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1

Introduction générale

L’activité humaine, et plus spécifiquement industrielle, a été longtemps considérée

comme étant à l’origine de la crise mondialisée de l'environnement. En effet, elle demeure la

principale cause de la dégradation de l’écosystème. La filière halieutique prend sa part dans

cette incrimination, avec l’évolution du marché mondiale des produits marins destinés à

l’alimentation humaine ; la consommation représentait 7,8 kg par habitant en 2008 et a atteint

17,8 Kg par habitant en 2010 (FAO, 2014). Cette consommation est inégalement répartie sur

la surface de la planète. La consommation de crustacés étant de 1,7 kg par habitant en 2010

(FAO, 2014). La production annuelle de crevettes était estimée à plus de 4,1 millions de

tonnes en 2010 (FAO, 2012). En absence de données statistiques dévoilant la consommation,

dans notre pays, des crustacés et en particulier les crevettes,  l’impact de leurs effluents sur

notre environnement proche reste sombre et la possibilité de valoriser leurs coproduits reste à

planifier, mais à l’échelle internationale cette initiative a été prise avec une très grande

considération.

Cette grande consommation mondiale de crustacés incite à réfléchir sur leurs

équivalences en matières de coproduits et d’effluents qui résulte de cette  exploitation et leurs

effets sur le milieu environnant.

En effet, c’est en essayant de faire face aux conséquences désastreuses qui pourraient

résulter d’un tel usage, que de nombreux progrès techniques ont connu le jour. En effet,

certains de ces déchets ont dévoilés une grande importance que la biotechnologie peut

matérialiser par transformation pour donner naissance à des produits utiles et

commercialisables.

Les coproduits (tête et carapace) issus de crevettes sont riches en composés pouvant

être récupérable (minéraux, protéines, lipides, chitine). La chitine, qui représente 17 à 33%

des coproduits, peut être transformée en chitosane, composé à grande valeur commerciale.

L’objectif de cette étude est d’optimiser la préparation du chitosane, principal dérivé

de la chitine, ayant d’innombrables applications dans divers domaines. Cette optimisation est

réalisée en ayant recours à un plan d’expérience de type méthode de surfaces de réponses, tout

en utilisant des conditions douces pour le traitement des carapaces afin d’obtenir, d’une part,

un chitosane de haut degré de désacétylation, et d’autres part, une préservation écologique par

le biais de la valorisation des déchets et l’utilisation minimale des réactifs chimiques.
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Chapitre 1 : Généralités sur la chitine et le chitosane

1-1-Définition

La chitine est un polysaccharide aminé dont la nomenclature officielle est poly (N-

acétyl-D-glucosamine) (Mignotte et al., 2012). Le terme chitine vient du grec ancien khitôn,

qui signifie tunique ou enveloppe, car c’est un constituant de l’enveloppe extérieure de

nombreux organismes. C’est, après la cellulose, le polysaccharide le plus répandu dans la

nature (Rinaudo, 2006). Le chitosane est le dérivé désacétylé de la chitine.

1-2-Historique

La chitine a été isolée, pour la première fois, en 1811 par Henri Braconnot qui a isolé

un résidu impur à partir de parois cellulaires de champignons (Le roux, 2012). Il a remarqué

que cette substance fibreuse n’est pas soluble dans les solutions aqueuses acides (Mokrani,

2013).

Le chitosane a été découvert, en 1859, par Charles Rouget qui a soumis la chitine à un

traitement alcalin et a observé son comportement. La substance obtenue par ce traitement

alcalin, a pu être dissoute dans les acides. En 1894, cette substance a été nommée chitosane

par Hoppe–Seyler (Nugraha, 2006). Ce n’est qu’à partir des années 1970 que ces polymères

ont suscité un réel intérêt en raison notamment des grandes quantités de déchets produits par

les conserveries de crustacés.

1-3-Ressources naturelles de chitine et chitosane

Les ressources naturelles de chitine sont diverses (tableau I); elle est présente

principalement dans les coquilles de mollusques, dans la cuticule des insectes, dans

l’exosquelette des arthropodes (carapaces de crustacés) et dans l’endosquelette des

céphalopodes (calmars). Ce polymère se trouve également dans la paroi de la plupart des

champignons et dans certaines algues chlorophycées, levures et bactéries.

Associée à des protéines, la chitine contribue à la cohésion des différentes couches qui

constituent la coquille de mollusques ou la carapace des arthropodes. En plus de son rôle dans

le maintien de la rigidité cellulaire, elle contribue aussi au maintien de la pression osmotique

(Tolaimate et al., 2003).

Bien que les ressources potentielles de la chitine soient très nombreuses, sa principale

source exploitée commercialement demeure les carapaces d’invertébrés marins qui sont des
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sous-produits de la transformation alimentaire des crustacés, car pour ces industries, c’est une

forme de revalorisation de la biomasse.

Des champignons (Mucor rouxii, Aspergillus niger, Aspergillus phoenisis) sont aussi

utilisés, par les industries de fermentations, comme étant une deuxième source de chitine

exploitée commercialement (Shahidi et Abouzaytoun, 2005).

Tableau I : Sources naturelles potentielles de chitine (Tolaimate et al., 2003).

Source de chitine Teneur en chitine (%)

Crabe marbré (Grapsus marmoratus)

Crabe rouge (Portunus puber)

Crabe araignée (Maia squinada)

Homard sautrelle (Scyllarus arctus)

Langouste (Palinurus vulgarisrus)

Crevette (Palaemon fabricius)

Seiche (Sepia officinalis)

Calmar (Loligo vulgaris)

Champignon (Mucor rouxii)

Champignon (Aspergillus niger)

Champignon (Aspergillus phoenisis)

10

10

16

25

32

44

20

40

9,4

42

23,7

Le chitosane est une substance peu répandue dans la nature, son existence tel quel est

rare sauf dans le cas de certaines mycètes ;  il est présent dans la paroi cellulaire de certains

micro-organismes fongiques (champignons zygomycètes) et dans le mycélium de Mucor

rouxii, Rhizopusoryzae et Absidiacoerulea. Il n’est signalé que dans les exosquelettes de

certains insectes telle que la paroi abdominale des reines termites (Crini et al., 2009).

1-4- Structure chimique de la chitine et du chitosane

La chitine est un polysaccharide linéaire formé d’unités N-acétyl-D-glucosamine liées

par des liaisons glycosidiques de type β1  4. Très proche de la cellulose, elle se différencie

par la présence du groupement acétylamine en position-2 (Figure 1) dans la chitine qui

remplace le groupement alcool retrouvé dans la cellulose (Duval  et Olivier, 2008).

La  chitine  n’a  pas  une  structure  chimique unique  mais  plusieurs ;  elle  englobe

plusieurs polysaccharides composés d’unités N-acétyl-D-glucosamine (de 50 à 100%) et
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d’unités D-glucosamine (de 0 à 50%). À l’inverse, lorsque le nombre d’unités D-glucosamine

augmente (de 50 à 100%), le polymère devient soluble dans les solutions acides diluées et est

nommé chitosane.

Le degré d’acétylation (DA) est un paramètre fondamental qui influence les propriétés

des biopolymères chitineux.  Il est défini comme étant le nombre d’unités de glucopyranose

de la chaîne de biopolymère ayant un groupement N-acétyle (Khor, 2001). Il peut être

déterminé par plusieurs techniques telles que la spectroscopie UV-visible  et  infrarouge,  la

spectroscopie  par  résonance  magnétique, la  potentiométrie, l'analyse élémentaire et la

diffraction aux rayons X (Kasaai, 2009).

Figure 1 : Structures de la cellulose (a), la chitine (b) et du chitosane (c) (Bouquelet, 2008 ;

Ifrimer, 2010).

Les macromolécules de chitine possèdent un poids moléculaire important,

généralement supérieur à 106 Da, soit plus de 3000 à 5000 unités répétitives. Le chitosane,

quant à lui, subit une réduction du poids moléculaire au cours de la désacétylation ; il est de

l’ordre de 5x103 à 105 Da.
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1-5-Biosynthèse de la chitine et du chitosane

La  biosynthèse de la chitine (Figure 2) semble se dérouler d’une manière analogue

chez les insectes, champignons et crustacés (Desbrieres, 2002). Elle fait intervenir des

enzymes nommées chitine-synthétases (CS), de la famille des glycotransférases. Ces enzymes

catalysent  l’association de deux  monomères de N –acétylglucosamines.

