée [227].

La qualité des bactéries est controlée en appliquant les recommandations du protocole

expérimental d’isolation et de stockage présentés a I’ Annexe 3.
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Le parametre de multiplicité d’infection MOI est défini par Adams [228] comme étant le
ratio de particules de phage adsorbées par bactérie dans une culture, ou le ratio de phage

par bactérie lorsque les phages non adsorbés ne sont pas pris en considération [225].

Le taux de diffusion des phages est le paramétre le plus susceptible d’étre influencé par
le papier. A I’échelle du laboratoire, les propriétés de diffusion, notamment humidité,
composition, viscosité, du milieu de culture bactérienne influence significativement le
développement de la zone de lyse [225]. La diffusion des phages est influencée par les
propriétés intrinséques aux phages et par la densité d’agar. Une densité d’agar trop
importante réduit la diffusion des phages et réduit la taille de la zone de lyse.
La différence d’osmolarité entre 1’agar de couche supérieure et 1’agar de couche
inférieure peut modifier la densité de la couche d’agar supérieur. Le séchage excessif de
I’agar inférieur augmente la densité d’agar et induit un flux d’eau de I’agar supérieur
vers |’agar inférieur, ce qui réduit la densité d’agar supérieur dans laquelle les phages
diffusent, et réduit ainsi la taille de la zone de lyse [225]. Le séchage excessif de I’agar
supérieur ou une épaisseur trop mince de la couche d’agar supérieure réduit la taille de la
zone de lyse. La diffusion des phages dans I’agar inférieur est beaucoup plus lente que la
diffusion dans la couche d’agar supérieure. Le poids moléculaire des préparations
commerciales d’agar peut également influencer la taille de la zone de lyse, en offrant
une gélification efficace de I’agar a une densité d’agar plus basse comparativement a une
préparation d’agar standard. En définitive, le contrble de la méthode de préparation de
I’agar utilisé est indispensable pour écarter I’influence de la densité d’agar sur la
quantification de la taille de la zone de lyse. Dans le cas d’une conception de papier
emballage bioactif a base de bactériophages, le taux de diffusion des phages serait
influencé par la matrice alimentaire et ses propriétés de viscosité, ce qui pourrait

influencer significativement 1’efficacité du papier bioactif.

La conception de la méthode de quantification de la bioactivité des phages sur le papier
tient compte de tous les éléments rapportés dans la littérature, afin d’assurer une fiabilité
et une reproductibilité des résultats expérimentaux en réduisant I’erreur expérimentale
liée a la variation des paramétres qui influencent significativement la réponse de

bioactivité des phages sur le papier.
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La méthode consiste a soumettre le papier bioactif a un contexte d’utilisation qui se
rapproche le plus possible du contexte d’utilisation finale, et consiste a simuler la

présence de bactéries au contact du papier bioactif.

La quantification de la bioactivité revient a analyser la zone de lyse des bactéries au
contact du papier bioactif. La zone de lyse, visible a I’ceil nu, est un phénoméne qui
représente la migration des phages du papier vers I’extérieur, en suivant une direction
perpendiculaire & la surface d’épaisseur du papier. L’expansion de la zone de lyse
requiert un rendement suffisant de progénitures de phages a partir de chaque bactérie
infectée pour permettre le développement d’une plage de lyse. La taille de la zone de
lyse peut €tre caractérisée par son périmeétre et son aire. Le périmeétre de la zone de lyse a
déja fait I’objet d’études par Lee et al. [229, 230] pour la quantification de la variance du
taux de croissance du périmetre de la zone de lyse, en termes de longueur de périmétre
présentant de grandes ondulations, i.e. une déviation de la circularité des bords de la
zone de lyse, dans I’objectif de caractériser le phénomene d’évolution des phages, i e.
la variance du génotype et du phénotype des phages dans une zone de lyse, et son
influence sur la diffusion des phages. Nous en concluons que 1’évolution des phages
n’est pas uniforme le long du périmétre. De maniére intéressante, les résultats de cette
quantification [229, 230] ont été réalisés par caméra numérique, acquisition et analyse
d’image par logiciel et par macro développée sur-mesure. Dans ce travail, la zone de
lyse est quantifiée par 1’aire de la zone de lyse. La qualité de la zone de lyse peut étre
caractérisée par son uniformité et par la caractérisation de la zone d’inhibition des
bactéries et de la zone bactéricide. Les zones bactéricides et d’inhibition de bactéries
sont les zones autour du papier bioactif ou respectivement, les bactéries sont
complétement détruites et/ou incomplétement détruites. Dans ce travail, la zone de lyse
quantifiée est la zone globale bactéricide et d’inhibition des bactéries, qui correspond a
’objectif de contréle (ie. une élimination non absolue) des bactéries présentes au

contact du papier bioactif.

En conclusion, la méthode développée offre de nombreux critéres de performance :
spécificité, faible colit, acceptabilité par la communauté scientifique et facilité

d’utilisation. Au besoin, les obstacles a contourner sont la sensibilité de la détection, la



136

spécificité lors d’une utilisation de cocktail de bactéries pathogénes différentes et la
rapidité de bioactivité en conditions non optimales de température, pH, acidité, teneur en
sel et matrices alimentaires. Enfin, la rapidité d’analyse des zones de lyses peut étre

améliorée par automatisation [121].

Les 13 étapes expérimentales de quantification de la bioactivité des papiers bioactifs a

base de phages sont :

1. Incuber la bactérie hote dans 5 mL de milieu TSB pendant une nuit (environ 18h)

dans un incubateur a 37°C en agitation a 200 rpm.

La préparation de la surface contaminée par des bactéries consiste a inoculer les
bactéries hotes par étalement sur boite de Petri par la méthode microbiologique [231].
La méthode de préparation des bactéries ciblées consiste a ajouter une colonie d’E.coli B
a 4 mL de milieu de culture composé d’une suspension de TSB (bouillon caséine-soja).
La culture bactérienne est incubée pendant 18h afin de permettre une croissance
bactérienne de 10% ufc.mL"! (unité formant une colonie). De plus, un bouillon de gélose
consistant en une suspension de 3% de poudre de TSB et de 0,5% de gélose en eau
purifiée est préparé. Aprés ébullition du bouillon et équilibre a 52°C pendant 2h, une
goutte (25 ul) de culture bactérienne est ajoutée a 3 mL de bouillon. Enfin, le mélange
bouillon/bactéries est versé sur la couche de gélose TSA (gélose de soya trypsique) en

boites de Petri.

2. Ajouter 5 mL de milieu semi-solide tempéré a 50°C a 200ul de la bactérie hote.
Mélanger délicatement pour former une suspension uniforme évitant la formation de
bulles d’air. Doubler les volumes pour des dupliquas de boites de Petri. Le milieu semi-
solide - utilis¢ comme couche supérieure, appelée aussi couche top agar, contenant les
bactéries a contréler avec le papier bioactif - est préparé en ajoutant 0,5% d’agar

(élément permettant la semi-solidification de la couche supérieure) au bouillon de TSB.
3. Ajouter a la surface de boites de Petri de TSA et laisser se solidifier durant 5 minutes.

4. Découper le papier bioactif fabriqué en disques de 6 mm ou de 2,54 cm de diametre.
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Les résultats de douze échantillons de disques bioactifs de 6mm de diamétres peuvent
étre obtenus avec une seule boite de Petri. Cette rentabilisation de ’utilisation maximale
de chaque boite de Petri est un ingrédient clé pour augmenter considérablement le
nombre de réponses expérimentales, dégager des résultats statistiquement satisfaisants,
et isoler I’effet de I’erreur expérimentale liée a certains facteurs tels que I’uniformité des
propriétés physiques du papier utilisé, et la densité de I’agar utilisé. La taille de 6mm de
diametre s’avére particulierement intéressante a I’analyse par traitement d’image de la
bioactivité des papiers a I’aide d’un stéréoscope. C’est aussi la taille de disque obtenu

par les principales poingonneuses manuelles papier.

Les disques mesurant 1 pouce (25,4 cm) de diametre ont été€ principalement utilisés pour
réduire I’erreur expérimentale probable lors de 1’ajout d’une infirme quantité de phages
a la surface du papier, lors de I’étape d’étude de I’influence de I"humidité sur ’efficacité
du papier bioactif, introduite 4 la section 4.2.6. La découpe circulaire des échantillons
de papier bioactif permet une reproductibilité des résultats de quantification de la
bioactivité, en supprimant les variations lies a I’effet de la taille et de la forme des
papiers bioactifs. La forme circulaire permet aussi de vérifier ’uniformité symétrique
souhaitable de la zone de lyse autour de la forme symétrique des disques de papiers

bioactifs.

S. Transférer les disques de papiers bioactifs a la surface de la couche semi-solide en
utilisant une pince stérile, de maniére stérile a proximité d’un bec Bunsen pour éviter la

contamination des boites de Petri.

6. Incuber pendant une nuit a 37°C pour la bactérie E.coli et 25°C pour la bactérie

Listéria et Salmonella.

7. Mettre en place un dispositif pour prendre une photo de chaque disque de papier de
maniére a avoir une exposition verticale de ’objectif sur le disque de papier,
une distance constante entre 1’objectif et 1’échantillon, et des conditions de luminosité
suffisantes pour distinguer le contraste entre 1’aire de la zone de lyse et la surface semi-
solide turbide. Le dispositif doit également permettre de photographier des disques de

papiers bioactifs ayant de larges zones de lyse.



138

8. Prendre des photos de chaque échantillon en utilisant le dispositif précédent.

9. Etalonner I’image a I’aide du logiciel en mesurant les pixels correspondants au

diameétre des disques d’échantillons.

10. Appliquer des macros de traitement d’image a chaque image (tiche automatisée avec

Photoshop) pour faciliter I’exécution de 1’étape suivante.

11. Sélectionner de maniere semi-automatique 1’aire de la zone de lyse en utilisant
’outil de sélection rapide de Photoshop CS3 pour une reproductibilité des sélections et

une réduction de I’erreur expérimentale.

12. Utiliser 1’outil du logiciel pour compter le nombre de pixels de la zone de lyse et

déduire la zone de lyse en mm? grace a la calibration de 1’étape 9.

La bioactivité des phages sur le papier est exprimée en ’aire de la zone de lyse A [mm?].
De plus, puisque la bioactivité peut étre influencée par la quantit¢ de phages sur le
papier, nous proposons une notion de bioactivité spécifique des phages sur le papier As

soit I’aire de lyse A divisée par le grammage déposé, exprimée en [m*.g!].

13. Exporter les résultats sous Microsoft Excel (ou similaire) pour permettre le calcul

des moyennes de zones de lyse et les écarts type.

La méthode de quantification que nous proposons ci-dessus s’est avérée fiable pour nos
objectifs de recherche aprés avoir déterminé et contrdlé les parametres influengant
significativement les résultats de quantification. Nous avons observé, ultérieurement a la
section 2.5, que I’humidité du papier est un paramétre influengant significativement les
résultats de la méthode de quantification développée. Le développement de cette
méthode de quantification permet d’anticiper les paramétres significatifs qui vont aussi

influencer I’efficacité du papier bioactif lors de son utilisation finale.

Parmi ces paramétres significatifs, nous comptons la matrice alimentaire, 1’humidité du
milieu de conditionnement. D’autres parameétres significatifs peuvent exister selon le
cahier des charges d’utilisation finale d’un papier bioactif, notamment les aspects

chimiques liés & la matrice alimentaire.
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11 faut aussi considérer que d’autres paramétres pourraient étre découverts lors de la mise
a I’échelle industrielle de la fabrication d’un papier d’emballage bioactif. Comme axe de
poursuite de ce travail, un plan d’expérience pourrait étre utile pour quantifier les
interactions qui existent entre les différents paramétres significatifs et pour évaluer les
effets combinés des parametres. Il faut aussi noter que cette méthode n’est pas
transposable aux phages dont la bactérie hote ne forme pas de tapis sur de I’agar solide,
ni aux phages dont le rendement de progénitures est insuffisant pour former des plages
visibles. La question qui demeure est la quantification de la bioactivité des papiers en
conditions réelles de contact alimentaire. Pour cela, les papiers bioactifs devront étre mis
au contact d’un alimentaire solide, mélanger 1’aliment a tester et le papier bioactif a
’aide d’un broyeur microbiologique, couramment appelé Stomacher, dans lequel 2
marteaux plats frappent alternativement 1’échantillon contenu dans un sac polyéthyléne
stérile contre une paroi lisse. Le dénombrement des bactéries se fait ensuite & partir de la
phase liquide [232]. Cependant, broyer les aliments avec le papier bioactif pour en
évaluer lefficacité est loin de représenter des conditions réelles d’utilisation.
Pour raisons évidentes de temps et de I’étendue du travail considéré (ici hors sujet),
I’influence de la matrice alimentaire qui pourrait interférer entre les bactéries et les
phages, n’a pas été prise en compte, et la surface contaminée d’un aliment par un tapis
de bactéries sur milieu de culture a été¢ remplacée par un tapis de bactéries sur boite de
Petri. La préparation d’un aliment contaminé par des bactéries est une étape de
validation de I’efficacité des papiers bioactifs en conditions réelles, dans le cadre de la

poursuive du présent travail.

En guise de conclusion de la méthode développée pour la quantification de papier

bioactif, quatre précisions doivent étre apportées.

Premi¢rement, la visualisation des plages individuelles ne permet pas seulement
d’énumérer les phages. Les plages de lyses sont a la base de I’isolation des phages,
de la caractérisation des phages a partir de la morphologie de la plage de lyse selon que
la lyse soit claire ou turbide, la taille de la plage, 1’absence ou la présence d’un halo.
Deuxiémement, la taille et la morphologie des plages de lyse peuvent étre influencées

par plusieurs facteurs tels que la taille des phages, la nature tempérée des phages ou
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I’état de complétion de la lyse bactérienne. Troisiémement, la visibilité des plages de
lyse pourrait étre améliorée par I’ajout de colorants d’oxydoréduction au top agar a
50-300 pug.mL'. Ceci aurait pour effet qu’avec la croissance des bactéries, le colorant
incolore et soluble serait réduit en rouge formazan insoluble, permettant I’amélioration
de la visibilité des plages de lyse qui deviennent incolores sur un fond rouge [233].
Finalement, la taille des plages de lyse peut étre améliorée par différents moyens tel que
I’ajout d’azoture de sodium (NaN3) accompagné d’une plus longue période d’incubation
[234], une réduction de la concentration d’agar de 0,5% a 0,3%, une incubation

anaérobie de 24 heures suivie d’une incubation aérobie de 16 heures [235].

5.3 Estimation de la résistance mécanique des agents bioactifs

Cette section présente les résultats de calcul des ordres de grandeur de la résistance
mécanique des agents bioactifs aux contraintes de fabrication de papier bioactif. Ces
calculs supportent les études de la résistance mécanique des enzymes (section 5.1) et des
phages (section 5.4 et 5.6). Bien qu’il n’y ait pratiquement aucune évaluation réelle de la
résistance mécanique d’agents bioactifs, notamment des phages, nous nous sommes
intéressés a en calculer ’ordre de grandeur afin de comprendre si, d’un point de vue
mécanique fondamentale, ces agents peuvent résister aux contraintes qui leur sont

imposées.

La pression P exercée entre une pince d’impression est habituellement de I’ordre de

P~1MPa [189] alors que le tenseur des contraintes de cisaillement o;; dépend du taux de

cisaillement 7,] et de la viscosité nde I’encre selon I’équation (2) ou le taux de

cisaillement ¥;; = (0V;/0X; + 0V /0X;) dépend des gradients de vitesse du fluide.

G; = n(Y)YU 2

La rhéologie du fluide est incluse dans la dépendance au taux de cisaillement de la
viscosité. Cependant, pour avoir un ordre de grandeur, le fluide est considéré comme

newtonien (ce qui est probablement le cas pour nos solutions de phages).
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Lors d’un transfert de fluide entre des pinces d’impression comme en couchage par

rouleau, le taux de cisaillement peut étre estimé par y ~ ¢/, /4 [236] ou Up est la vitesse

du papier et d est la distance entre les rouleaux d’impression.

Pour une vitesse d’impression Up=Im.s™! et d=1um, le taux de cisaillement est environ

de y=10%" ce qui se traduit dans le cas de ’eau comme solvant par une contrainte

o=1kPa. Mais ceci n’est qu’une contrainte (une force par unité de surface).

Pour une longueur typique de biomolécule de 10nm, la force exercée sur celle-ci est:
f =oR:=10"”"N=0,IpN 3)
De méme, la force exercée par une pression a la surface de la biomolécule est:

f =PR:~10""N=100pN @)

Ces forces peuvent apparaitre faibles, mais leur échelle est comparable aux forces
typiquement nécessaires pour rompre les liaisons chimiques de molécules complexes

[237].

Il est difficile d’estimer convenablement les taux de cisaillement qui ont lieu dans les
procédés d’impression conventionnels tels que la gravure ou la flexographie.
Cependant, ils doivent tout de méme rester dans 1’ordre de grandeur des estimations
données par I’équation (3) et (4). Ainsi, nous en concluons avec une bonne
approximation que si les forces exercées sur un phage (ou toute molécule bioactive de
taille similaire) dans une pince d’impression sont grandes, elles ne sont pas trop grandes

pour détériorer les fonctions biologiques des molécules bioactives.

Méme si les agents bioactifs sont des protéines complexes, ils sont essentiellement
formés de chaines organiques analogues a des polymeres. Les solutions diluées de
polymeres idéaux sont essentiellement caractérisées par leur rayon Ro et la viscosité 1 du

solvant.
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La force f(r) nécessaire a étirer le polymére par une distance r peut étre calculée
selon [238] I’équation (5), ou T est la température et ks=1,38 102* J.k'! est la constance
de Boltzmann.

kT
f(r)~3 RBz r 3)

0

Considérant la biomolécule dans de I’eau, Ro~5nm pour une viscosité 1=10" Pa.s.
La force nécessaire a étirer le polymeére par une distance Ro est donc f(Ro)~5pN,

ce qui est a I’échelle des forces exercées par la presse d’impression.

En outre, le temps de relaxation ou temps nécessaire pour retrouver la forme d’équilibre

d’une chaine de polymere idéale est défini [238] selon 1’équation (6) :

nR,
k,T

TR (6)
Pour les mémes parameétres de calculs de force, le temps de relaxation est de t~0,1us.
Lorsque comparé aux taux de cisaillement, le produit yt =0,1, ceci signifie que la pince

exerce seulement une faible perturbation [238] sur les biomolécules, probablement

insuffisante pour détériorer leurs fonctions biologiques.

5.4 Résistance des phages aux contraintes d’impression gravure

Cette section présente et analyse les résultats du plan expérimental décrit a la section
4.2.4 (Etape 4 — Etude de la résistance des phages aux contraintes d’impression gravure :

vitesse et pression).

Considérant la caractérisation du transfert d’encre avec I’impression gravure, la Figure
5-7 illustre le profil tridimensionnel de surface du cylindre d’impression utilisé, obtenu
par un profilomeétre optique Wyko NT1100. Le cylindre d’impression utilisé présente
une couverture d’impression de 42%, un rayon d’alvéole de 95um et une profondeur de

29um.
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Figure 5-7 Profil tridimensionnel de surface du cylindre d'impression utilisé

La caractérisation du transfert d’encre est évaluée en ajoutant un colorant a la bioencre et
en enregistrant le changement de couleur du papier imprimé au moyen du
spectrophotomeétre (3.2.2). Les résultats [201] présentés a la Figure 5-8 montrent
essentiellement qu’une augmentation de la vitesse d’impression de 0,2 m.s™ a 2 m.s™!
n’affecte pas significativement le taux de transfert d’encre, tandis que la Figure 5-9
montre qu’une augmentation de la force d’impression de 100N a 300N tend a augmenter

le taux de transfert d’encre sur le papier [239].

La quantification de la bioactivité des papiers est réalisée selon la méthode présentée a la
section 4.2.2 et développée a la section 5.2. La Figure 5-10 illustre ’application de la
méthode. L’image a) de la Figure 5-10 montre les disques de papiers bioactifs au-dessus
du tapis bactérien, avant I’incubation de la boite de Petri. L’image b) de la Figure 5-10
correspond a I’évaluation qualitative de la bioactivité des phages, aprés incubation, a
I’aide du microscope stéréoscopique. Les zones qui présentent une activité bactérienne
sont visuellement turbides, et peuvent donc €tre différentiées des zones transparentes
dans lesquelles les phages ont détruit les bactéries. L’aire des zones transparentes peut
étre mesurée a ’aide d’analyse d’image en utilisant Adobe Photoshop CS3. L’image c)
de la Figure 5-10 est le résultat du traitement d’image, de la sélection de la zone de lyse,
et de la mesure de ’aire (en mm?) de la zone de lyse transparente (tableau inséré en bas
de I’image de droite). La section 5.2 fournit plus de détails sur I’utilisation de I’aire de la

zone de lyse comme unité de mesure de la bioactivité des phages immobilisés sur le

papier.
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Figure 5-8 Caractérisation du transfert d'encre selon la vitesse d’impression
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Figure 5-9 Caractérisation du transfert d'encre selon la force d’impression

Figure 5-10 Résultats de la quantification de la bioactivité des phages imprimés
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La quantité de phages déposés sur le papier a certainement un effet sur la bioactivité du
papier. Pour estimer cet effet, il est pratique d’utiliser I’aire spécifique de la zone de
lyse, équation (7), ou B est le grammage sec de la bioencre. Puisque le grammage est
habituellement mesuré en [g.m™], I'unité de I’aire spécifique de la zone de lyse est donc

en [m*.g’'].
(7)

Les résultats de I’étude de I’influence de la vitesse d’impression sur la bioactivité des
phages sont obtenus selon le plan expérimental section 4.2.1 (Etape 1 — Formulation
d’une bioencre a base de phages et I’imprimer sur papier) et section 5.2 (Quantification
de la bioactivité d’un papier bioactif a base de phages). La Figure 5-11 montre que les
phages restent bioactifs et ne sont pas affectés par une augmentation du taux de

cisaillement associé a une augmentation de la vitesse d’impression.
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Figure 5-11 Influence de la vitesse d’impression sur la bioactivité des papiers

En revanche, la Figure 5-12 montre que les forces d’impression élevées (entre 300N et
600N), donc la pression d’impression, réduisent la bioactivité des papiers, malgré une
augmentation du taux de transfert de la bioencre. La cause en est probablement la
pénétration accrue de la bioencre dans la porosité du papier. Les phages inclus dans la

porosité sont sous la surface du papier et donc inaptes a contacter les bactéries.
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Une augmentation du transfert d’encre n’est donc pas équivalente a une meilleure

bioactivité finale du papier.
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Figure 5-12 Influence de la force d'impression sur la bioactivité des papiers

5.5 Influence de '’humidité du papier bioactif a base de phages

Cette section décrit et analyse les résultats du plan expérimental décrit a la section 4.2.6

(Etape 6 — Etude de I’influence de I”humidité sur I’efficacité des papiers bioactifs).

Au cours des expériences de test d’impression des papiers bioactifs a base de phages,
nous avons réalisé que I’humidité ambiante, et donc le délai At avant la mise en contact
du papier bioactif avec les colonies de bactéries, influence significativement les résultats
de bioactivit¢ des papier. Pour les besoins de 1’étude, les papiers bioactifs sont
conditionnés a 90% d’humidité relative. Leur utilisation est effectuée a 30% d’humidité
relative. Il y a donc une chute du taux d’humidité du papier pendant cet intervalle de

temps.

Nous avons donc été amenés a étudier I’influence du temps At sur la bioactivité de
phages imprimés par héliogravure selon la méthode décrite a la section 3.3.3

(Impression gravure d’enzymes et de phages).
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Nous avons ensuite enregistré la bioactivité des phages en fonction du délai At entre la
sortie du papier bioactif de I’environnement initial contrélé a 90% d’humidité relative et
le contact du papier avec les colonies bactériennes. Les résultats illustrés a la Figure
5-13 montrent que la bioactivité des phages se maintient et est stable durant I’intervalle
At inférieure & 5 minutes. Apres ce délai, nous observons une réduction drastique de
I’infectivité de bactéries. La bioactivité du papier devient nulle apres des délais d’attente
At supérieurs a 8 minutes. Le taux d’humidité du papier aprés un délai d’attente de 8
minutes est de 5% (mesuré en tant que ratio entre le poids de 1’échantillon papier et le

poids sec de ce méme échantillon).
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Figure 5-13 Effet significatif de I'humidité sur I'efficacité des papiers bioactifs

L’effet de I’humidité des papiers bioactifs sur leur efficacité peut étre davantage
quantifié en considérant le séchage du papier. La Figure 5-14 montre I’influence du
temps de séchage sur la bioactivité de solutions de phages imprégnées sur le papier avec
la méthode décrite a la section 3.3.10. L’axe horizontal représente le pourcentage
d’humidité contenue dans le papier (poids eau/poids papier sec). L’axe vertical
représente 1’activité des phages exprimée en aire de zone de lyse A (mm?) pour les deux
papiers pulvérisés avec des solutions de 107 phages.mL™' (points rouges) et

10° phages.mL™! (points bleus).



148

Ces résultats montrent que la baisse du taux d"humidité pendant I’utilisation des papiers
bioactifs inhibe I’infectivité des phages. La possibilité pour que les phages deviennent &
nouveau bioactifs lorsque les papiers sont remouillés existe. Nous ’avons étudiée.
Des échantillons de papier qui ont été laissés sécher pendant une période plus longue
que 5 minutes & 30% d’humidité relative ont été réhumidifiés avec 10ul d’eau
physiologique stérile (solution stérile contenant 9 g de chlorure de sodium par 1000 mL
d'eau distillée), et incubés a 37°C pendant une nuit. Les résultats illustrés a la Figure
5-15 [207], montrent que la zone de lyse autour des échantillons confirme que les phages

redeviennent actifs aprés la réhumidification des papiers.
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Figure 5-14 Influence du temps de séchage sur la bioactivité des phages sur papier

Figure 5-15 Réactivation des papiers bioactifs aprés leur remouillage
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Le phénomeéne de réhumidification du papier a été davantage quantifié en faisant subir
des papiers bioactifs & base de phages a plusieurs cycles d’humidité. La méthode
expérimentale consiste a pulvériser une solution de phages de 107 ufp.mL"! sur un papier
non couché de 35 g.m? de grammage. La quantité totale de solution pulvérisée est de
40 g.m™. Le papier est alors séché dans un environnement contrdlé a 52% d’humidité
relative et & une température de 21°C, avant d’étre remouillé avec une pulvérisation de
40 g.m? d’eau stérilisée. Nous observons ensuite la bioactivité des papiers pendant

quatre cycles consécutifs.