La biosynthèse est divisée en trois étapes distinctes. Au cours de la première étape,

l’enzyme se place le long de la membrane cytoplasmique et oriente convenablement le

polymère vis-à-vis  de  son  site  actif.  La  seconde  étape  est  la translocation  du  polymère

à travers la  membrane (Figure 3). Il est alors libéré dans l’espace extracellulaire. La dernière

étape permet l’assemblage de plusieurs polymères en microfibres cristallines (Le roux, 2012).

L’obtention d’une chitine cristalline exige donc la mise en place de deux réactions

différentes, une polymérisation par transfert glucidique séquentiel, et un assemblage des

chaînes de chitine, au cours duquel les chaînes s’associent du côté extra-cytoplasmique pour

former de la chitine α, β ou γ (Merzendorfer, 2006).

Figure 2 : Biosynthèse de novo de la chitine chez les insectes (Dhadialla, 2012).
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Figure 3 : Modèle structural de la chitine synthétase (Merzendorfer, 2006).

La biosynthèse du chitosane s’effectue de la même manière chez les crustacés,

champignons et insectes, elle est assurée principalement par deux enzymes et s’effectue en

deux étapes :

-la biosynthèse de la chitine par la chitine synthétase ;

-la désacétylation de la chitine (figure 4) par la chitine désacétylase (Le Nardon et al., 2010).

Figure 4 : Réaction de désacétylation de la chitine en chitosane par la chitine désacétylase

(Tsigos et al., 2000).
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1-6-Organisation de la cuticule chez les crustacés

L’organisation de la structure de la cuticule a été décrite pour la première fois par

Yves  Bouligand (1972) dont le motif de la structure porte son nom. Cette dernière s’organise

en plusieurs niveaux.

Au premier niveau se trouve la structure moléculaire de la chaîne linéaire

polysaccharidique de la chitine. Au second, on distingue les trois formes d’arrangement

géométrique de ces chaînes, soit α, β ou γ. Au troisième niveau, 18 à 25 molécules de chitine

s’assemblent en  unités  cristallines, étroites et longues, enveloppées de protéines.

La chitine α (figure 5) représente la forme la plus abondante chez les crustacés, la plus

stable et la plus répandue dans la nature. Elle est constituée par des molécules alignées

formant des chaînes antiparallèles. Cet arrangement, confère à la chitine α une structure

cristalline rigide  avec de fortes liaisons hydrogènes donnant des propriétés physiques telles

que une rigidité et résistance mécanique du biopolymère. Cette forme est retrouvée chez les

mollusques, les crustacés, les épines des diatomées et des calmars et dans la paroi fongique

(Khor, 2001; Kurita, 2001; Rinando, 2006).

La forme β représente la forme la moins stable et la plus biodégradable (Manisara et

al., 2003). Retrouvée dans la paroi intestinale des calmars, elle a un arrangement parallèle

engendrant de faibles forces intermoléculaires, ce  qui diminue sa stabilité, comparativement à

la forme α (Lavall et al., 2007).

La troisième forme polymorphique γ est peu courante (Rinaudo, 2008), on la trouve

chez les cocons des coléoptères et l’estomac des Loligos (genre de calmar) (Kaplan, 1998).

Elle est constituée de chaînes liées de manière parallèle et d’autres liées de manière

antiparallèle (Ramirez-Coutiňo et al., 2006).

Figure 5 : Arrangement des trois formes de chitine (α, β, γ) (Einbu et Varum, 2007).
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L’espace disponible entre les fibrilles est comblé par des protéines et des minéraux,

principalement  le carbonate de calcium, soit sous forme cristalline (calcite), soit amorphe.

Les niveaux hiérarchiques dans l’organisation de la cuticule du crabe Homarus americanus

sont représentés dans la figure 6 (Raabe et al., 2005).

Figure 6: Niveaux hiérarchiques dans l’organisation de la cuticule du crabe Homarus

americanus (Raabe et al, 2005).

Par le biais de sa structure et de son organisation, la chitine joue plusieurs rôles

structurels et fonctionnels vitaux. En effet, elle forme une barrière physique entre le corps et

son environnement, et elle participe à sa protection contre les radiations, la chaleur, les

agressions chimiques et physiques. Elle est également le site d’attachement des muscles et le

lieu d’échange et de transport de substances, notamment l’adsorption de composés anioniques

(Tokura et Tamura, 2007).
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1-7- Propriétés de la chitine et du chitosane

La  chitine  et  ses  dérivés,  principalement  le  chitosane, ont  attiré  l’attention  de

plusieurs chercheurs et industriels depuis les années 1970 à cause de leurs propriétés

physicochimiques et biologiques (Percot et al., 2003; Kurita, 2006).

1-7-1- Propriétés de la chitine

La  chitine  est  fortement  hydrophobe  et  insoluble dans  l’eau  et  dans  la  plupart

des solvants organiques (Di Mario et al., 2007). C’est un polysaccharide azoté, basique,

cationique, de couleur blanchâtre et non toxique (Morimoto et al., 2002; Mrunal, 2004).

Les caractéristiques structurelles de la chitine et de ses dérivés déterminent

directement leurs  propriétés et par conséquent leurs domaines d’application (Lamarque et al.,

2004 ; De Alvarenga et al., 2010). Leurs propriétés sont principalement liées au degré de

polymérisation (correspond à la longueur de la chaîne, et donc sa masse molaire), au degré

d’acétylation (DA) (ou de désacétylation DD), à la répartition des groupes acétyles et à la

cristallinité (Jaworska et al., 2003).

La  chitine  est  insoluble  dans  les  solvants  usuellement  utilisés  pour  la  cellulose

(solutions  aqueuses  d’hydroxyde  de  cuprammonium  et  de  cupriéthylènediamine)

(Poirier, 2000). Cette  faible  affinité  pour  les  solvants  est  due  aux fortes  liaisons

hydrogènes intermoléculaires (Kurita, 2001).

Généralement,  la  chitine  (α- chitine)  est  soluble  dans  quelques  solvants  comme

le N,N diméthylacétamide (DMAc) qui contient 5 à 10% de LiCl, et quelques solvants fluorés

comme hexafluoroacétone  et  hexafluoro- 2- propanol (Yang et al., 2004).

La chitine n’a aucun caractère antigénique, et de ce fait, est parfaitement compatible

avec les tissus vivants. Son caractère antithrombogène et hémostatique confirme sa possibilité

d’emploi dans tous les domaines de la biologie (Bal et al., 2006 ; Majtan et al., 2007).

La chitine est biodégradable; elle est hydrolysée par une série d’enzymes telles que les

chitinases, le lysozyme et les glucanases (Patil et al., 2000 ; Yang et al., 2004). Les chitinases

scindent la chitine en de nombreux points pour former principalement le chitobiose

(disaccharide) et le chitotriose (trisaccharide). Une autre enzyme, la chitobiase, hydrolyse le

chitobiose et le chitotriose en monomères qui peuvent être rapidement biodégradés (Jerome et

al., 2004).
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1-7-2-Propriétés du chitosane

Le DD est l’une des propriétés les plus importantes du chitosane. Il influe sur les

caractéristiques physiques et chimiques (Chatelet et al., 2001).

Le chitosane est une substance semi-cristalline. Deux types de structures sont connus :

le chitosane I (sous forme de sel) correspondant à un faible DD (60%). Il est plus désordonné

que le chitosane II (forme amine libre) qui possède un fort DD (90%) (Hundson et Jenkins,

2003; Kurita, 2006).

Le chitosane est insoluble dans l’eau et dans les solutions alcalines. Par contre, il est

soluble dans la plupart des solutions organiques acides (Austin, 1984 ; Roberts, 1992; Kurita,

2006). L’acide le plus couramment utilisé pour préparer une solution de chitosane est l’acide

acétique dilué. En général, le chitosane est parfaitement soluble à pH 3-4, les groupes aminés

du chitosane ont des protons et le polymère chargé positivement devient soluble. En revanche,

il est relativement stable en milieu acide concentré, même s’il se dégrade après une longue

exposition (Crini et al., 2009).

La solubilité du chitosane est un paramètre très difficile à contrôler car la valeur de

DD à une forte influence sur sa solubilité. La distribution des groupes N-acétyles sur la chaine

polymérique peut contrôler aussi la solubilité (Rinaudo, 2006).

La masse molaire affecte la solubilité du chitosane et ses propriétés rhéologiques

notamment sa viscosité. Elle peut également influer significativement sur les propriétés du

polymère en solution, comme le paramètre DD. En effet, une viscosité élevée de la solution

peut limiter la possibilité de manipuler des solutions concentrées et d’obtenir des matériaux à

forte densité en chitosane. Il s’agit alors de réaliser un compromis entre la rigidité du système

(favorisée par des chitosanes de haute masse) et les propriétés rhéologiques de la solution

(manipulation plus aisée pour des polymères de faible masse) (Crini et al., 2009).

La viscosité du chitosane dépend du DD, de la concentration, de la température, du

poids moléculaire et du pH (Berth et al., 1998 ; Chen et Tsaih, 1998 ; Crini et al., 2009).

Le chitosane est un matériau versatile qui prend des formes physiques facilement

modifiables représentées par la figure 7.
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Figure 7 : Quelques exemples de conditionnements du chitosane (Crini et al., 2009).

Le chitosane possède un degré de réactivité chimique dû à ses groupes amines

primaires libres. Il possède ainsi des propriétés de rétention d’eau, de chélation d’ions, de

complexation de molécules ou des polymères. Le chitosane est un agent de floculation dans le

traitement des eaux polluées grâce à son association sélective avec les espèces anioniques, il

peut aussi former des complexes polyanion-polycation (Crini et al., 2009).

Le chitosane est un biopolymère qui possède d’exceptionnelles propriétés qui sont à la

fois variées et complémentaires, il est non toxique, biodégradable et surtout bioactif. Ce

biopolymère est biocompatible, bio-résorbable et ne présente aucun comportement

antigénique, il possède un caractère anti-thrombogénique et hémostatique (Onsoyen et

Skaugrud., 1990 ; Shi et al., 2006).

Le chitosane inhibe la croissance de nombreuses bactéries et il réduit le

développement des infections : c’est donc un bon agent antibactérien. De plus, il a des

propriétés anti-tumorales, ainsi que des propriétés cicatrisantes remarquables (Kim et al.,

2006).
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1-8-Obtention de la chitine et du chitosane

1-8-1- Obtention de la chitine

L’obtention de la chitine peut se faire par voie chimique ou par voie biologique.

1-8-1-1-Voie chimique

L’extraction de la chitine à partir des carapaces nécessite deux étapes essentielles

distinctes: la déminéralisation en milieu acide et la déproteinisation en milieu basique (Percot

et al., 2003).

La déminéralisation de la chitine s’effectue habituellement avec une solution d’acide

(généralement du HCl à 0,1-1M), afin de transformer les minéraux non solubles de la

carapace en sels solubles (Gentilia et al., 2006). Le carbonate de calcium, principal composé

minéral de la carapace, réagit avec l’acide pour former du chlorure de calcium, de  l’eau et du

gaz carbonique. La réaction peut être décrite comme suit :

2 HCl (aq) + CaCO3(s) → CaCl2 (aq) + H2O + CO2 (g) (1)

La plupart des autres minéraux, tels que le magnésium, manganèse et le cuivre

présents, réagissent de façon similaire et donnent des sels solubles en présence d’acide. Les

sels formés peuvent être séparés de la chitine par une simple filtration suivie d’un lavage à

l’eau distillée de la carapace (Duval et Olivier, 2008).

La déprotéinisation de la carapace consiste à solubiliser les protéines dans une solution

basique (NaOH, Na2CO3, NaHCO3, KOH, etc.) (Crini et al, 2009).

1-8-1-2-Voie biologique

La méthode biologique est basée sur l’utilisation de microorganismes fermentaires

(tableau II) et/ou d’enzymes protéolytiques (tableau III) qui dégradent les protéines des

carapaces en peptides solubles dans la solution aqueuse (Synowiecki et Al- Khateeb, 2003;

Percot et al., 2003; Duval et Olivier, 2008).
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Tableau II : Quelques exemples de microorganismes fermentaires utilisés pour l’extraction de

la chitine.

Microorganismes Composés actifs Références

Aspergillus  niger Protéases Teng et al., 2001

Lactobacillus plantarum Protéase, acide lactique Rao  et  Stevens, 2006

Lactobacillus  paracasei Acide lactique Jung et  al., 2005

Pseudomonas  aeruginosa K-187 Protéases, chitinases et

lysozymes

Wang et Chio, 1998

Pseudomonas  maltophilia Protéases Teng et al., 2001

Tableau III : Enzymes utilisées pour l’extraction de la chitine (Rao et al., 1998).

Enzymes Origine Site de clivage de la liaison peptidique

Chymotrysines Animale/ bactérienne Clivage de l’extrémité C terminal des

acides aminés Phe, Trp, Tyr et Leu

Papaïne Animale Clivage de l’extrémité C terminal des

acides aminés Phe, Val et Leu

Pepsine Animale Clivage de l’extrémité N terminal des

acides aminés Trp, Phe et Tyr

Subtilisine Animale/ bactérienne Clivage de l’extrémité C terminal des

acides aminés Phe, Trp, Tyr et Leu

Trypsine Animale Clivage de l’extrémité C terminal des

acides aminés Lys et Arg

1-8-2- Obtention du chitosane

Le chitosane est obtenu par désacétylation de la chitine, par voie chimique ou

enzymatique. La chitine β est plus facile à désacétyler que son homologue α, qui est mieux

protégée par sa conformation (Kumirska et al., 2010).

1-8-2-1-Voie chimique

Tout comme le procédé d’extraction de la chitine, de nombreuses combinaisons de

conditions de désacétylation sont décrites. Généralement, la chitine est chauffée dans une

solution de NaOH (ou KOH) concentrée (Chang et al., 1997; Jaworska et Konieczna, 2001 ;

Tsai et al., 2002 ; Synowiecki et Al-Khateeb, 2003).
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1-8-2-2-Voie enzymatique

La désacétylation enzymatique peut être catalysée par une chitine-désacétylase extraite

de Mucor rouxii à pH 4,5 à 50 °C (Kafetzopoulos et al., 1993). Cette enzyme est active sur

des substrats chitineux supérieurs à 4 unités, et elle présente un degré d’activité plus élevé

lorsque le substrat présente une solubilité plus élevée (Martinou et al., 1995, Martinou et al.,

1998). La désacétylation enzymatique semble hydrolyser les liaisons N-acétyles de façon

aléatoire (Kumirska et al., 2010).

1-9-Les applications de la chitine et du chitosane

Les activités biologiques, incluant les propriétés antifongiques et antibactériennes, la

stimulation des réactions de défense chez les plantes et les propriétés curatives font de la

chitine et du chitosane des biopolymères très intéressants pour des  applications dans plusieurs

domaines (tableaux IV et V) tels que l’agriculture, l’agroalimentaire, la médecine, la

cosmétologie, le textile et le traitement des eaux usées.
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Tableau IV : Quelques applications de la chitine

Domaine Rôle (application) Références

Agricole

Éliciteur (inducteur)  des mécanismes de défense

des plantes (confère une résistance contre les

infections et les agressions parasitaires)

Wan et al., 2008

Agents de conservation des fruits et légumes

(fraises,  poivrons, concombres et  tomates)

Zhang et al., 2011

Traitement des eaux Agents de chélation des cations et des ions

métalliques (Cd2+)

Xiong, 2010

Agroalimentaire et

diététique

Préservation de la qualité des aliments

(antimicrobien, antioxydant)

Benhabiles et al., 2012

Additif alimentaire (structurant, texturant

émulsifiant)

Crini et al., 2009

agent hypocholestérolémiant et réducteur de

l’adsorption des lipides

Simunek et Bartonova, 2005

Médical

Capacités  cicatrisantes Koide, 1998

Capacités immunologiques, anti-tumorales et

hémostatiques

Jayakumar et al., 2006

Fabrication des fils de suture et transporteurs de

substances médicamenteuses

Foscolo et Phillipon, 1997

Cosmétologie Formulation des crèmes hydratantes et

amincissantes

Simon et chevalier, 2000

Industrie  papetière Fabrication de  la cellulose Ifrimer, 2010

Microbiologie La production des bio-fongicides Chang et  al., 2006
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Tableau V : Quelques applications du chitosane.