La Figure 5-16 montre le pourcentage d’humidité contenue dans le papier mesurée par
rapport au poids du papier (axe vertical de gauche) ainsi que la bioactivité des papiers
(axe vertical de droite) mesurée avec I’aire de la zone de lyse. Le papier bioactif
imprégné avec des phages a 140% d’humidité est d’abord séché pendant une heure.
Apres une heure, le papier est réhumidifié avec de I’eau stérile et séché a nouveau.
Le cycle est ainsi répété deux autres fois, avec une mesure de la bioactivité a chaque

cinq minutes, dans des conditions contrélées a 52% d’humidité relative et 21°C.
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Figure 5-16 Influence de la réhumidification du papier sur I’activité des phages

La Figure 5-16 montre que la bioactivité du papier peut étre presque complétement

réactivée ou rétablie avec le remouillage du papier.
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Cependant, la baisse de la bioactivité semble étre plus abrupte avec chaque cycle de
séchage/réhumidification. Nous soupgonnons que le mouillage répétitif des papiers
bioactifs fait pénétrer les phages a I’intérieur de la structure de fibres, soit en dessous de

la surface du papier.

Nous avons quantifié la réactivation des phages par réhumidification des papiers dans le
but de pallier a I’effet dommageable de I’entreposage & long terme et du séchage
subséquent du papier. Bien que I’expérience précédente montre que la bioactivité se
rétablit lors d’une réhumidification du papier, telle qu’elle pourrait s’observer avec des
aliments humides, nous avons proposé ci-aprés une solution plus permanente.
L’utilisation de gélatine comme agent de rétention d’humidité est la deuxiéme solution
proposée [201]. La Figure 5-21 présentée a la section 5.6 montre I’effet bénéfique de
’utilisation de la gélatine sur la durée de conservation de papiers bioactifs fabriqués par
couchage a lame. Nous y démontrons que lors du couchage a grande vitesse d’un
mélange de phages et de gélatine, les phages peuvent aussi résister au séchage
infrarouge a haute intensité associé au procédé de couchage. La gélatine permet aussi
d’atténuer ’effet de décroissance rapide de I’humidité du papier bioactif dans le temps,

lorsque celui-ci est stocké en conditions d’humidité ambiante.

Lorsque les phages sont strictement utilisés en milieu liquide, I’effet d’un
environnement sec ne se pose pas. Lorsque les études [106, 223] de développement de
papiers bioactifs ne dépassent pas 1’échelle du laboratoire, peu d’attention est portée aux
contraintes d’application commerciale et aux conditions d’utilisation finales du papier
bioactif. Les résultats obtenus ici, ainsi que la méthode pour y arriver sont une
contribution originale [207] & I’influence du séchage et de la conservation & plus long
terme du papier sur la bioactivité des phages T4 utilisés. L’effet significatif de réduction
de bioactivité que nous avons montré lors du séchage du papier est également important
pour d’autres phages, et devra théoriquement étre reproduit dans le cadre de
développement de papier bioactif, notamment pour les phages EcoM-AG2, SboM-AG3,
LinM-AG8 spécifiques respectivement aux bactéries pathogénes E.coli O126:HS,
Shigella boydii et Listeria innocua [240].
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L’effet de la réhumidification du papier sur sa réactivation est quant a elle d’un grand
intérét pratique, notamment pour que 1’emballage bioactif soit efficacement emballé
avant d’étre utilisé, ainsi que pour que ’emballage bioactif soit utilisé dans un

environnement humide.

5.6 Résistance des phages aux contraintes de couchage

Cette section présente et analyse les résultats du plan expérimental décrit a la section
4.2.5 (Etape 5 — Etude de la résistance des phages aux contraintes de couchage 4 lame:

vitesse et pression).

La Figure 5-17 relie la bioactivité des papiers immédiatement aprés leur couchage a
I’espacement entre le papier et la lame docteur. Cet espacement permet de contrdler la
pression de la lame et, dans une certaine mesure, le transfert de la sauce de couchage au

papier.
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Figure 5-17 Influence de la pression de la lame de couchage sur la bioactivité

Une augmentation générale de la bioactivité avec I’augmentation de 1’espacement de la

lame docteur, soit lors d’une réduction de la pression de la lame, est d’abord observée.
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Cette augmentation de la bioactivité peut découler soit d’une augmentation du poids de
couche parce que plus de phages sont alors déposés a la surface qu’en profondeur du
papier soit d’une augmentation de la survie des phages au couchage provenant d’une

pression réduite de la lame de couchage.

Le facteur de poids de couche peut étre isolé en utilisant 1’aire spécifique de zone de lyse
(équation (7)), tel qu’illustré a la Figure 5-18. Le regroupement des données sur une
seule courbe implique que la viscosité n’a aucun effet sur la bioactivité autrement qu’en
fixant le poids de couche, i.e. I’augmentation des contraintes de cisaillement résultant
d’une plus grande viscosité n’est pas nuisible a ’efficacité des phages. La forme de la
courbe, montrant une plus grande aire spécifique de zone de lyse a des faibles poids de
couches, indique que ce n’est pas la totalit¢ des phages déposés sur le papier qui
participent & la destruction des bactéries. A un taux de diffusion de phages constant et a
une croissance bactérienne constante, 1’augmentation de la quantité de phages a peu
d’effet sur la croissance de la plage de lyse bactérienne [241]. Ces données confirment,
que ce sont les phages de surface et non le transfert total de phages qui est important.
Cependant, les modificateurs de viscosité de la sauce de couchage, tels que la gélatine
ou la CMC, peuvent avoir un effet sur la diffusion des phages et sur la croissance de

bactéries.

4100 cps
W250 cps
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Figure 5-18 Influence de la viscosité et du grammage sur la bioactivité spécifique
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L’influence de la vitesse de couchage sur la bioactivité des papiers est illustrée a la
Figure 5-19. L’espacement de la lame docteur est réglé a 0 et la bioactivité du papier est
mesurée immédiatement aprés le couchage. L aire de la zone de lyse a la Figure 5-19
affiche une légére diminution avec la vitesse de couchage. Il est cependant apparent que
les vitesses de couchage élevées, jusqu’a 600 m.min"!, n’ont pas compromis de maniére

appréciable la bioactivité des phages.
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Figure 5-19 Influence de la vitesse de couchage sur la bioactivité des papiers

La variation de la viscosité de la sauce de couchage de 100 mPa.s a 250 mPa.s n’a pas
eu d’effet significatif sur la bioactivité du papier, comme cela est montré par |’aire
spécifique de la zone de lyse a la Figure 5-20. Comme la modification de la viscosité de
la couche a été réalisée exclusivement grace a I’addition de CMC, nous pouvons
conclure que le CMC permet d’optimiser le taux de transfert de la sauce de couchage sur
le papier sans influencer I’effet de la sauce de couchage. Le CMC peut donc étre utilisé
comme modificateur de viscosité sans que celui-ci n’interfere significativement avec la
mobilité et I’efficacité des phages dans la structure de la gélatine. Cependant, la gélatine
est alors le véritable véhicule de transport et d’immobilisation de phages. Une
modification de la viscosité de la gélatine agirait sur la structure de la gélatine en

modifiant la mobilité des molécules de collagéne dans le liquide [242].
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La modification de la structure de la gélatine influencerait donc la nature
d’immobilisation des phages dans le gel, particuliérement lors de la formation du gel au
contact du papier lorsque la solution de gélatine est refroidie, et lorsque les molécules
mobiles s’agrégent en petits groupes de plus en plus grands, sous l’influence des
interactions hydrophobes et électrostatiques [242], jusqu’a former un gel. Les futurs
travaux d’utilisation de la gélatine devraient donc se poursuivre en isolant I’effet de la
modification de la viscosité de la gélatine et de la structure de la gélatine sur I’efficacité

des phages immobilisés dans la structure du gel.
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Figure 5-20 Influence de la viscosité et du grammage sur la bioactivité spécifique

Les résultats de la section 5.5 ont montré que le séchage des papiers bioactifs a un effet
significativement négatif sur la bioactivité des phages sur le papier. Dans cette étude, la
gélatine est principalement utilisée pour ses nombreuses propriétés physico-chimiques et

parce qu’elle apporte une humidification de longue durée a I’environnement des phages.

L’influence du temps d’entreposage sur I’efficacité de papiers bioactifs couchés a
600 m.min"!, pour 2 espacements de lame docteur, est illustrée a la Figure 5-21.
Le conditionnement est réalisé a température ambiante, dans 1’obscurité, sans controle

d’humidité.
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Les résultats montrent clairement que les papiers bioactifs a base de phages et de
gélatine peuvent retenir leur activité pendant une période de plusieurs jours.
De plus, ’augmentation du poids de couche, obtenu en utilisant un espacement de lame

de 4 au lieu de -2, augmente la durée de conservation de la bioactivité des papiers.
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Figure 5-21 Décroissance de la bioactivité en fonction du temps

5.7 Discussion de l'influence de la gélatine sur I'efficacité des papiers

bioactifs

En présence d’eau, la gélatine devient un hydrocolloide [243] ayant deux types de
propriétés fonctionnelles, soit la gélification et la capacité de former une matrice poreuse
autour des phages pour faciliter la diffusion des phages vers les bactéries. La premicre
propriété fonctionnelle pour laquelle nous avons utilis€ la gélatine est la capacité de la
gélatine a offrir un environnement de phages qui soit humide et qui réduise, voire qui
¢limine le taux d’humidité minimal de I’aliment emballé pour que les phages soient et
demeurent efficaces. En fait, la gélatine séchée a I’air contient typiquement entre 8
et 12% d’eau [243]. Cette quantité d’eau fournie, méme lorsque la couche de gélatine est
séchée, correspond a la quantité d’humidité additionnelle minimale entre 5 et 10%
(voir Figure 5-16, entre min 15 et min 45) dont le papier bioactif a besoin pour amorcer

une bioactivité rapide, indépendamment du taux d’humidité de I’aliment emballé.
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D’autre part, la gélatine peut soit absorber, soit dégager de ’humidité, en fonction de
’humidité de I’air environnant [243]. Cela implique une recommandation pour que le
papier bioactif soit emballé, dans un environnement barriére a la vapeur d’eau, qui
garantirait une humidité de la couche de gélatine pouvant facilement dépasser 12%,
avant |’utilisation des papiers sur un aliment trés sec. La littérature [243] rapporte qu’un
taux d’humidité de gélatine supérieure a 16% peut occasionner une croissance
bactérienne, auquel cas cela aurait un effet indésirable sur le papier bioactif.
En absence d’emballage barriére du papier bioactif, son colit additionnel est évité, et
c’est I’humidité -supposément élevée- de 1’aliment qui serait absorbée par la couche de
gélatine. Un flux d’humidité de I’aliment vers le papier remédierait a I’influence
négative du séchage du papier, tandis qu’un flux d’humidité du papier vers I’aliment

permettrait une diffusion des phages de la surface du papier vers I’aliment.

L’eau se conserve dans la gélatine parce que les molécules d’eau sont prises dans le
réseau tridimensionnel de la gélatine, en développant des liaisons physiques, soit liaisons
hydrogéne, avec les parties polaires carboxyles (-COOH), hydroxyles (-OH)
et groupements amines (—NHz2) de certains acides aminés hydrophiles qui composent le

collagéne.

La Figure 5-22 et la Figure 5-23 représentent des essais de mélange des phages avec de
la gélatine de type A (cationique) et de type B (anionique) a différentes concentrations
(5%, 9% et 13%). La gélatine est appliquée par simple déposition de goutte sur des
disques de papier. Les papiers sont séchés a environ 21°C et a4 30%HR pendant plusieurs

jours, avant d’étre testés pour le contrle de bactéries.
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Figure 5-22 Déposition de goutte de phages mélangés a de la gélatine de type A
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Figure 5-23 Déposition de goutte de phages mélangés a de la gélatine de type B



158

Ces essais ont tout d’abord démontré la biocompatibilité des phages et leur viabilité,
lorsque les phages sont immobilisés a I’intérieur du réseau tridimensionnel de la
gélatine. De plus, la gélatine permet d’obtenir une tres lente perte d’activité des papiers
et une plus longue conservation de la bioactivité des papiers, de 1’ordre du mois :
les papiers ayant perdu 83% de leur activité au bout de trois semaines avec cependant

une bioactivité rémanente satisfaisante.

De maniéere qualitative, les résultats de bioactivité des papiers en fonction du temps de
conditionnement, illustrés dans la Figure 5-22 et la Figure 5-23 traduisent le changement
observé des aspects des zones de lyse bactérienne avec le temps : les zones de lyse
deviennent segmentées, comme si le rayon d’action des phages diminuait.
La variabilité de la bioactivité des papiers est due a la difficulté de controler le poids de
la couche, déposée par goutte, a cause des difficultés de manipulation induites par la

gélification de la gélatine au moment du dépot.