Domaine Rôle (application) Références

Biomédical

Peaux artificielles Gopal et al., 2015

Réduction du taux de cholestérol et de la

glycémie

Chang et al., 2012

Bactéricide et antifongique Tikhonov et al., 2006

Capsule pour le relargage des médicaments Kumar, 2000

Membrane pour dialyse Kalia et Avenus, 2011

Agriculture

Eliciteur  de résistance et de défense contre les

pathogènes chez les plantes

Benhamou et Picard., 1999

Stimule la croissance des plantes et la libération

de fertilisants et nutriments

Boonlertnirun et al., 2008

Traitement des eaux Pouvoir séquestrant (métaux lourds) Rhazi et al., 2002

Alimentation Agent antioxydant (conservateur pour poisson) Kamil et al., 2002

Capacité prébiotique Lee et al., 2002

Formation de films protecteurs Sebti et al., 2006

Capacité gélifiante Gomez-Guille et al., 2005

Capacité émulsifiante Desbrieres et al., 2010

Clarification des boissons (jus de pomme) Abd et Niamah, 2012

Cosmétique

Agent protecteur des cheveux (champoing,

lotions et produits de rinçage).

Kumar, 2000

Biopharmaceutique Immunostimulant et antitumoral Yang et Zaharoff, 2013

Biotechnologie Immobilisation des enzymes Huang et al., 2007

Industrie papetière Additif pour le revêtement des feuilles de papier Abdelkader-Nassar et al., 2014

Textile Amélioration de la teinture Ramadan et al., 2011
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Chapitre 2 : Plans d’expérience

2-1-Introduction

Le comportement des produits industriels précisément alimentaires est généralement

influencé par de nombreux phénomènes, souvent dépendants les uns des autres. Pour prévoir

ce comportement, le produit et les phénomènes sont modélisés, et des simulations sont

effectuées ; la pertinence des résultats des simulations dépend de la qualité des modèles.

En particulier, dans le cadre de la conception ou reconception d'un produit, les modèles font

généralement intervenir un certain nombre de grandeurs physiques que l'on s'autorise à

modifier, appelées paramètres. Le problème du concepteur est alors de trouver les "bonnes"

valeurs de ces paramètres, c'est-à-dire celles qui feront que le produit aura le comportement

attendu ; cela nécessite d'identifier l'influence des paramètres sur la réponse du produit. Cela

passe généralement par des études expérimentales, consistant à imposer différentes valeurs de

ces paramètres et à mesurer les réponses obtenues. Or, les essais sont couteux, et ce d’autant

plus que le nombre de paramètre à faire varier est important.

2-2-Définition

Selon Savary et al. (2009), les plans d'expériences consistent à sélectionner et

ordonner les essais afin d'identifier, à moindre coût, les effets des paramètres sur la réponse

du produit. La mise en œuvre de ces méthodes comporte trois étapes :

1-Postuler un modèle de comportement du système (avec des coefficients pouvant être

inconnus) ;

2-Définir un plan d'expériences, c'est-à-dire une série d'essais permettant d'identifier les

coefficients du modèle ;

3-Faire les essais, identifier les coefficients et conclure.

Les plans d'expériences offrent un moyen simple et efficace de réduire le coût et

d'augmenter la robustesse des études expérimentales effectuées lors de la conception ou de la

validation d'un produit industriel. Ils permettent d'utiliser toute la connaissance du produit

dont le concepteur peut disposer a priori tout en contrôlant un ou plusieurs paramètres à la

fois. Ainsi, il y aura une économie de temps, d’effort et de produits (nombres d’essais à

effectuer).
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2-3-Modélisation

2-3-1-Facteurs, niveaux et réponses

La première étape consiste à recenser les paramètres du système. Ces paramètres

correspondent à des grandeurs physiques du produit, que l'on peut régler directement ou que

l'on s'autorise à modifier.

La seconde étape est de préciser les valeurs que l'on souhaite leur donner. Sur le

produit réel, les paramètres peuvent varier de façon continue ou discrète.

Les paramètres que l'on fait varier au cours des essais sont appelés facteurs, et les

valeurs possibles que l'on attribue à un facteur sont appelées niveaux.

La réponse est la grandeur mesurée lors de l'essai.

2-3-2-Modèle

2-3-2-1- Définition

Le modèle est la relation mathématique donnant la réponse en fonction des facteurs.

Le but des essais est d'identifier ce modèle de comportement. La réponse s'exprime à l'aide

d'une fonction des facteurs, et uniquement des facteurs :

Y= ( , … , ) (2)

Où Y est la réponse et x1, ..., xn sont les facteurs.

L'écriture du modèle consiste simplement à postuler une forme pour f, faisant

intervenir des coefficients qui seront identifiés au cours des essais.

2-3-2-2-Les modèles

Les exemples les plus courants sont :

2-3-2-2-1-Modèle affine sans interactions

Le choix le plus simple est le suivant :

Y= + ∑ i xi (3)

Il s'agit d'un modèle affine par rapport à chacun des facteurs (en fixant tous les

facteurs autres que xi, on a une relation du type (f (xi) = Axi + B). Notons que l'influence de

chacun des facteurs sur la réponse va toujours dans le même sens : si ai est positif, la réponse

sera toujours croissante en fonction de xi (Savary et al., 2009).
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2-3-2-2-2- Modèle affine avec interactions doubles

Le modèle linéaire est souvent insuffisant, car les facteurs agissent rarement de

manière indépendante les uns des autres, l'influence d'un facteur sur la réponse peut

dépendre du niveau des autres facteurs. Or, ce type de comportement ne peut être

représenté correctement par la forme précédente, l'influence de x1 y est uniquement

déterminée par la valeur du coefficient a1. Pour introduire cette dépendance, on peut

ajouter des termes "croisés" au modèle précédent ; on obtient alors la forme suivante :

Y= + ∑ i xi (4)

2-3-2-2-3-Modèle affine avec interactions d'ordre supérieur

La notion d'interaction peut se généraliser à plus de deux variables. Par exemple, un

modèle avec interactions d'ordre 3, ou interactions triples, s'écrira sous la forme suivante :

Y= + ∑ i xi+∑ ∑ +∑ ∑ ∑ (5)

Les produits triples permettent de modéliser des phénomènes se produisant lorsque

trois facteurs sont à un niveau donné. On définit de même des interactions d'ordre 4, 5...

Dans un modèle à n facteurs, il existe ainsi des interactions jusqu'à l'ordre n.

2-4-Les catégories des plans d’expériences

Les plans d’expérience reposent sur plusieurs théories, on peut les classer en deux

catégories :

2-4-1-Les plans réduits

Ces plans consistant à sélectionner certaines combinaisons qui permettent

naturellement de réduire les coûts mais qui diminuent également l'information disponible sur

le comportement du système, l'usage de ces plans demande tout d'abord d'écrire le modèle

(c'est-à-dire de lister les facteurs et les interactions à prendre en compte) et de choisir le

nombre de niveaux des facteurs (Savary et al., 2009).

2-4-2-Les plans complets

C’est une catégorie de plans qui fournit une information la plus complète possible sur

des systèmes présentant relativement peu de facteurs. Elle consiste à tester toutes les
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combinaisons possibles, autrement dit, toutes les combinaisons de toutes les modalités des

différents facteurs sont examinées (Droesbeke et al., 1997).

Selon Savary et al., (2009), l’une des techniques les plus simples a été proposée par

Yates et Hunter, pour le cas où chaque facteur n'a que deux niveaux. Elle consiste à numéroter

les facteurs et à faire varier successivement leurs niveaux de la façon suivante :

 Au premier essai, tous les facteurs sont au niveau bas.

 On change le niveau du premier facteur à chaque essai...

 Celui du deuxième facteur tous les 2 essais...

 Et,  plus généralement, celui du k-ième facteur tous les 2k-1 essais.

La méthode peut s'adapter au cas où les facteurs ont plus de deux niveaux.

Dans le cadre d'un modèle affine, ce plan permet d'identifier l'influence de tous les facteurs et

de toutes les interactions, jusqu'à l'ordre maximal.

Parmi les plans complets, on trouve la méthode des surfaces de réponses.

2-4-2-1-La Méthode des surfaces de réponses

2-4-2-1-1-Définition

La méthode des surfaces de réponses consiste en un ensemble de techniques

mathématiques et statistiques  utiles pour modéliser et analyser des problèmes où une réponse

est affectée par différents facteurs (Rioux, 2008).

C’est une étude quantitative, l’objectif étant d’optimiser la réponse.

Le plan de second degré ou de surface de réponse permet d’établir des modèles

mathématiques de second degré. Il est utilisé pour les variables continues (Goupy, 2006).

2-4-2-1-2- Les Modèles de surface de réponse

Il existe différents types de modèles. Parmi eux, on distingue :

 Plans de type « poupées russes »

Ce model se réalise par les étapes suivantes :

 Tamissage des facteurs ;

 La recherche de la région de l’optimum en utilisant la méthode de la pente maximale ;

 Optimisation de la surface de réponse.
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Figure 8 : Plan de type poupées russes (Rioux M, 2008)

 Expérimentation séquentielle :

La réalisation  de ce modèle se fait par les étapes suivantes :

 Tamissage des facteurs ;
 Recherche de la région de l’optimum ;
 Modélisation et optimisation de la surface de réponse.

Figure 9 : Expérimentation séquentielles (Rioux M, 2008)
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2-4-2-1-2-Représentation graphique

La représentation géométrique du plan d'expériences et de la réponse nécessite un

espace ayant une dimension de plus que l'espace expérimental. Un plan à deux facteurs utilise

un espace à trois dimensions pour être représenté : une dimension pour la réponse (axe

vertical), deux dimensions pour les facteurs (axes horizontaux).

À chaque point du domaine d'étude correspond une réponse. À l'ensemble de tous les

points du domaine d'étude correspond un ensemble de réponses qui se localisent sur une

surface appelée la surface de réponse.

L’interprétation graphique de l’équation de surface de réponse est très utile dans la

recherche de l’optimum, il s’agit de déterminer les valeurs (x1, ..., xn) de m facteurs

quantitatives qui optimise la réponse y (Goupy, 2006).
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Chapitre 1 : Matériel et Méthodes

Notre travail expérimental a été réalisé au niveau du laboratoire d’analyses

physicochimiques commun II de la faculté des sciences biologiques et des sciences

agronomiques de l’université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

Les analyses de spectroscopie infrarouge de tous les échantillons de la matrice

expérimentale ont été réalisées au niveau du laboratoire d’analyses FTIR de la faculté

d’hydrocarbure et de chimie de l’université M’hamed Bougara de Boumerdès.

Les analyses FTIR de la chitine et de l’échantillon représentant les paramètres

optimaux ont été réalisées au niveau du laboratoire de recherche de la faculté de chimie de

l’université des sciences et de la technologie Houari Boumediene sise à Alger.

Les analyses de diffraction des rayons X ont été effectuées au niveau du laboratoire

des sciences alimentaires de la faculté de l’ingénierie de l’université M’hamed Bougara de

Boumerdès.

Dans le cadre de ce travail, nous avons procédé à l’extraction de la chitine à partir de

la carapace de crevettes rouges Aristeus antennatus (RISSO, 1816), dites royales, par

déminéralisation des carapaces à l’aide d’acide chlorhydrique (HCl) et déprotéinisation par de

la soude (NaOH). Cette même chitine a servi à la préparation du chitosane ; l’objectif de ce

travail étant d’optimiser la préparation du chitosane à partir de la chitine. Pour ce faire, la

désacétylation de la chitine a été effectuée par un traitement alcalin (NaOH). L’optimisation a

pu être réalisée par le biais de la méthode des surfaces de réponses, qui est un plan

d’expériences utilisant une matrice offrant un ensemble de conditions opératoires

(température, temps et concentration en NaOH) à appliquer, afin d’étudier le phénomène de

désacétylation de la chitine et de pouvoir l’optimiser.

Le DD des produits de chaque expérience a été déduit après analyse FTIR.

Le logiciel Statistica release 7.0 a été utilisé pour le traitement des données afin de

déterminer les conditions optimales d’obtention du chitosane. Les conditions optimales

déduites ont été, par la suite, testées expérimentalement.

L’analyse DRX a été effectuée pour étudier la cristallinité du chitosane.
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1-Matériel

1-1-Matériel biologique

Des crevettes rouges (royales) Aristeus antennatus (RISSO, 1816) ont été achetées du

marché de poisson de Tizi-Ouzou (Figure 10).

Figure 10 : Carapaces de crevettes rouges (royales) crevettes rouges Aristeus antennatus

(RISSO, 1816)

1-2-Matériel chimique

1-2-1-Solutions et produits utilisés

 Hydroxyde de sodium (NaOH) en pastilles blanches (laboratoire Biochem-

Chemopharma, Canada) ;

 Acide chlorhydrique (HCl) 32% en solution (Laboratoire Carlo erba, Val-de-Reuil) ;

 Bromure de potassium (KBr) ;

 Eau distillée.

1-2-2-Le petit matériel

 Verreries de laboratoire : des fioles, éprouvettes graduées, entonnoirs, béchers, flacons

et des tubes à essais ;

 Robot électroménager.

 Papier aluminium

1-3-Appareillage

 Spectroscopie Infrarouge à Transformée de Fourier (FTIR) (Brucker alpha).

 Diffractomètre de poudres (Xpert PRO) ;
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 Etuve (Memmert, modèle UM 200, France) ;

 Dessiccateur ;

 Agitateur magnétique à plaque chauffante (VWR série Advanced, VWR

international) ;

 Agitateur magnétique (J.R. SELECTA, s.a, série 0343266, France) ;

 pH mètre (inoLab, D882362, Allemagne) ;

 Thermomètre ;

 Balance de precision (KernModel 770-60 Analytical balance (0.01 mg accuracy),

Allemagne).

2-Méthodes

2-1-Prétraitement des carapaces

Les crevettes sont lavées à de l’eau du robinet et débarrassées de leurs têtes, pattes et

chairs.

Les carapaces obtenues sont bouillies dans de l’eau pendant une heure, broyées et

séchée à 160 °C (Figure11).

(a) (b)

Figure 11 : Carapaces de crevettes avant (a) et après broyage (b).

2-2-Extraction de la chitine

L’extraction de la chitine à partir des carapaces de crevettes a été réalisée par

déminéralisation et déproteinisation chimiques de celle-ci.

2-2-1-Etape de déminéralisation

La déminéralisation de la poudre de carapaces est réalisée en la mélangeant avec une

solution d’acide chlorhydrique(HCl) à 1,2M ; le rapport solide-liquide étant de 2/40 (g/ml). La
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réaction est effectuée à 30°C sous agitation continue pendant 75 minutes. La poudre de

carapace, ainsi déminéralisée, est rincée avec de l’eau du robinet jusqu’à atteindre le pH 7,0

pour éliminer les composants acides. Cette poudre est ensuite rincée avec de l’eau distillée et

séchée à l’étuve.

2-2-2-Etape de déprotéinisation

La déprotéinisation de la poudre de carapaces, préalablement déminéralisée, est

réalisée en la mélangeant avec une solution de soude (NaOH) à 2,42M ; le rapport solide-

liquide étant de 2/40 (g/ml). La réaction est effectuée à 30°C sous agitation continue pendant

75 minutes. La poudre de carapace, ainsi déprotéinée, est rincée avec de l’eau du robinet

jusqu’à atteindre le pH 7,0 pour éliminer les composants basiques. Cette poudre est ensuite

rincée avec de l’eau distillée et séchée à l’étuve, son poids aussi a été noté.

2-3-Optimisation de la désacétylation chimique de la chitine

L’optimisation de la désacétylation chimique de la chitine a été effectuée par la

méthode des surfaces de réponses. Pour ce faire, la matrice indiquée dans le tableau VI a

permis d’effectuer 16 expériences de désacétylation ; pour chaque expérience, 2g de chitine

sont mélangés à 20 ml de NaOH. Les expériences ont été réalisées sous agitation continue.

Les résidus obtenus ont été filtrés, rincés avec de l’eau du robinet jusqu’à atteindre le pH 7,0,

puis rincés, une dernière fois, avec de l’eau distillée. Ces résidus sont séchés à l’étuve

à 100°C et pesés après chaque opération de séchage.

Tableau VI : Matrice de surfaces de réponses utilisée pour la désacétylation de la chitine.
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Experience

Concentration

NaOH (M)

Temps d’incubation

(minutes)

Température

d’incubation (°C)

1 0,5 80 20

2 0,5 80 40

3 0,5 300 20

4 0,5 300 40

5 2 80 20

6 2 80 40

7 2 300 20

8 2 300 40

9 0,03 190 30

10 2,5 190 30

11 1,25 10 30

12 1,25 370 30

13 1,25 190 14

14 1,25 190 47

15 1,25 190 30

16 1,25 190 30

2-4-Caractérisation des produits obtenus

2-4-1-Détermination du degré de désacétylation

2-4-1-1-Analyse par spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier

Il  s'agit  d'une  méthode  essentiellement  qualitative,  qui  permet  d'obtenir  des

informations  structurales, ou de tester la pureté d'une substance.