Les essais préliminaires de déposition de goutte ont aussi montré que la bioactivité des
phages est légérement supérieure lorsque les phages sont mélangés a de la gélatine
cationique de type A (Figure 5-22), comparativement a [’utilisation de gélatine
anionique de type B (Figure 5-23). Le point isoélectrique de la gélatine de type A
(gélatine obtenue par traitement a l'acide) est de pH 8-9, comparativement a pH 4,8-5,5
pour la gélatine de type B (gélatine obtenue par traitement a l'alcali), signifiant qu’au
pH 7 utilisé, la gélatine de type A est cationique, tandis que la gélatine type B est
anionique. L’avantage d’utiliser de la gélatine cationique est en adéquation avec les
résultats, présentés a la section 5.8, qui montrent I’influence de la charge électrostatique
cationique sur la bioactivité des phages. Par ailleurs, la littérature rapporte I’effet connu
du pH de la gélatine sur les interactions entre la gélatine et les autres composants d’une
formulation donnée [242]. La différence de distribution des molécules entre les deux
gélatines peut contribuer a la différence en efficacité des deux gélatines : la gélatine de
type B contient un pic de poids moléculaires autour de 100000 g.mol"
(connus sous le nom de microgels), tandis que la gélatine de type A contient une

distribution plus large des poids moléculaires des composants de la gélatine [243].
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L’avantage substantiel de I'utilisation de la gélatine dans le cadre de la fabrication

d’emballages bioactifs alimentaires est li¢ a ses propriétés particuliérement intéressantes.

D’un point de vue physico-chimique, la gélatine est un mélange de chaines de polymeéres
de différentes longueurs qui forme une solution colloidale aussi appelée sol
(pour solution) qui, en refroidissant se transforme en gel et en se réchauffant redevient
sol, et ceci de maniére réversible [242] via le procédé appelé sol-gel [244].
La structure du gel formé par la gélatine provient de la structure du collagéne de type A,
a la base de la gélatine que nous utilisons, dont la structure est linéaire et ressemble a des
fibres. Il existe 4 niveaux de structuration du collagéne, de la séquence au repliement :
la structure moléculaire primaire®! est composée de trois chaines alpha dont deux sont
identiques (alpha 1) et une légérement différente (alpha 2). La structure moléculaire
secondaire®? du collagéne est telle que chaque chaine alpha est enroulée en une hélice
d’environ trois acides aminés par tour. La structure tertiaire®® du collagéne est un
entortillement des trois chaines alpha pour former une super hélice qui ressemble a une
corde rigide, et qui mesure 300 nm de long pour un diamétre de 1,5 nm.
La structure quaternaire® du collagéne est telle que les structures de base sont espacées

entre elles d’environ 75 nm a cause des distributions de charge [243].

L’espacement a I’intérieur de la structure tridimensionnelle du collagéne est du méme
ordre de grandeur de la taille des phages T4 que nous utilisons, soit 200 nm de hauteur
pour 20 nm de diamétre (section 2.3.4.1). La structure du collagéne est donc
particuliérement adaptée pour loger des phages T4, qui sont parmi les plus grands
phages, mais aussi des phages de plus petite taille. Les phages emprisonnés de maniere
efficace dans la structure de la gélatine, avec |’aide des forces électrostatiques
impliquées dans la formation du gel, peuvent diffuser vers I’aliment et rencontrer les

bactéries qui y sont présentes, avec 1’aide de I’eau contenue dans la gélatine.

¢! Succession linéaire des acides aminés sans référence a une configuration spatiale.
2 Repliement local de la chaine principale du collagéne,

%% Structure tridimensionnelle du collagéne,

® Liaisons inter-chaines non covalentes.
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L’utilisation de la gélatine a la surface des papiers bioactifs permet aussi de protéger
mécaniquement les phages des contraintes mécaniques environnantes. Cette propriété de
protection mécanique offerte par la gélatine est d’ailleurs exploitée pour la finition de la

surface des jeux de cartes en papier ou pour la restauration de livres anciens [242].

La gélatine a une propriété de protection colloidale qui consiste 4 empécher I’agrégation
de particules et de cristaux et a stabiliser une suspension hétérogéne [243].
La gélatine est plus efficace, et plus économique que les hydrocolloides disponibles tels
que I’amidon (500 fois plus efficace) et la gomme arabique (200 fois plus efficace)
[243], pour prévenir ’agglomération d’une solution fixative de formol. Cette propriété
est déja exploitée dans le couchage d’émulsions photographiques ou dans la fabrication
de creme glacée. De maniére semblable, la gélatine apporte donc une protection
colloidale des phages en suspension dans la sauce de couchage bioactive, empéchant les
phages de s’agglomérer, et offrant une meilleure distribution des phages sur la surface

du papier.

La capacité de moussage de la gélatine est une propriété de surface qui est due au fait
que certains acides aminés du collagéne sont hydrophiles et que certains acides aminés
sont hydrophobes et tendent a migrer vers les surfaces, réduisant la tension de surface a
’interface air/liquide [243]. Dans notre cas d’application, cette propriété de surface de la
gélatine permet de former une matrice poreuse autour des phages qui facilite la diffusion
des phages de I’emballage vers les bactéries présentes dans l’aliment emballé.
Par ailleurs, c’est la propriété de moussage de la gélatine qui est responsable de la
combustion de la téte d’allumette composée de gélatine [242]. Lors des étapes de
transfert technologique, 1’application de la gélatine sur le papier constitue donc un
compromis entre I’avantage indéniable du moussage de la gélatine sur les propriétés de
surface et sur la porosité de la couche bioactive, et la difficulté technique additionnelle
qui est occasionnée par le transport de mousse, quoique microscopique, sur le papier.

Notons que la formation de la mousse est considérablement influencée par le pH [242].

L’adhésion et la cohésion sont d'autres propriétés que nous recherchons pour le papier

bioactif. Le mot collagéne (a la base de la gélatine) dérive du mot grec pour colle.



161

La gélatine est un liant de sauce de couchage utilisé pour la fabrication de papier jet
d’encre. Elle garantit un séchage plus rapide de I’encre imprimée et une impression
mécaniquement tres stable, avec une augmentation significative de la densité de toutes
les couleurs, et ce, de manieére économique par rapport a 1’utilisation de pigments plus
dispendieux [242]. L’adhésion des phages sur la gélatine intervient lorsque la gélatine
couvre entiérement le contour de la surface des phages, tandis que la cohésion de la
gélatine sur le papier a lieu lorsque la couche bioactive de gélatine commence a se

gélifier en refroidissant sur le support papier poreux sur lequel elle est appliquée.

L’ajout de gélatine incorporée dans une couche bioactive permet d’une part de réduire la
perméabilité gazeuse de I’emballage bioactif, de maniére similaire a la propriété barriere
obtenue avec I’ajout de film de gélatine/formaldéhyde & la surface d’emballages de
polyéthyléne [242]. D’autre part, ’ajout de gélatine au papier déja biodégradable
continue d’offrir la biodégradabilité compléte de I’emballage alimentaire ainsi traité.
En effet, des films transparents d’emballage alimentaire complétement biodégradables
peuvent étre fabriqués a partir de films de gélatine durcis [245] et la gélatine technique
est déja utilisée comme collant pour les annuaires téléphoniques et les catalogues
notamment pour ses propriétés biodégradables [242]. Les propriétés de barriere a la
graisse de la gélatine modifiée [242] peuvent offrir une propriété barriere a la graisse a
I’emballage bioactif alimentaire. L’utilisation de la gélatine devient ainsi une alternative
durable a la propriété de barriecre a la graisse des emballages des aliments
préts-a-la-consommation obtenue par le couchage de télomeéres fluorés [246].
Ces derniers sont graduellement remplacés par les grands fabricants agroalimentaires,
[247] car ils se transforment en acides carboxyliques perfluorés, tels que le PFOA,
potentiellement cancérigéne [248], lorsqu’ils sont relargués notamment par les sacs de

mais & éclater destinés au four & microondes [249].

5.8 Influence d’une précouche cationique sur la bioactivité des papiers

Les résultats précédents ont démontré la résistance des phages aux contraintes de
fabrication. Cependant, la distribution des phages sur le papier peut influencer la

maniere dont les virus s’assemblent sur le papier.
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Dans cette étape, nous évaluons I’influence de la densité de charge cationique d’une
précouche cationique sur la bioactivité de phages appliqués en deuxiéme couche
supérieure. Cette section décrit les résultats [206] du plan expérimental de la section
4.2.7 (Etape 7 — Etude de I’influence de la nature d’immobilisation des phages :

utilisation d’une précouche cationique)

L’immobilisation de phages a d’abord été réalisée sur des précouches de PolyDADMAC
de hautes densités de charges cationiques variant entre 11 peq.mL™ et 470 peq.mL".
La Figure 5-24 représente la bioactivité du papier en fonction de la densité de charge de
la précouche cationique (section 3.3.9). L’intervalle de temps At (résultats section 5.5)

n’a pas €té controlé et a varié€ entre 1 et 12 minutes.
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Figure 5-24 Bioactivité de phages sur précouche a haute densité de charge

cationique

Malgré la large variabilité des résultats, il y a une tendance générale a la baisse vers une
bioactivité réduite des phages au fur et & mesure de I’augmentation de la densité de
charges cationique. Ceci est a priori surprenant et inattendu, puisqu’une augmentation
serait plutot attendue, a cause de I’augmentation de ’attraction entre la téte anionique

des phages et la surface cationique du papier.
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L’effet du PolyDADMAC pourrait s’expliquer par I’effet d’encombrement stérique des
polyélectrolytes et des phages a la surface du papier [250]. En effet, lorsque les
polyélectrolytes tels que le PolyDADMAC sont utilisés pour stabiliser des
nanoparticules tels que les phages, les polyélectrolytes combinent des effets de

stabilisation électrostatique et stérique [251].

Le résultat, quelque peu inattendu, peut étre expliqué par le fait que, au niveau
microscopique d’intérét (la taille des phages, 200 nm ou 0,2 um), la surface du papier
est rugueuse et non plane. La rugosité a I’échelle microscopique (3 um et moins) et la
surface spécifique méme du papier rendent plus complexe I’immobilisation en surface
des phages par rapport au substrat de polystyréne [107]. L’immobilisation des phages,
a cause des sillons et crétes qui composent en réalité la surface irréguliere du papier,
n’est plus nécessairement perpendiculaire, mais & angle par rapport au plan de la surface
du papier. L’effet de la rugosité pour obtenir une orientation perpendiculaire des phages
a la surface géométrique du papier agit a ’encontre de I’effet positif de la surface

spécifique du papier.

La baisse de la bioactivité pourrait aussi étre reliée a une incompatibilité entre la plage
de densités de charges de PolyDADMAC et la demande cationique de la solution de
phages pour permettre 1’orientation optimale des phages (téte « liée » a la surface du
papier). Cependant, cette explication ne peut étre retenue, car la densité de charges
cationiques de la précouche de PolyDADMAC [14 — 1200 peq.m] (section 3.3.9) est 5
a 300 fois inférieure a la demande cationique des phages sur le papier de 5200 peq.m

(section 3.3.10).

La grande variabilité des résultats est probablement reliée & un parametre expérimental
non contrdlé, tel qu’une adhésion non spécifique des phages a la surface du papier,
la variation du taux d’humidité du papier (section 5.5), la variation du taux de transfert
de I’impression gravure a différentes viscosités, ou la variation biologique normale

habituellement retrouvée lors des expériences de contrdle microbiologique [252].
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Afin de réduire la dispersion des données, les expériences ont été répétées, en contrdlant
le paramétre intervalle de temps At. Les résultats de la Figure 5-25 montrent une baisse
significative de la variabilité des données pour chacun des intervalles de temps

At [1-5 min], [6-9 min] et [9-12 min)].
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Figure 5-25 Bioactivité des phages immobilisés sur précouche hautement cationique

Dans le but d’améliorer le contréle de la bioactivité des phages et de réduire la
variabilité des résultats, la densité de charges cationiques de la précouche a été réduite,
et les papiers ont été lavés pour enlever les phages non spécifiquement adsorbés a la

surface du papier.

La Figure 5-26 démontre que I’augmentation de la densité de charges cationiques
de 0 a 144 peq.m? résulte en une augmentation de la bioactivité des phages.
Nous notons que les valeurs typiques d’aires de zone de lyse sont plus faibles que les
valeurs présentées a la Figure 5-25 et Figure 5-26. Nous attribuons cela a I’effet du
lavage du papier qui élimine les immobilisations non spécifiques des phages.
Cependant, les phages ont maintenu une grande bioactivité au papier a cause d’une

immobilisation efficace.
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La Figure 5-26 montre également la bioactivité des phages en fonction de I’intervalle de
temps At pour les différentes densités de charges cationiques. L’activité des phages
immobilisés sur le substrat papier sans aucune précouche (0 peq.m?) démontre I’effet de
décroissance de ’humidité du papier sur I’efficacité du papier bioactif dans le temps,

tel que cela a été démontré précédemment a la section 5.5.
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Figure 5-26 Bioactivité des phages immobilisés sur précouche légérement

cationique

Les résultats de cette étude démontrent donc D’effet positif d’une précouche de
polyélectrolyte cationique sur la bioactivité des phages, mais surtout a faibles densités de
charges cationiques. Le principal effet de la couche est d’augmenter I’orientation
spatiale des phages perpendiculairement a la surface du papier. Cette optimisation est
trés importante parce qu’elle augmente 1’infectivité des phages et la sensibilité¢ du papier
bioactif, ce qui accélére la destruction de pathogénes et/ou ralentit le développement des

bactéries.