Les différentes fonctions chimiques  présentes  sur une  molécule  donnée  sont

responsables  des bandes d'absorption caractéristiques; les liaisons entre les atomes vibrent

selon une fréquence qui dépend de la masse des atomes engagés et de la rigidité relative de la

liaison. Cette dernière absorbe des ondes infrarouges spécifiques selon la fréquence de sa

vibration (Tayeb, 2013). Ainsi, l’analyse infrarouge permet d’identifier les plages de

fréquences d’absorption d’un échantillon et de déterminer par la suite les groupements

chimiques conséquents (Duval et olivier, 2008).

2-4-1-1-1-Principe
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Le principe de fonctionnement du FTIR est fondé sur l’énergie apportée par le

faisceau IR qui, lorsqu’elle est au voisinage de l’énergie de vibration de la molécule, va

absorber le rayonnement. Ceci va aboutir à une diminution de l’intensité, réfléchie ou

transmise, qui sera enregistrée. Le domaine infrarouge entre 400 cm-1 et 4000 cm-1 correspond

au domaine d’énergie de vibration des molécules.

La position des bandes de vibration va dépendre en particulier de la différence

d’électronégativité des atomes et de leur masse. Par conséquent, un matériau de composition

chimique et de structure donnée va générer un ensemble de bandes d’absorption

caractéristiques de la nature des liaisons chimiques, de leur proportion et de leur orientation

(BiophyResearch, 2012).

2-4-1-1-2-Méthode

Dans la présente étude, le spectre infrarouge a été obtenu à l’aide d’un

spectrophotomètre FTIR (Brucker alpha) associé à un logiciel OP65 (Figure 12).

Le mode opératoire consiste à broyer 3 à 4 mg de chaque échantillon de chitine

désacétylée avec 145 mg de KBr. Le mélange est compacté sous presse pour former des

pastilles qui vont être placées dans le spectromètre infrarouge (domaine de nombre d’ondes

allant de 400 cm-1 à 4000 cm-1).

Figure 12 : Spectrophotomètre FTIR (Brucker alpha).

La spectroscopie infrarouge nous permet de déterminer le degré de désacétylation de

la chitine, en appliquant l’équation (6) préposée par Domszy et Roberts (1985) :
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DD%=100-[(A1655/A3450).100/1,33] (6)

Où :

 A1655 est l’absorbance à la longueur d’onde 1655 cm-1 (amide I) ;

 A3450 est l’absorbance à la longueur d’onde 3450 cm-1 (hydroxyle) ;

 Le facteur 1,33 représente le rapport A1655/A3450 pour une chitine entièrement N-

acétylée.

3-4-2--Etude de la cristallinité

3-3-2-1-Analyse par diffraction des rayons X

La diffraction des rayons X est utilisée dans l’étude de la cristallinité des différents

matériaux, elle permet d’identifier la présence  de composés susceptibles d’être liées à

l’échantillon.

Les spectres de diffraction ont été obtenues par le diffractomètre Philips PWO4

XPertPROx-ray (Figure 13) avec une tension de 45 kV, un courant de 40 mA, dans un

intervalle de 0-100°, le temps d’exposition est de l’ordre de 2,94 seconde par pas.

La  méthode  consiste  à  bombarder  l'échantillon avec  des  rayons  X,  et  à  regarder

l'intensité  de  rayons  X  qui  est  diffusée  selon  l'orientation  dans  l'espace  (Le saout,

2008). Les résultats numériques ont été transférer sur le logiciel origin Pro 8 pour tracer les

spectres.

Figure 13 : Diffractomètre de poudres  (Philips PWO4 XPert pro x-ray).

3-4-Détermination des paramètres optimaux de la désacétylation de la chitine

3-4-1- Application de la méthode des surfaces de réponses
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Pour optimiser l’obtention du chitosane avec un haut DD, on a eu recours à la méthode

des surfaces de réponses.

Le plan d’expérience de type surfaces de réponse est un plan complet qui consiste à

déterminer les combinaisons optimales des facteurs d’entrée qui permettent d’optimiser la

variable de sortie en un nombre d’expériences minimal. Dans la présente étude, la variable de

sortie à optimiser est le DD. L’application de ce plan d’expériences est faite à l’aide du

logiciel statistica release 7, qui permet de modéliser les résultats sous forme d’une fonction

polynomiale du second degré (eq 7)Y = c + ∑ X + ∑ b X + (∑ a X X ) (7)

Y : Réponse (DD) mesurée au cours des expériences ;

Xi et Xj : Niveaux attribués aux facteurs (concentration NaOH, temps, température)c : Ordonnée à l’origine ;

ai et aj: Coefficients associés aux facteurs Xi et Xj, respectivement (Goupy, 2006).

Le tableau VII représente les valeurs réelles et codées des 3 paramètres (facteurs).

Tableau VII : Valeurs réelles et codées de la matrice utilisée.
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Experience

Concentration NaOH (M) Temps (min) Température (°C)

Valeurs

réelles

Valeurs

codées

Valeurs

réelles

Valeurs

codées

Valeurs

réelles

Valeurs

codées

1 0,5 -1 80 -1 20 -1

2 0,5 -1 80 -1 40 +1

3 0,5 -1 300 +1 20 -1

4 0,5 -1 300 +1 40 +1

5 2 +1 80 -1 20 -1

6 2 +1 80 -1 40 +1

7 2 +1 300 +1 20 -1

8 2 +1 300 +1 40 +1

9 0,03 -1,68 190 0 30 0

10 2,5 +1,68 190 0 30 0

11 1,25 0 10 -1,68 30 0

12 1,25 0 370 +1,68 30 0

13 1,25 0 190 0 14 -1,68

14 1,25 0 190 0 47 +1,68

15 1,25 0 190 0 30 0

16 1,25 0 190 0 30 0
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Chapitre 2 : Résultats et discussion

2-Caractérisation de la chitine avant et après désacétylation

2-1-Caractérisation par FTIR

2-1-1-Caractérisation par FTIR de la chitine extraite des carapaces

Dans le cadre de cette étude, la chitine a été extraite, des carapaces de la crevette rouge

Aristeus antennatus (RISSO, 1816), en deux étapes successives consistant en la

déminéralisation et la déprotéinisation des carapaces. Le spectre FTIR de la chitine, ainsi

extraite, est représenté par la figure 14. Celui-ci montre la présence de pics caractéristiques de

la chitine. Il s’agit de la :

- présence d’un pic, dans la plage 1000-1250 cm-1, caractéristique de la vibration d’élongation

de la liaison C-N ;

- présence d’un pic, à 1303 cm-1, représentant les vibrations de déformation de la liaison CH3

et un autre pic, à 1387 cm-1, caractéristique de la liaison de déformation CH2 ;

- présence de 2 pics représentant les vibrations de déformations de la liaison N-H, dans la

plage 1550-1650 cm-1 et à 3400 cm-1 ;

- présence d’un pic, à 1650 cm-1, caractéristique de la liaison de C=O ;

- présence de 2 pics représentant les liaisons de déformations de la liaison O-H, à 2900 cm-1

et à 3400 cm-1.



Partie II                                                                                                    Partie expérimentale

33

Figure 14 : Spectre infrarouge de la chitine extraite des carapaces de la crevette rouge.

Des études sur la caractérisation de la chitine par infrarouge ont démontré, qu’en cas

d’impureté (présence de protéines, minéraux et autres composants résiduels), il y a présence

de pics représentant d’autres groupements chimiques n’appartenant pas à la chitine. En effet,

Le Roux (2012) a démontré que la présence de protéines résiduelles dans l’échantillon

provoque une augmentation de l’intensité d’absorbance à des pics communs à la chitine

notamment dans la plage 2800-3500 cm-1. De même Falini et al. (2003) ont mis en évidence

des bandes spécifiques aux protéines et à la chitine qui se chevauchent. Furuhashi et al.

(2009), quant à eux, ont  comparé  les spectres de protéines (BSA) et de polysaccharides purs

(mannane et glucane) au spectre de la chitine extraite de  coquilles de différentes espèces de

mollusques (Acanthopleura villanttii, Pictodentalium vernedei, Mytilus galloprovincialis).

Leur étude a pu démontrer que les bandes caractéristiques de la chitine coïncident à la fois

avec celles des polysaccharides et des protéines. Ainsi, Paulino et al. (2006) affirment que

l’augmentation d’intensité de certains pics observable en FTIR est due à la présence

d’impuretés résiduelles.