Bien que D’efficacité et la sensibilité de la méthode de fabrication avec précouche
cationique puissent encore étre optimisées, nous avons démontré qu’une précouche de

polyélectrolyte cationique promeut la bioactivité des phages a la surface du papier.
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A faible densité de charges cationiques, la bioactivité des phages est élevée et augmente

2

avec la densité de charges jusqu’a une valeur optimale a 173 peq.m™, a partir de

laquelle la bioactivité des phages atteint un plateau [206].

L’influence de la densité de charge cationique de la précouche s’explique par une
influence sur ’agrégation des nanoparticules de phages T4, ainsi qu’un effet sur la
couverture des phages sur la surface de la précouche cationique. Notre interprétation des
résultats obtenus avec le papier rejoint ’analyse des résultats d’une étude comparable

d’immobilisation de phages sur une surface aminosilanisée [224].

L’analyse des résultats se base sur les affinités entre la précouche de PolyDADMAC
adsorbé a la surface du papier et les phages. D’une part, la surface de papier comprend
des hydrogels de cellulose amorphe et d’hémicelluloses qui sont 1égérement anioniques
[90]. Le degré de cristallinité des fibres de cellulose est d’environ 50% [253], et ce sont
seulement les zones amorphes de la cellulose qui gonflent en présence d’eau et qui sont
susceptibles de réactions chimiques [90]. Lorsque le papier est mouillé par la précouche,
seules les molécules cationiques telles que le polyélectrolyte PolyDADMAC
(section 3.1.8) ont une forte tendance a s’adsorber sur la surface inaltérée des fibres
mouillées de cellulose [216]. D’autre part, la charge électrostatique globale des phages
(incluant la téte des phages) est négative, selon une étude publiée en 1978 par
Serwer et al. portant sur le phage T7, un phage similaire au phage T4, tandis que la
charge électrostatique de la partie bioactive des phages, i.e. les fibritines des phages est
légérement cationique [254]. Les composants majeurs des protéines de la capside du
phage T4 ont un point isoélectrique entre les deux pKa 4.8 et 6.2 [255, 256] signifiant
que la téte des phages posséde une charge nette négative au-dela de ce pH.
La revue de littérature sur I’exploitation de I’énergie électrostatique pour immobilier des
phages sur une surface en est visiblement a ses premiers balbutiements.
Les premiéres études d’assemblage et d’organisation de tétes de phages T4 sur une
surface en verre aminosilanisée ont été obtenues en 2009 [224] grace a des images
topographiques, en utilisant la microscopie a force atomique. Cette étude [224]
confirme la charge anionique nette globale des phages et de tous les virus, avec un point

isoélectrique global (pKa) du phage T4 d’environ 4.
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5.9 Influence de la porosité du papier sur I'efficacité des papiers bioactifs

Les matériels choisis et les méthodes développées dans les chapitres précédents sont ici
utilisés afin d’étudier I'influence de la porosité sur I’efficacité du papier bioactif.
Cette section présente et analyse les résultats [208] du plan expérimental de la section

4.2.8.

La Figure 5-27 [208] montre les résultats du taux de transfert d’encre imprimée sur les
papiers a humidité contrélée RO a RS. En plus de la diminution attendue du transfert
d’encre avec I’augmentation de la vitesse d’impression et la diminution de la pression,
le taux de transfert d’encre augmente avec la perméabilité a I’air du papier.
Sous les mémes conditions d’impression choisies, une structure plus ouverte du papier
permet une plus grande prise et une plus grande rétention d’encre, ce qui devrait se

traduire par une amélioration de I’application de phages sur le papier.
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Perméabilité a I’air (mL/min)
Figure 5-27 Caractéristiques de transfert d'encre des papiers R0 a RS

La méthode de quantification de la bioactivité des papiers bioactifs a base de phages a
partir de 1’aire de la zone de lyse est introduite & la section 5.2. Le bien-fondé et la
fiabilité de cette méthode est illustrée a la Figure 5-28 qui montre la bioactivité de
papiers bioactifs a différentes perméabilités a 1’air, en fonction de la quantité de phages

déposés sur les papiers.
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La Figure 5-28 présente les zones de lyse obtenues avec des papiers de base ayant
5635 mL.min™" et 11 mL.min"! de perméabilité a I’air, formés respectivement des pates
RO et R4. Les échantillons de papier sont imprégnés de solutions de phages de 80 ul a
des concentrations variant de 10* & 10° ufp.mL"!, et incubés pendant 12h. Pour s’adapter
aux besoins de I’étude, les zones de lyse sont mesurées autour d’échantillons circulaires

de 2,54 cm de diametre, découpés des papiers formés par formette dynamique.

800

m R4 (11 mL/min de perméabilité a I’air)
o~ 10 | ¢ RO (5635 mL/min de perméabilité a I’air) ]
E
E o0
« [ |
g %0 B |
= ¢
3 400 *
L
2 300
N
« ¢
= 200
L
=
2 100 L4
<
0 L #
$.0E+02 8.0E403 8.0E <04 8.0E+05 8.0E+06 8.0E+07

Nombre de phages par disque de papier
Figure 5-28 Bioactivité des papiers en fonction du nombre de phages déposés

La Figure 5-28 montre clairement que 1’augmentation du nombre de phages sur le papier
conduit & une augmentation de la zone de lyse, i.e. une augmentation de la bioactivité du
papier. Cela confirme également qu’une concentration minimale de phages est
nécessaire pour que la bioactivité des phages sur le papier puisse étre détectée avec la
mesure de la zone de lyse. La Figure démontre aussi clairement que la structure du
papier, tel qu’indiquée par la perméabilité a 1’air, a une influence sur I’aire de la zone de
lyse : la structure ouverte du papier RO avec une grande perméabilité a 1’air produit une
plus petite zone de lyse que le papier R4 avec une petite perméabilité a ’air, i.e. avec
une structure plus fermée. L’effet est vraisemblablement dii & la différence en
concentration de phages a la surface du papier. En effet, les phages ont tendance a
pénétrer dans la masse de la structure des papiers ayant des perméabilités a I’air élevées,
mais vont se concentrer principalement a la surface de papiers avec une faible

perméabilité a I’air : c’est un effet de structure de surface ou de porosité de surface.
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A concentration et volume égaux, il y a plus de phages a la surface du papier qui
peuvent infecter des bactéries pour les papiers avec une faible perméabilité a I’air

comparativement a des papiers avec une grande perméabilité a I’air.

Les résultats illustrés a la Figure 5-29 montrent que la bioactivité du papier décroit
drastiquement avec |’augmentation de la perméabilité a I’air du papier, malgré

I’augmentation du taux de transfert d’encre montrée a la Figure 5-27.
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Figure 5-29 Influence de la perméabilité a I’air du papier sur la bioactivité

Ces résultats confirment notre hypothése qu’une structure de papier plus fermée,
obtenue a travers le raffinage de fibres, maintient les phages a la surface du papier, ce
qui rend la bioactivité du papier plus efficace. La porosité du papier est donc un facteur
significatif lors du développement d’un papier bioactif a base de phages. L’uniformité de
la porosité d’un méme papier de base a moins d’impact sur la bioactivité des papiers que
I"utilisation de deux papiers ayant des porosités significativement différentes telle qu’un
papier a base de pate 100% NBSK raffinée a 550 mL de CSF et un papier a base de péte
raffinée 100% NBSK a 450 mL de CSF. L’ optimisation de la porosité du papier de base
pour la fabrication de papier bioactif doit s’accompagner d’une étude
technicoéconomique pour trouver le compromis entre le colit énergétique additionnel de
raffinage de la pate et la qualité d’immobilisation des phages sur le papier, obtenue avec

une structure de papier plus fermée [208].
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Chapitre 6 - Conclusions

6.1 Conclusions générales

En premier, la faisabilit¢ de développement et de fabrication économiques a grande
échelle d’emballages bioactifs pour le contrle de contaminations alimentaires a été
établie. De plus, notre travail a contribué a répondre a plusieurs questions, certaines
d’ordre pratique, d’autres fondamentales, sur les paramétres de fabrication,

des domaines jusqu’a présent inexplorés.

L’aspect pratique qui a guidé ces travaux de doctorat est essentiellement lié aux
considérations commerciales et industrielles de la fabrication de papiers bioactifs a
grande échelle : soit les critéres de performance de bioactivité, de colit, de toxicité,
de biocompatibilité, de respect des réglementations de contact alimentaire et de fragilité

des agents bioactifs aux contraintes de fabrication et de séchage.

Nous avons montré que les bactériophages s’avérent des agents bioactifs a la fois
pertinents et efficaces a cause de leur résistance et de leur facilité d’utilisation dans la
fabrication de papiers bioactifs pour le contréle ciblé de bactéries. Pour les applications
de détection de bactéries, nos travaux préliminaires ont montré que les enzymes sont

particulierement prometteurs.

Par exemple, c’est la premiére fois que des bactériophages sont transférés a la surface
d’un substrat papier, démontrant ainsi que des techniques d’impression et de couchage
traditionnelles peuvent étre utilisées pour la fabrication de papiers bioactifs.
Nos résultats sont directement transférables au niveau industriel. C’est en ce sens qu’il
est possible de conclure que la recherche menée dans le présent travail est pionniere et

originale.
Méthode d’évaluation de la bioactivité des papiers bioactifs a base de phage

La littérature rapporte seulement des méthodes de quantification microbiologique ou

moléculaire réalisées en milieu liquide.
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L’une des conclusions majeures de ce travail est qu’une méthode de quantification
originale et acceptée par la communauté scientifique que nous avons développée et
proposée est maintenant disponible pour tester la bioactivité de papiers d’emballage
bioactifs a base de phages en conditions représentatives de la présence de bactéries au

contact des papiers bioactifs.

La découpe circulaire des papiers bioactifs avec une simple poingonneuse manuelle
papier permet d’obtenir des résultats fiables, reproductibles, pratiques et trés faciles
d’opération. L’indice qui permet de quantifier précisément I’efficacité des phages sur le
papier a détruire les bactéries consiste simplement & mesurer 1’aire circulaire de la zone
de lyse des bactéries au contact des papiers bioactifs placé sur boite de Petri. Nous avons
clairement montré que 1’augmentation du nombre de phages sur le papier conduit & une
augmentation de la zone de lyse, i.e. une augmentation de la bioactivité du papier. Nous
avons aussi proposé un indice de bioactivité spécifique des phages sur le papier As, qui
tient compte de I’influence de la quantité de phages sur I’efficacité des papiers. Pour
rendre I’essai encore plus accessible, rapide et facile d’utilisation, un programme
informatique dédié a la mesure de la zone de lyse autour du papier bioactif a méme été

développé par un étudiant stagiaire en informatique, sur la base de nos résultats.

Le grand intérét d’une telle méthode de test, au niveau de la recherche, est d’associer les
phénomeénes impliqués dans les trois disciplines des sciences de la vie, des sciences des
matériaux, et des sciences de la surface telles que les mécanismes fondamentaux
d’interactions entre les phages et les bactéries et la théorie de la zone de lyse, I’influence
des propriétés physiques du papier tel que la porosité, et la nature de I’immobilisation
des phages sur le papier. La méthode proposée contribue aux retombées bénéfiques

concrétes des applications industrielles des papiers bioactifs pour le grand public.
Résistance physique des enzymes et des phages aux contraintes de fabrication

Nous avons calculé de maniére fondamentale les ordres de grandeur de la résistance

mécanique des agents bioactifs aux contraintes de fabrication des papiers bioactifs.
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Nous en avons conclu avec une bonne approximation que si les forces exercées sur un
agent bioactif dans une pince d’impression sont grandes, elles ne le sont pas trop pour

détériorer les fonctions biologiques des molécules/agents bioactifs.

De maniére pratique, nous avons expériment¢ la résistance des enzymes et des phages

aux contraintes de fabrication des papiers bioactifs.

En ce qui concerne les enzymes, et dans les conditions expérimentales d’impression
utilisées, nous avons trouvé qu'une faible porosité de surface des papiers
(LWC, couchés légers) permet une meilleure réponse colorimétrique (efficacité)
des papiers a base d’enzymes. Nous avons montré que les enzymes ne sont pas affectées
négativement par la modification de la viscosité de la bioencre par I’ajout de la
carboxyméthylcellulose (CMC), jusqu’a une viscosité optimale de 50 mPa.s;
ce qui coincide avec la viscosité optimale de transfert d’encre sur le papier par
impression gravure. Nous avons cependant découvert que la vitesse d’impression a un
effet négatif sur la bioactivité des enzymes imprimés sur le papier, alors que la pression

d’impression a plutdt un effet global positif sur la bioactivité des enzymes.