2-1-2-Caractérisation par FTIR des échantillons de chitine désacétylée

Les spectres infrarouges obtenus à partir des échantillons de chitine désacétylée sont

présentés par la figure 15 et l’annexe 1. L’exploitation des différentes bandes obtenues a
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démontré l’existence de bandes d’absorption représentant les groupements fonctionnels

caractéristiques du chitosane (figure 14), il s’agit de :

-1000-1300 cm-1 : vibration d’élongation de la liaison C-N ;

-1550-1650 cm-1 : vibration de déformation de la liaison N-H ;

-1600-1700 cm-1 : vibration d’élongation de la liaison C=O ;

- 2500-3500 cm-1 : vibration d’élongation de la liaison N-H et O-H.

La majorité des spectres du chitosane présente une similarité dans les plages d’absorption

avec une différence dans l’intensité d’absorption. En comparant les spectres FTIR de la

chitine  (Figure 14) et du chitosane (Figure 15), on remarque un changement dans l’intensité

de la fréquence d’absorption de vibrations de déformation de la liaison N-H, démontrant une

augmentation du nombre de groupements NH2, et confirmant ainsi la désacétylation de la

chitine.

Figure 15 : Spectre infrarouge du produit de l’expérience N°1.

2-2-Caractérisation par diffraction aux rayons X de certains échantillons de chitine

désacétylée

Les spectres de diffraction aux rayons X concernant les produits des expériences (1 à 5)

sont représentés par la figure 16 et l’annexe 2. Ces spectres ont une similarité importante dans

la plage de diffraction. En effet, il y a présence de 2 pics, l’un représentant une forte intensité

de diffraction, à 20°, et l’autre représentant une moins forte intensité de diffraction, à 10°,

caractéristiques du chitosane. En effet, selon Muzzarelli et al. 2004, la chitine est caractérisée
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par 2 pics de moyennes intensités, à 9 -10° et 20-21°, alors que le chitosane est caractérisé par

1 pic de grande intensité, à 20°, et 1 pic de moyenne intensité, à 10°.

La présence de structure cristalline caractéristique du chitosane dans notre étude

démontre l’influence du traitement de désacétylation sur la chitine par le biais de

remaniements structurels au cours de ce processus.

Yen et al., 2007 ont aussi trouvé que le chitosane fongique présentait 2 larges pics de

diffraction à 10 ° et 20 °. Ce type de spectre est caractéristique des chitosanes de types  α et γ.

Figure 16 : Spectre de diffraction aux rayons X du produit de l’expérience N°1.

2-3-Calculs des degrés de désacétylation

Les résultats des valeurs d’absorbance et de transmittance obtenue par projection sur

les spectres FTIR ainsi que les DD obtenus par application de l’équation de Domszy et

Roberts (1985), sont présentés dans le tableau VIII :
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Tableau VIII : Résultats obtenus après calcul des DD par la méthode de Domszy et Roberts

(1985).

Expérience T A DD

(%)

Expérience T A DD

(%)1655

cm-1

3450

cm-1

1655

cm-1

3450

cm-1

1655

cm-1

3450

cm-1

1655

cm-1

3450

cm-1

1 0,44 0,42 2,24 2,35 27,87 9 0,65 0,65 1,52 1,51 22,86

2 0,63 0,68 1,57 1,47 18,47 10 0 ,335 0,34 2,9 2,94 39,84

3 0,60 0,52 1,66 1,89 33,69 11 0,31 0 ,28 3,22 3,50 29,87

4 0,69 0,64 1,43 1,55 30,18 12 0,316 0,313 3,15 3,19 24,81

5 0,5 0,56 2 1,77 15,42 13 0,37 0,25 2,64 3,92 49,87

6 0,53 0,52 1 ,87 1,89 24,81 14 0 ,33 0,31 2,98 3,17 30,51

7 0,17 0,14 5,63 6,77 40,29 15 0,99 0,98 1,01 1,02 25,47

8 0,13 0,09 7,69 11 47,95 16 0,99 0,98 1,01 1,02 25,47

A : absorbance

T : Transmittance

2-4-Analyse des résultats par la méthode de surfaces de réponses

2-4-1- Réponse obtenue (DD%)

Dans la présente étude, la modélisation de la désacétylation de la chitine a été

effectuée par la méthode de surface de réponse. Les résultats obtenus (tableau VIII) montrent

clairement l’existence d’une variation des DD en fonction des expériences réalisées suggérant

une influence des conditions de désacétylation (facteurs) sur la variation des DD. Les valeurs

de DD obtenues sont inférieures à 50% ; la valeur de DD la plus élevée (49,87%) étant

attribuée à l’expérience N°13. Ceci nous amène à conclure que les conditions douces utilisées

dans le cadre de cette étude ont permis de désacétyler la chitine. Néanmoins, cette

désacétylation n’a pas permis d’aboutir à du chitosane (DD>50%).

2-4-2-Analyse statistique

L’analyse statistique des résultats de désacétylation par la méthode de surfaces de

réponses est résumée dans le tableau IX. Elle comprend les effets des facteurs, les coefficients

du modèle et les valeurs p et t. Selon le tableau IX, les résultats montrent que les valeurs p de

l’effet linéaire du facteur concentration NaOH, temps d’incubation et celle de la température

sont hautement significatives (<0,01), ceci démontre que ces facteurs présentent un effet sur le

DD au seuil statistique retenu. Par ailleurs, les résultats de la valeur p des effets quadratiques
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sont comme suit : un effet significatif (<0,05) pour le facteur concentration NaOH, hautement

significatif (<0,01) pour le facteur température et pas du tout significatif (>0,05) concernant le

facteur temps d’incubation. Les valeurs p inhérentes des effets des interactions sont

hautement significatives (<0,01) pour les facteurs concentration en NaOH/temps d’incubation

et concentration en NaOH/température tandis que l’effet de l’interaction pour les facteurs

temps d’incubation/température est significative (<0,05) indiquant que les trois paramètres

interagissent ensemble lors de la désacétylation de la chitine, au seuil statistique retenu.

Le test de Student, pour un seuil de signification de 5% et pour un ddl = 12 ( =− − 1 = 16 − 3 − 1 = 12 ), donne une valeur t théorique de 2,179. Celle-ci est inférieure

aux valeurs absolues t calculées de l’effet linéaire et quadratique de la concentration NaOH,

de l’effet linéaire de temps d’incubation et quadratique de la température ainsi qu’aux valeurs

des effets des interactions entre ces facteurs. Ceci signifie que les effets des facteurs temps

d’incubation et concentration sont plus significatifs sur le DD de la chitine contrairement au

facteur température car la même valeur s’avère supérieure aux valeurs t calculées de ce

paramètre ce qui signifie que l’effet de ce dernier n’est pas significatif sur le DD dans la

gamme étudiée.

Tableau IX : Résultats de l’analyse statistique des effets des facteurs sur le degré de

désacétylation de la crevette rouge Aristeus antennatus (RISSO, 1816) (L : linéaire ; Q:

quadratique ; t: valeurs obtenues par test de student).

Facteur Effet Probabilité (p) Coefficient t

Constante 25,86507 0,001227 25,86507 518,822

Concentration en NaOH (L) 6,85617 0,003553 3,42808 179,160

Concentration en NaOH  (Q) 2,45628 0,012041 1,22814 52,865

Temps d’incubation (L) 8,35187 0,002917 4,17593 218,245

Temps d’incubation (Q) -0,37922 0,077614 -0,18961 -8,162

Température (L) -4,16194 0,005853 -2,08097 -108,757

Température (Q) 8,70710 0,003397 4,35355 187,396

Concentration en NaOH/ Temps

d’incubation

7,62000 0,004177 3,81000 152,400

Concentration en NaOH/

Température

7,49000 0,004250 3,74500 142,800

Temps d’incubation/ Température 1,04000 0,030583 0,52000 20,800
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2-4-3-Modélisation de la désacétylation de la chitine

L’exploitation des coefficients associés à l’ensemble des effets a permis d’élaborer un

modèle du second degré susceptible de décrire l’étape de désacétylation de la chitine de

carapace de crevettes rouges Aristeus antennatus (RISSO, 1816) :

Y=25,86507 + 3,42808X1 + 1,22814 X1
2 + 4,17593X2 - 0,18961X2

2 - 2,08097X3 +
4,35355X3

2 + 3,81000X1X2 + 3,74500X1X3 + 0,52000X2X3 (8)

Avec :

Y : Représente la réponse mesurée au cours de l’expérience (DD) ;

X1 : Niveau attribué au facteur concentration en NaOH ;

X2 : Niveau attribué au facteur temps d’incubation ;

X3 : Niveau attribué au facteur température.