En ce qui concerne les phages, nous avons observé que la faible porosité de surface des

papiers permet un excellent transfert de la bioencre a base de phages.
L’ajout de la carboxyméthylcellulose (CMC) pour modifier la viscosité de la bioencre
n’affecte pas négativement I’efficacité des phages. Nous avons découvert que
I’augmentation du taux de cisaillement associ¢ a une augmentation de la vitesse
d’impression n’affecte pas significativement ’efficacité des phages sur le papier.
En revanche, les pressions d’impression élevées réduisent la bioactivité des papiers,
malgré une augmentation du taux de transfert de la bioencre a base de phages.
Nous avons alors découvert que la bioactivité du papier est négativement affectée par la
pénétration accrue des phages dans la porosité du papier. Les phages inclus dans la
porosité sont sous la surface du papier et donc inaptes a contacter les bactéries.
Nous avons découvert qu’une augmentation du transfert de phages n’est pas équivalente

a une meilleure bioactivité finale du papier.
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Pour le couchage des phages, nous avons montré que la réduction de la pression de la
lame docteur sur le papier, i.e. ’augmentation de I’espace entre la lame docteur et le
papier, a comme effet significatif d’augmenter I’efficacité des papiers bioactifs.
Nous I’expliquons par une déposition des phages davantage a la surface du papier qu’en
profondeur, ainsi qu’une pression réduite de la lame de couchage.
Nous avons démontré qu’une augmentation de la viscosité n’a pas d’effet significatif sur
la bioactivité autrement qu’en fixant le poids de couche, ie [’augmentation des
contraintes de cisaillement résultant d’une plus grande viscosité n’est pas nuisible a
I’efficacité des phages. Nous avons conclu que ce n’est pas la totalit¢ des phages
déposés sur le papier qui participent a la destruction des bactéries; i.e. nous avons
observé une plus grande aire spécifique de zone de lyse a des faibles poids de couche.
Nos résultats confirment que ce sont les phages de surface et non le transfert total de
phages qui est important. Nous avons observé que la CMC peut étre utilisée comme
modificateur de viscosité de la sauce de couchage, sans que celle-ci n’interfere
significativement avec la mobilité et I’efficacité des phages. Nous avons aussi montré
que I'utilisation de la gélatine avait un effet positif sur la diffusion des phages et la
bioactivité des papiers. Paralléelement, nous avons découvert que des vitesses de
couchage élevées, jusqu’a 600 m.min”', ne compromettent pas de maniére appréciable la

bioactivité des phages.

Ces travaux et conclusions sont significatifs, car ils répondent a la question
fondamentale selon laquelle les agents bioactifs ne résisteraient pas aux contraintes de
fabrication a grande échelle des papiers bioactifs. L.’ impact industriel pratique est que la
fabrication a grande échelle de papiers bioactifs & base de phages par des méthodes
conventionnelles d’impression et de couchage est une option éminemment viable.
Pour leur part, les enzymes sont plus sensibles & une augmentation de la vitesse
d’impression alors que les phages sont plus sensibles a une augmentation de la pression
d’impression. Pour I’industrie des produits papetiers, l’impact est substantiel,
parce que des unités existantes d’impression et de couchage de papiers d’impression-
écriture peuvent désormais étre utilisées, pratiquement sans modification aucune,

pour la fabrication de produits plus rentables et de plus grande valeur ajoutée.
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Positionnement des phages en surface du papier

Nous avons démontré que I’immobilisation physique des phages en surface du papier est
suffisante pour fabriquer des papiers bioactifs durables. Non seulement le papier
n’influence pas négativement les mécanismes d’interaction entre les phages et les
bactéries, mais la structure poreuse du papier favorise la diffusion des phages vers les

bactéries.

Nous avons aussi vérifié I’hypothése selon laquelle la distribution des phages sur le
papier influe la maniére dont les virus s’assemblent. Nous avons aussi montré le
bénéfice d’une précouche de polyélectrolyte cationique PolyDADMAC sur la bioactivité
des phages appliqués en deuxieme couche supérieure, principalement a faible densité de
charges cationiques. Cependant, la rugosité du papier rend plus complexe I’optimisation
de [Dorientation spatiale des phages perpendiculairement a la surface du papier,

pouvant méme parfois agir a I’encontre de I’effet positif du PolyDADMAC.

Une structure de papier plus fermée, obtenue par raffinage des fibres, maintient les
phages a la surface du papier et améliore ainsi la bioactivité, et ce, bien qu’un papier a
structure plus « ouverte » (plus perméable), se traduise par un plus grand transfert et une
plus grande rétention des phages. Ce qui confirme I’importance de la structure du papier
pour a la fois maintenir les phages en surface et les retenir (mécaniquement) dans la
porosité de surface du papier et ainsi garantir une plus grande concentration de phages a

la surface du papier.

L’impact majeur de ces découvertes au niveau recherche est que les propriétés,
principalement de surface du papier, notamment rugosité et porosité, sont des parametres
de controle clés lors du développement de papiers d’emballage bioactifs.
Au niveau pratique, nous avons donc démontré que, par sa structure poreuse
tridimensionnelle, ajustable et modulable, le papier est un matériau extrémement
attrayant pour la fabrication d’emballages bioactifs. De plus, le papier est un matériau
« vert », fait a partir de fibres renouvelables dont les colts de production sont inférieurs

a la plupart des autres matériaux.
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Conservation des papiers bioactifs

En ce qui concerne les enzymes, nous avons montré une influence significative des

conditions de conditionnement sur I’efficacité de la bioencre et sur 'efficacité des
papiers bioactifs. Nous avons constaté que la lumiére de conditionnement est un
parameétre qui influence significativement 1’évolution temporelle de la couleur des

papiers bioactifs imprimés ainsi que la durée de conservation de la bioencre.

En ce qui concerne les phages, nous avons montré qu’une baisse du taux d’humidité du

papier, i.e. lors du séchage a température ambiante, réduit la bioactivité¢ des phages.
Parallélement, nous avons découvert que le séchage du papier ne détruit pas les phages,
mais que les phages ont besoin d’une humidité minimale pour diffuser a I’extérieur de la
porosité de surface et entrer en contact avec les bactéries. Lorsque I’humidité des papiers
bioactifs est minimale, les phages sont « inactifs », mais ils retrouvent leur efficacité
suite a un remouillage. Nous avons aussi démontré que les phages ne sont pas dénaturés
par plusieurs cycles de séchage/réhumidification. La robustesse des phages sur le papier
est une découverte majeure : I’humidité du papier est un parameétre additionnel de
controle a des fins d’optimisation de performance. D’un point de vue de la
commercialisation des papiers bioactifs, la conclusion est majeure : cela signifie que le
papier bioactif utilisé¢ pour protéger 1’aliment bénéficie en retour d’un effet de maintien

d’efficacité grace a I’humidité de 1’aliment emballé.

En ce qui concerne l’entreposage a long terme qui occasionne nécessairement un
séchage subséquent du papier, nous proposons I’utilisation de la gélatine comme agent
de rétention de I’humidité. Nous avons ainsi démontré 1’apport significatif de la gélatine
sur la durée de conservation des papiers bioactifs. De plus, la gélatine permet aux
phages de résister au séchage infrarouge a haute intensité lors du procédé de couchage.
Nous avons aussi proposé des raisons fondamentales reliées a la structure et a la
composition méme de la gélatine pour expliquer son influence positive sur la protection
des phages. En présence de gélatine, la conservation de la bioactivité des phages passe

de quelques minutes a plusieurs jours.
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En résumé, nous avons identifié, confirmé et explicité les effets bénéfiques de
I"utilisation de la précouche de PolyDADMAC et de la gélatine et I’importance majeure
de la structure de surface du papier sur la rétention et la conservation des agents bioactifs
en surface des papiers bioactifs. Pour la fabrication industrielle de papiers d’emballage
bioactifs, nous proposons que la gélatine de type A (cationique) utilisée seule peut
combiner 1) I’effet cationique du PolyDADMAC sur ’orientation des phages, 2) I’effet
de cohésion et de maintien de la couche bioactive, 3) une protection colloidale des
phages et une réduction substantielle de la température de séchage, et 4) une force de gel
qui protege mécaniquement les phages contre les contraintes mécaniques de

transformation et des conditions d’entreposage des papiers bioactifs a base de phages.

6.2 Travaux futurs
Utilisation d’autres phages ou de cocktails de phages

Pour des raisons de sécurité de nos laboratoires, nos travaux se sont concentrés sur le
phage T4 non pathogéne dont la forme est cependant similaire aux bactériophages
pathogeénes. L’étude devra donc étre étendue aux autres bactéries pathogeénes de

contaminations alimentaires, notamment Listeria, Salmonella et E.coli O157:H7.

65 de professeur Mansel Griffiths, Université de Guelph

Selon une proposition
(membre du réseau Sentinel), il serait ainsi nécessaire de poursuivre notre approche avec
des cocktails de phages, et ce, pour deux raisons principales. La premiére est reliée au
fait que les bactéries mutent rapidement et que ’utilisation, par exemple de plusieurs
souches de phages T4 (ou autres) ciblant la bactérie F. coli, maintiendrait I’efficacité
bioactive du papier indépendamment des mutations des bactéries. Cela donnerait aussi
aux bactériophages plus de latitude a muter eux-mémes. La seconde raison est reliée a la
nécessité de produire des papiers d’emballage bioactifs résistant & plusieurs types de
bactéries (cf. Listeria, Salmonella et E.coli O157:H7) de fagon a en généraliser les

usages et a augmenter le niveau de protection apporté a la société par de tels papiers

bioactifs.

% Communication verbale dans le cadre des réunions du réseau Sentinel.
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Ces futurs travaux ont par ailleurs été partiellement initiés au cours des travaux de
maitrise de Zeinab Hamzeh [226] et nos propres travaux (hors thése). La thése de
maitrise de Zeinab ciblait I’étude de la dynamique de cocktails de phages non
pathogenes de type T4. Pour notre part, des phages morphologiquement différents MS2,
V20 et V11, respectivement contre les bactéries pathogénes E. coli, Listeria et
Salmonella ont été testés en collaboration avec I'Institut de recherche canadien pour la
sécurité alimentaire (CRIFS) de I’Université de Guelph qui posséde un laboratoire de
sécurité de niveau 3 [22]. Tous les résultats ont démontré la robustesse de [’approche et

des travaux décrits dans cette thése, dont I’effet bénéfique protecteur de la gélatine.
Utilisation de la gélatine

Les propriétés de la gélatine comme agent protecteur et milieu environnant favorable
pour I’inclusion des phages en surface du papier mériteraient elles aussi quelques études
complémentaires. Nos travaux nous ont permis de dégager quelques idées sur les
mécanismes fonctionnels de la gélatine. 1lIs doivent cependant étre confirmés alors que
d’autres doivent étre étudiés. Nous noterons sommairement et non exclusivement,
le besoin d’études sur (1) la rapidité de gélification sur papier en fonction de I’épaisseur
du film, sur (2) I’optimisation du pouvoir adhésif pour réduire la nécessité de séchage,
sur (3) I'effet de la viscosité, sur (4) I"optimisation des propriétés de la gélatine, par
exemple par I’ajout d’enzymes (exemple enzyme trans-glutaminase pour obtenir un gel
plus visqueux et plus résistant a la température, jusqu’a 100°C [243] en vue d’une
amélioration du séchage sur machine), ou encore par la modification chimique du
groupement lysine de la gélatine (gonflement amélioré au contact de 1’eau [243] en vue
de favoriser le relargage de phages avec I’humidité de 1’aliment), sur (5) la concentration
de la gélatine comme approche pour augmenter/optimiser la force du gel donc aussi la
résistance mécanique au stress [243] lors de la fabrication ou de la transformation du

papier d’emballage (friction, élasticité, ...).
Endurance de la bioactivité des phages d’un papier bioactif

11 faut noter que, sur la base de nos résultats, des essais pilotes ont été réalisés dans le

cadre de la maitrise UQTR de Gabriel Saint-Pierre-Lemieux [257]).
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Lors de ces travaux, la friction occasionnée lors de 1’enroulement d’une bobine de papier

s’est révélée etre un facteur affectant négativement la bioactivité du papier fabriqué.

En fonction de la proposition précédente et des travaux de Gabriel Saint-Pierre-
Lemieux, des études sut la résistance des phages, et surtout sur comment 1I’améliorer,
au cours des nécessaires étapes de transformation (converting) des papiers nous apparait
aujourd’hui nécessaire. En effet, les phages sur les papiers bioactifs doivent pouvoir
résister davantage aux étapes de transformation, du temps de stockage de la bobine
mére, du transport, et ce, jusqu’aux derniéres étapes de transformation comme la
fabrication de petites bobines puis la découpe en feuilles de papier bioactif aux

dimensions du client.
Papiers bioactifs et contact alimentaire

Les travaux doivent aussi nécessairement se poursuivre afin de valider I’efficacité des
papiers bioactifs en utilisation réelle in sifu, directement sur de la viande contaminée par
les bactéries pathogenes E. coli O157 :H7, Salmonella et Listeria. 1 effet de différentes
matrices alimentaires sur I’efficacité des papiers bioactifs peut aussi faire I’objet de
futurs travaux. Ces travaux peuvent aussi €tre poursuivis en explorant un plus grand
nombre de phages pour identifier des phages particulierement résistants aux conditions

de fabrication.
Transfert technologique aux entreprises

Nos recherches devraient aussi se poursuivre sur des unités pilotes semi-industrielles,
notamment de traitement de surface par vario-gravure et par couchage a lame,
existant par ailleurs au Centre Collégial de Transfert de Technologie Innofibre,
partenaire et installé dans la méme bétisse que le CRML de 'UQTR. 11 faut ici noter que
certains travaux ont d’ores et déja été initiés dans ce sens (maitrise UQTR de Gabriel
Saint-Pierre-Lemieux). Ceux-ci ont notamment confirmé 1’utilité substantielle de la
couche de gélatine. D’autres méthodes de couchage, comme le couchage rideau

multi-couches pourraient aussi étre évaluées.
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Incorporation des phages dans la structure du papier

Des procédés autres que le couchage et I’impression pourraient aussi étre évalués pour la
fabrication de papier bioactifs, comme, par exemple, I’incorporation de phages
directement dans la structure fibreuse du papier, lors de 1’étape de formation de la feuille
sur machine & papier. Certains de nos travaux, étude de faisabilité préliminaire et
postérieure a cette thése, indiquent que les phages d’une taille de I'ordre de
200 nanometres, en suspension libre, peuvent étre physiquement immobilisés,
directement dans la structure poreuse du papier. De plus, avec la protection de la
gélatine modifiée, nous envisageons que la feuille puisse subir des températures de
séchage de 100°C et que les phages survivent. Ces points ont cependant besoin d’étre
confirmés pour envisager la production de papier bioactif directement sur machine a
papier. Notre étude de faisabilité, sous la direction de Prof. Patrice Mangin, montre que
les phages peuvent étre retenus dans une feuille de papier lors de sa fabrication
(avec une pate raffinée) sur formette dynamique. Ces travaux de suivi exploitent les
résultats de nos études de I’impact du raffinage des fibres sur I’immobilisation physique
des phages a la surface du papier : un plus haut degré de raffinage des fibres résultant en

une structure de papier plus « fermée ».

Des études d’optimisation de I’immobilisation physique de phages dans la structure du

papier seraient donc d’un grand intérét scientifique.
Avenir des papiers d’emballage bioactifs, impacts et mots de la fin

Notre revue bibliographique nous a appris qu’aujourd’hui les divers papiers bioactifs ne
dépassent pas le stade du laboratoire. En dehors de nos travaux, les méthodes
industrielles de fabrication de papier bioactif ne font pas I’objet d’une attention
particuliere de la communauté scientifique. Pourtant, les colits des immobilisations
matérielles pour la fabrication industrielle de papiers bioactifs constituent une barriére a

’entrée a la commercialisation et la généralisation de tels papiers.
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Par nos travaux, nous avons non seulement démontré la faisabilité de fabrication de
papiers d’emballage bioactifs mais nous avons aussi étudié les principaux paramétres
nécessaires a leur fabrication. Nous avons proposé plus haut quelques thémes de
recherche et approches nécessaires au développement et & 1’approfondissement des
connaissances sur les principaux facteurs qui sont nécessaires non seulement a
optimiser, mais aussi a diversifier les applications au niveau des papiers d’emballage

alimentaires.

En dehors de ces futurs travaux scientifiques, I’emphase doit étre mise maintenant sur le
transfert technologique afin de généraliser la fabrication de tels papiers d’emballage
bioactifs. Les impacts seront doubles, tant (a) au bénéficie de I’industrie des pates et
papiers qui a un urgent besoin de renouveler son panier de produits suite a la chute des
marchés du papier journal et aujourd’hui des papiers impression-écriture (b) au mieux-
étre de la société par la réduction des contaminations alimentaires grace a des papiers

possédant une nouvelle fonctionnalité d’intérét : la bioactivité.

En conclusion, nous espérons que nos travaux ont apporté une contribution significative
tant a I’industrie dans ses besoins de diversification qu’a la société dans ses besoins de
développement: ce qui est, a notre humble avis, un des points majeurs de la recherche

scientifique et technologique, et de notre doctorat.
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Annexe 1 : Protocole de fabrication de papiers par formette

dynamique

Les parameétres expérimentaux de la formette dynamique STOCK, PUMP, WIRE, DWT

sont définis ci-apres :

STOCK : Paramétre qui permet de régler le volume de pate utilisée lors de la formation
de la feuille. Les chiffres de 0 a 10 donnent une indication sur la quantité de pate
déposée. Note : Pour un contrdle précis de la reproductibilité du grammage de la feuille,

une quantité exacte de pate est utilisée pour former une seule feuille a la fois.

PUMP : Paramétre qui permet de contréler le débit de pate sortant de la buse.
Le débit de pate peut varier entre 0.3 et 4.4 L.min™' [200]. Une échelle allant de 1 & 99
donne une indication de la vitesse de jet, 1 étant la vitesse la plus basse. Ce paramétre

influence 1’anisotropie (orientation) des fibres dans la feuille de papier.

WIRE : Paramétre qui permet de changer la vitesse de rotation de la toile. La vitesse de
rotation de la toile varie entre 700 et 1900 m.min™! [200]. Une échelle de 1 4 99 donne

une indication de la vitesse de la toile, 1 étant la vitesse la plus basse.

DWT : Paramétre qui permet de contrdler le temps de drainage de la feuille. Une échelle

de 1 299 donne une indication du temps de drainage, 99 étant le temps le plus long.

Aprés avoir défini ces 4 paramétres, la quantité de pate nécessaire pour former une
feuille d’un certain grammage est versée dans le réservoir de pate. La péate est diluée
avec de I’eau a température ambiante afin de ne pas dépasser la consistance maximale de

pate de 1% jusqu’a 2%, pour ne pas bloquer I’embouchure de la buse utilisée.

Le démarrage de la pompe de circulation de la pate permet une certaine défloculation de
la suspension fibreuse, afin de reproduire 1’effet de la caisse de téte. La pale se trouvant
dans le réservoir est activée pour mélanger davantage la pate. La toile de formation est
disposée dans le cylindre rotatif de formation de la feuille en s’assurant de mettre le coté
accueillant la suspension fibreuse vers I’intérieur. La toile est alors généreusement

mouillée pour la coller au cylindre de formation.
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L’angle de la buse de jet de pate par rapport a la surface de la toile de formation peut

étre ajusté pour modifier I’anisotropie (orientation des fibres) de la feuille de papier.

La formation de la feuille commence lors de la mise en rotation du cylindre a la vitesse
WIRE. Un film d’eau est formé sur la toile, ce qui se traduit par une couleur de la toile
nettement plus foncée. La buse de jet de pate effectue des mouvements de va-et-vient,
de bas en haut, tout en envoyant de la pate sous forme de jet jusqu’a ce que le volume de

pate voulu soit atteint.

Le drainage de la feuille consiste a évacuer ’eau a travers la feuille pour reproduire le
drainage sur une machine a papier. A la fin du drainage, la feuille est formée.
La siccité de la feuille est alors d’environ 20% [200]. La toile est ensuite retirée de la

toile en I’enroulant soigneusement sur elle-méme pour éviter d’abimer la feuille.

Le pressage de la feuille est préparé par la mise a plat du c6té papier sur un feutre.
11 faut ensuite retirer délicatement la toile de la feuille. Un revétement en téflon est mis a
I’emplacement précédent de la toile. L’extrémité de I’empilement feutre/feuille/téflon
est placée sous la presse avec le téflon vers le haut (Figure A-6-1, a gauche).
La feuille est pressée typiquement a trois pressions 3, 5 et 6 bars pour reproduire le
pressage d’une machine a papier. A la sortie de la presse, la feuille est séchée avec un

séchoir de laboratoire (Figure A-6-1, & droite) a 55°C pendant 10 a 15 minutes.

Une vidéo du fonctionnement de la formette dynamique CanPa® utilisée est par ailleurs

disponible [258].

Figure A-6-1 Presse et séchoir de laboratoire
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Annexe 2 : Méthode d’énumération des lysats de phages

Les matériels et équipements utilisés pour la préparation de milieux de culture solides et
en bouillon sont : des boites de Petri de 90 mm, des tubes en verre 13x100 mm avec
bouchons en plastique®®, des micropipettes®’ pour des volumes variables de 1 mL, 100 ul
et 10 ul avec les embouts de pipettes stériles correspondants, des tubes de dilution
stériles (soit tubes 1,5 mL de micro-centrifugation refermables, tubes 13x100 mm
refermables, tubes de titrations stériles Titertubes® de Biorad en rack de 8x12 tubes),
des enduiseurs stériles de boites de Petri, un dispositif de prédosage de milieu de culture
tiede en volumes de 3 mL et une plaque chauffante ou bain-marie pour maintenir les

tubes 13x100mm a 48°C.

Les milieux de culture sont généralement préparés a partir d’une formulation incluant
préalablement de 1’agar. Dans une approche double-couche, nous utilisons une
formulation de bouillon a laquelle est ajoutée une quantité d’agar différente, en fonction

de la préparation de la couche inférieure d’agar ou de la couche supérieure d’agar.

La formulation de bouillon de soya trypsique (Difco Lab., Becton Dickinson & co) est
composée de digestion pancréatique de caséine (17,0 g.L'!), digestion papaique de
germes de soya (3,0 g.L'!), chlorure de sodium (5,0 g.L"), phosphate dipotassique
(2,5 g.L') et de dextrose (2,5 g.L'}).

Les phages nécessitent des séries de dilutions pour étre énumérés. Les phages sont dilués
dans un diluant saline-magnésium (SM) ou un diluant lambda (A). Le diluant lambda
utilisé est composé de MgSOs. 7H20 (2,0 g.L')) et de Tris-HCI IM (pH 7,5)
(10 mL.L"). Le diluant est apprété en volumes de 10 mL suffisants pour une série de

rrrrr

stocké a 4°C jusqu’a 3 mois de conservation.

 Les bouchons peuvent étre auto-clavables et réutilisables plusieurs fois.
" Les micropipettes doivent étre stérilisées au moins toutes les semaines et recalibrées périodiquement.
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Le milieu de culture agar de la couche inférieure est préparé selon les instructions du
fabricant, en ajoutant de I’agar pour obtenir une concentration finale d’agar de 15 g.L!,

avant de stériliser le milieu a la chaleur.

Lorsque le milieu de culture est refroidi a 55-60°C, une quantité de CaCl> 1M est ajoutée
pour obtenir la concentration finale désirée de 1-10 mmol ou 1-10 mL.L!, avant de
maintenir le milieu a 48-50°C. Un volume de 18 a 25 mL de milieu de culture est ensuite
versé dans chaque boite de Petri, avant d’ensacher et stocker les boites de Petri a 4°C

jusqu’a 2 mois de temps de conservation.

Le milieu de culture agar de la couche supérieure est préparé selon les instructions du
fabricant, en ajoutant de I’agar pour obtenir une concentration finale de 4-6 gLl
Lorsque les phages développent de petites plages de lyses, les plages de lyses sont plus
visibles a la plus petite concentration d’agar. Le milieu de culture est ensuite chauffé
pour faire fondre I’agar, avant d’ajouter une quantit¢ de CaCl: 1M au mélange
bouillon/agar pour obtenir la concentration désirée de 1-10 mM ou 1-10 mL.LL
Le milieu de culture préparé doit étre rapidement versé par volumes de 3 mL dans des
tubes stériles de 10x100 mm en verre, avant de mettre un bouchon, stériliser a la chaleur,
et stocker & 4°C jusqu’a 1 mois de conservation. Pour un stockage jusqu’a 3 mois,
verser des aliquotes de 50-100 mL du milieu de culture dans des bouteilles a bouchon
qui se visse, appliquer le bouchon sans serrer, stériliser a la chaleur, serrer les bouchons
et stocker a 4°C. L’utilisation du milieu de culture consiste a chauffer les tubes
contenant le milieu de culture supérieur, afin de faire fondre 1’agar, avant de le maintenir
a 46-48°C dans un bain-marie ou sur une plaque chauffante. Il est trés important de noter
que la préparation d’agar soit amenée a compléte ébullition, autrement les parties

cristallines qui peuvent rester rendront les boites de Petri tres difficiles a interpréter.

La méthode d’énumération des phages peut étre réalisée par la méthode en simple
couche d’agar, décrite par d’Hérelle en 1917 ou par la méthode en double couche d’agar

décrite par André Gratia [259].
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La méthode en simple couche d’agar (Annexe 5) est plus simple et plus rapide, mais la
méthode utilisée est celle en double couche d’agar, formalisée par Mark Adams en 1959
[228]. Cette derniere est généralement considérée comme la plus précise, favorisant les

plages de lyse plus larges et avec une morphologie bien définie.

La méthode d’énumération des lysats de phages en double couche d’agar s’applique a un
lysat de phage contenants 10° a 10" upf.mL™". La quantité de boite de Petri & prévoir
dépend de l'intervalle de dilutions et du nombre de répliquas pour chaque dilution.

Les étapes suivantes décrivent la méthode d’énumération des phages :

1. Retirer le nombre nécessaire de boites de Petri de couche inférieure d’agar du
stockage a 4°C (besoin de 7 boites de Petri: 6 boites pour les dilutions de phage et
1 boite pour le contréle bactérien sans phages). Faire sécher les boites de Petri inclinées
et a I’envers dans un incubateur a 37°C pendant 1-2 heures ou partiellement découvertes

sous une hotte a débit laminaire pendant 10-15 min.

Note : L’¢état du milieu de culture « inférieur » est important, car il ne doit étre ni trop
sec ni trop humide ; les deux facteurs affectant négativement le développement des

plages de lyse.

2. Lorsque les boites de Petri sont séches, les rassembler et les numéroter
séquentiellement avec les dilutions de mise en plage (exemple : «-4» & «-9») et identifier

la boite de Petri « controle ».

3. Retirer le nombre nécessaire de tubes contenant 3 ml du milieu de culture
« supérieur » du stockage a 4°C, chauffer les tubes pour faire fondre 1’agar du milieu de

culture, et placer les tubes dans un bain-marie ou une plaque chauffante réglée a 48°C.
Note : Le milieu de culture doit étre complétement fondu et sans grumeaux.

4. Monter une rangée de 9 tubes stériles bouchonnés ou de tubes de micro-
centrifugation. Numéroter les avec les dilutions 10x séquentielles appropriées (ex. « -1 »

a « -9 ») et ajouter 900 ul de diluant dans chaque tube, en milieu stérile.
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Note : Puisque la plupart des lysats de phages contiennent entre 10® et 10'! ufp.mL",
des dilutions de 107 4 10 conduiront & un nombre comptable de plages de lyse sur boite
de Petri. Si le lysat de phages est purifié, la concentration peut dépasser 10> ufp.mL!

et les dilutions doivent étre poursuivies au-dela de 107

5. Ajouter 100 pl de lysat de phages au premier tube, mélanger, changer d’embout de

pipette et transférer 100 pl au second tube de la série.

Note : Un mélange suffisant est atteint par centrifugation « douce » en tapotant le tube
avec un doigt, puis en retournant a ’envers le tube de micro-centrifugation fermé.

Le mélange vigoureux d’une suspension de phages n’est pas recommandé.

6. En utilisant un embout de pipette neuf a chaque transfert, poursuivre les dilutions

10 fois. Au dernier tube, la préparation de phages aura été diluée 1/10° ou 10~

Note : Les dilutions peuvent étre stockées a 4°C jusqu’a ce que I’énumération soit

terminée et qu un nombre précis de phages soit obtenu.

7. En travaillant rapidement, avec un tube a la fois, transférer 100 pl de la dilution de
phages sélectionnée dans un tube tiede de milieu de culture « supérieur »,
ajouter immédiatement 2 gouttes (~100 pl) d’une culture bactérienne hote datant de
préférence de la veille, mélanger comme plus haut, et verser le contenu a la surface

d’une boite de Petri séche et étiquetée.

Note : Le volume de la culture bactérienne nécessaire pour obtenir un tapis aggloméré

avec des plages clairement visibles varie typiquement entre 50 et 200 pl.

Note : Le mélange permet d’obtenir une distribution homogeéne des phages et des
bactéries sur le milieu de culture sans endommager les particules de phages,

ni introduire des bulles qui pourraient étre confondues avec des plages de lyse.
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Note : I est important de compléter 1’ajout des phages dilués et la bactérie hote,
le mélange et le versement de la couche fondue avant que I’agar ne commence a
solidifier. Il est préférable d’arréter la distribution de la couche supérieure sur la couche
inférieure avant que la solidification partielle n’ait eu lieu. Cette solidification partielle

peut étre visualisée comme une surface rugueuse avec de petites granules.

8. En utilisant un embout de pipette neuf pour chaque tube de dilution, répéter I’étape 7

pour préparer et verser les couches supérieures pour les dilutions de phages restantes.

9. Laisser la couche supérieure se solidifier pendant 30 minutes, avant d’incuber les

boites de Petri a I’envers en un seul étage, a la température désirée.

Note : Pour des bactéries a croissance rapide telle que E.coli, les plages sont souvent
visibles en 4 heures. Pour certaines bactéries telles que Bacillus cereus, la surcroissance

de plages survient et I’énumération doit étre faite le plus tot possible.

10. Continuer I’incubation pendant 18-24 h et énumérer les plages de lyse sur les boites

de Petri ayant 30-300 plages.

Note : Les petites plages peuvent étre énumérées précisément dans les centaines.
Il est plus difficile de compter précisément de larges plages de lyse telle que celles

produites par les phages T7.

11. Déterminer la titration de la préparation originale de phages en utilisant la formule

suivante :

Nombre de plages x 10 x réciproque de la dilution énumérée = ufp.mL"! t.))
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Annexe 3 : Méthode d’isolation de la bactérie hote

La méthode d’isolation de la bactérie hote nécessite la souche bactérienne hote,
du bouillon liquide de TSB, de la poudre de TSA (« Tryptic Soy Agar », soit gélose
trypticase de soja) et des boites de Petri stériles de 9 cm de diamétre. 11 est important de
s’assurer que la souche bactérienne hote des phages soit une culture pure, et pour cela
il est recommandé d’isoler une colonie sensible unique et de constituer un stock maitre

qui sera lyophilisé et surgelé & une température inférieure a -70°C [213].

La méthode s’isolation de la bactérie hote se déroule en 3 étapes qui durent en tout 3

jours :

Jour 1 : Faire des étalements de la bactérie hote sur une boite de Petri de TSA et incuber
la boite de Petri a I’envers en conditions optimales de croissance. L’objectif étant

d’obtenir des colonies isolées qui seront utilisées pour tester la sensibilité des phages

Jour 2 : Appliquer 100 pl de lysat de phages sur une boite de Petri de TSA. Commencer
par un coté de la boite de Petri et strier la partie aliquote de phages a travers la boite de
Petri pour former une ligne droite, continue et uniforme. Prélever une colonie
bactérienne isolée avec un cure-dent stérile et strier la bactérie a travers la boite de Petri,
formant une ligne droite perpendiculaire croisant I’échantillon de phages. 11 est possible
de tester 8 colonies bactériennes par boite de Petri. Incuber les boites de Petri a I’envers,

pendant une nuit, sous conditions optimales de croissance de la bactérie hote.

Jour 3 : Identifier les isolats de bactéries qui ont été lysées par les phages tel que
démontré par I’absence de croissance lorsque ces bactéries ont été au contact des phages.
Ceci signifie que les isolats de bactéries sont sensibles aux phages et sont un hote
appropri€. Les isolats de bactéries ayant poussé tout au long de la ligne droite ne sont

pas sensibles aux phages et doivent étre rejetés.
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Annexe 4 : Méthode d’énumération de la bactérie hote

Nous avons revu, a la section 2.5.2.2, la méthode d’énumération de bactéries par
cytométrie en flux, cependant nous utilisons la méthode microbiologique traditionnelle

[260] dont les étapes expérimentales sont les suivantes :
1. Incuber la bactérie hote pendant une nuit a 37°C.

2. Diluer la culture bactérienne a une concentration finale de 10° ufc.mL .
Faire une série de dilutions de facteur 10 en ajoutant 1 mL de culture & 9 mL de tampon
jusqu’a obtenir deux dilutions de 107" et de 102, S’assurer que les dilutions finales de

I’essai sont dans un volume de 9 mL de TSB.

5. Faire un étalement sur boite de Petri de | mL de chacune des deux dilutions en
prélevant 0,2 mL dans cing boites de Petri. Etaler avec un outil d’étalement stérile.

Ne pas retourner les boites de Petri et laisser I’agar absorber 1’inoculum.

6. Retourner les boites de Petri et incuber pendant une nuit a 37°C (dans le cas des

bactéries F.coli). Compter les colonies.

7. Compter le nombre de bactéries en utilisant la formule :

nombre de colonies

Nombre de bactéries (ufc.mL ') = )

Dilution étalée x volume étalé

Pour les bactéries F.coli utilisées, la population est typiquement au nombre de

10® ufc.mL! aprés 18 h de croissance a 37°C.
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Annexe 5 : Enumération de phages en simple couche d’agar

Le protocole suivant s’ applique a un lysat de phage contenants 10® 2 10'® upf.mL™", avec
une boite de Petri par dilution. L’intervalle de dilutions et le nombre de répliquas de

boites de Petri pour chaque dilution influencera le nombre de boites de Petri nécessaires.

Note : L’énumération de phages peut se faire & partir d’aussi peu que trois dilutions
(10% a 10" pour un stock de phages contenant 10 a 10" ufp.mL"!. Cependant, une

large série de dilutions permet de vérifier la précision des dilutions initiales.

1. Verser 20-30 mL de milieu de culture par boite de Petri, et lorsque la boite est
refroidie a température ambiante, ensacher et stocker les boites de Petri a 4°C.

Les boites de Petri ensachées peuvent étre stockées jusqu’a 4 mois.

2. Retirer 3 (ou plus) boites de Petri MNA ou TSA de leur stockage a 4°C et les faire
sécher, a I’envers et inclinées dans un incubateur a 37°C pendant 1-2h ou partiellement
découvertes sous une hotte a débit laminaire pendant 10-15 min. Numéroter les boites de

Petri selon les dilutions a tester ; dans cet exemple, 10, 107 et 103,

Note : L état du milieu de culture « inférieur » est trés important. Il ne doit étre ni trop
sec ni trop humide, car ses deux facteurs affecteront négativement le développement des

plages de lyse.

3. Pour chaque préparation de phages, monter une rangée de 8 tubes de dilutions stériles

numérotés « -1 » a « -8 ») et ajouter 450ul de diluant stérile dans chaque tube.

4. Ajouter 50ul de phages non dilués au premier tube, et mélanger les phages et le
diluant en déplagant le liquide de haut en bas dans ’embout de la micropipette au moins
trois fois. Répéter la procédure pour toutes les dilutions en transférant des volumes de

50pl et en changeant les embouts de micropipette entre les tubes.
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5. Ajouter 100ul de culture bactérienne de la veille de préférence (contenant
typiquement 10% & 10° ufc.mL") aux dilutions de phages a mettre sur boites de Petri
(ex. dilutions de 10 a 10®). Utiliser un embout de pipette neuf pour chaque tube et

mélanger par aspirations répétées, comme a I’étape 4.

Note : Le volume de la culture bactérienne nécessaire pour obtenir un tapis aggloméré
avec des plages clairement visibles vient avec I’expérience, et varie typiquement entre

50 et 100ul.

6. Incuber les tubes a 37°C pendant 15-20 minutes pour permettre aux phages de

s’attacher aux bactéries.
Note : Le temps d’incubation pour I’attachement dépend du systéme phages/bactéries.

7. Verser rapidement et étaler 200ul de chaque dilution inoculée sur la boite de Petri

correspondante (ex. -6, -7, et -8).

Note : Pour s’assurer de la formation d’un tapis bactérien uniforme, utiliser un enduiseur
pour boites de Petri stérile en forme de L qui facilite un étalement rapide et uniforme de

I’inoculum sur I’agar sans endommager la surface.

8. Laisser sécher les boites de Petri pendant 30 minutes sous une héte a débit laminaire,

avant de couvrir, mettre a I’envers et incuber les boites de Petri 4 37°C pendant 20-24h.

9. Enumérer les plages de lyse contenant 30-300 plages, et calculer la titration de la

préparation de phages non diluée, selon I’équation (10) :

Nombre de plages x 5 x réciproque de la dilution énumérée = ufp.mL™'  (10)
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Annexe 6 : Mesure de la force d'immobilisation des phages sur

le papier

La mesure de la force d’immobilisation des phages sur la surface du papier a été utilisée
dans le cadre de I’expérience d’influence des différents types de phages, décrite au
chapitre des travaux futurs. Les matériels utilisés sont les bactériophages, boites de Petri
de TSA pré-préparées, milieu semi-solide de TSA (0.5% d’agar), bouillons de TSB pré-
préparés, tampon CM, inoculum de la bactérie hote apres 18h de culture, disques de
papier bioactifs de 2,54 cm de diamétre, tubes stériles, tubes de micro-centrifugation

stériles, pipettes et embouts de pipette stériles.

Etapes expérimentales :

1. Introduire des disques de papier bioactif de 2,54 cm de diameétre dans des tubes de

5 mL d’eau stérile et stocker a température ambiante pendant 24h.

2. Faire des tests de plages de lyse & 4h et a 24h pour déterminer la libération des phages

du papier :

2.1. Préparer des aliquotes de 450ul de solution tampon CM dans des tubes de micro-
centrifugation.

2.2. Transférer 50ul de la suspension a la premiere aliquote de 450ul et bien mélanger

pour obtenir une dilution 107,

2.3. Transférer 50ul de la suspension précédente a la deuxieme aliquote de 450pl

et bien mélanger pour obtenir une dilution 1072,

2.4. Poursuivre les étapes 2 et 3 pour atteindre des dilutions de 10 ou des dilutions
permettant I’énumération de phages (les boites de Petri a considérer doivent avoir entre
50 et 300 plages de lyse). S’assurer que les embouts de pipette sont changés entre les

différentes dilutions.



215

2.5. Préparer des boites de Petri en double couche d’agar comme décrit a la section 4.2.2
et étaler 10ul de chaque dilution sur des duplicatas de boites de Petri préalablement

étiquetées.
2.6. Permettre I’absorption des dilutions étalées dans I’agar pendant 15 minutes environ.

2.7. Incuber les boites de Petri a I’envers pendant une nuit & 37°C (dans le cas de la

bactérie E. coli).

2.8. Observer les boites de Petri pour identifier des plages de lyse isolées en fonction de

leurs dilutions respectives.

2.9. Calculer le nombre de phages en utilisant la formule :

nombre de plages de lyse

Nombre de phages (ufp.mL™") = an

Dilution étalée x volume étalé