Les valeurs des effets standardisés des facteurs étudiés sur le DD sont présentées dans

le diagramme Pareto (Figure 17). Nous remarquons que le facteur temps d’incubation s’avère

le facteur le plus influant sur le DD avec un effet linéaire standardisé positif de 218,244. Ceci

signifie qu’en moyenne, le degré de désacétylation augmente de 8,35% lorsqu’on passe d’un

temps de 80 à 370 min avec p= 0,0029. Aussi, le facteur concentration en NaOH a un effet

linéaire standardisé positif de 179,16. Ceci signifie que le DD augmente de 6,85% en passant

d’une concentration de 0,03 à 2,5 M avec p=0,0035. Le facteur température, quant à lui, a

démontré un effet standardisé négatif de -108,757. Cela signifie qu’en moyenne, le DD

augmente de 4,16% en passant d’une température de 14 à 47 °C avec p=0,0058.
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Figure 17 : Diagramme de PARETO des effets standardisés des facteurs étudiés sur le DD.

D’autre part, les effets quadratiques standardisés de la température et de la

concentration en NaOH s’avèrent positifs et significatifs ; ils sont de l’ordre de 187,3963 et

52,86, respectivement. Par contre, l’effet quadratique standardisé du temps d’incubation s’est

révélé non significatif.

L’effet standardisé de l’interaction concentration en NaOH/temps est de l’ordre de

152,4   avec p<0,01. Cela signifie que le degré de désacétylation augmente de 7,62%

lorsqu’on passe d’un  niveau minimal à un niveau maximal (0,03  à 2,5M ; 80 à 370 min ; 14

à 47 °C).

L’effet standardisé de l’interaction concentration en NaOH/température est de l’ordre

de 149,8 avec p<0,01. Cela signifie que le degré de désacétylation augmente de 7,49%

lorsqu’on passe d’un  niveau minimal à un niveau maximal (0,03  à 2,5M; 80 à 370 min; 14 à

47 °C).



Partie II                                                                                                    Partie expérimentale

40

L’effet standardisé de l’interaction temps/température s’avère le plus faible (20,8%),

indiquant que le DD augmente seulement de 1% lorsque on passe d’un niveau minimal à un

niveau maximal (0,03 à 2,5M ; 80 à 370 min ; 14 à 47 °C).

De nombreux travaux ont été faits dans le but de préparer du chitosane. En accord

avec la présente étude, Truong et al. (2007) ont indiqué que le facteur temps a une influence

significative sur le DD car l’analyse des résultats a démontré que le meilleur degré de

désacétylation (80%) a pu être obtenu après 60 min, pour différentes concentrations en NaOH

étudiées (8,75M, 10M, 11,25M et 12,5M). Cela est expliqué par le fait que le temps agit d’une

part sur la diffusion de la solution alcaline à l’intérieur de la chitine et d’autre part sur

l’énergie d’activation de la désacétylation. L’interaction concentration NaOH/temps s’est

aussi avérée avoir une grande influence car, pour une concentration en NaOH plus faible

(8,75 M), cette réaction est incomplète même après 3 h. Selon CHANG et  al. (1997) et

METHACANON et al. (2003), cette limite peut être expliquée par la cinétique de l’énergie

d’activation de la réaction de désacétylation car les liaisons entre les groupements  amine  et

acétyle  ne sont  pas complètement coupées si l’énergie d’activation n’est pas suffisante. Il a

aussi été prouvé que la variation de la concentration en NaOH a une plus grande influence sur

la vitesse de réaction de désacétylation que la température car pour la concentration  de

NaOH  la  plus  faible étudiée par ces auteurs (7,5 M), le pourcentage de désacétylation

augmente à partir d’environ 60°C, mais il reste faible même à 120°C et le produit obtenu reste

majoritairement sous forme de chitine. Par contre, le DD augmente plus rapidement pour les

concentrations de NaOH plus élevées (10 ou 12,5 M).

Une autre étude effectuée par Mohammed et al. (2012) ont démontré que le DD

augmente avec l’augmentation de la concentration en NaOH. En effet, il est passé de 34%

pour une concentration de NaOH à 25 %, à 64% pour une concentration de NaOH à 50 %. De

même, il a été démontré que le DD augmente avec l’augmentation de la durée de la réaction

de désacétylation. En effet, il est passé de 64% pour une durée de 2h, à 73% pour une durée

de 10h.

2-4-4-Interprétation des représentations graphiques obtenues par la méthode de

surfaces de réponses

Le tracé en trois dimensions obtenues par la méthode de surfaces de réponses est un

graphique qui représente l’interaction entre les variables. Chaque tracé représente la variation

de la réponse en fonction de la combinaison, des facteurs, pris deux à deux, tandis que l’autre
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variable sera maintenue au niveau zéro. Il permet, ainsi, de localiser le niveau optimal de

chaque variable (De lima, 2010).

2-4-4-1-Variation du DD en fonction de la concentration en NaOH et du temps

d’incubation

La variation du DD en fonction de la concentration en NaOH et du temps d’incubation

est représentée par la figure 18. Celle-ci montre que l’augmentation du DD suit

l’augmentation de la concentration en NaOH et du temps d’incubation. Ceci est visualisé sur

la figure par l’élévation de l’allure du plan et apparition d’une couleur brune (DD>60%) au

sommet du plan, signifiant une interaction, entre les facteurs concentration en NaOH et temps

d’incubation, qui influence positivement sur la désacétylation de la chitine.

Figure 18 : Courbe de l’évolution du DD en fonction de la concentration en NaOH et du

temps d’incubation

2-4-4-2-Variation du DD en fonction de la concentration en NaOH et de la température

d’incubation

La variation du DD en fonction de la concentration en NaOH et de la température

d’incubation est représentée par la figure 19. Il est à relever qu’il y a interaction entre les

paramètres concentration en NaOH et température. En effet, lorsqu’il y a augmentation

simultanée ou diminution simultanée de ces deux paramètres, le DD augmente. Ceci peut être

visualisé par l’élévation de l’allure du plan faisant apparaitre une couleur rouge à brune

foncée caractéristique d’un DD > 60%.
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Figure 19 : Courbe de l’évolution du DD en fonction de la concentration en NaOH et de la

température d’incubation.

2-4-4-3-Variation du DD en fonction du temps et de la température d’incubation

D’après la figure 20, on remarque qu’il y a interaction entre le facteur température et

le facteur temps. En effet, les plus hautes valeurs de DD (l’élévation de l’allure du plan avec

apparition de la couleur brune foncée (>50%)) sont atteintes lorsque l’augmentation du

facteur temps est accompagnée par la diminution du facteur température.

Figure 20 : Courbe de l’évolution du DD en fonction du temps et de la température

d’incubation.
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2-5- Optimisation de la désacétylation chimique de la chitine

En analysant les résultats précédemment cités, il parait évident qu’il existe une

interaction entre les trois facteurs étudiés. Nous nous sommes proposés de tester un point

optimum suggéré par le logiciel Statistica release 7.0. Il s’agit de traiter la chitine (figure 21)

avec une concentration de NaOH de 3,5 M à 5°C pendant 9 H et 40 min. Le produit ainsi

obtenu (figure 22) a été soumis à une analyse FTIR afin de déterminer le DD.

Le spectre FTIR de ce produit est représenté par la figure 23. Le résultat de calcul du

DD  par application de l’équation de Domszy et Roberts (1985) (équation 6) est représenté

dans le tableau X.

Figure 21 : Chitine avant désacétylation

Figure 22 : Chitosane optimisé
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Figure 23 : Spectre FTIR du chitosane optimisé

Tableau X : Résultats du calcul du DD obtenu avec les paramètres optimaux.

T A
DD (%)

1655 cm-1 3450 cm-1 1655 cm-1 3450 cm-1

0,295 0,10 3,39 10 74,51

Il parait clair que grâce aux conditions optimales utilisées suggérées par le logiciel

Statistica release 7.0, nous sommes parvenus à préparer du chitosane avec un DD de 74,51 %

à partir de la carapace de la crevette rouge Aristeus antennatus (RISSO, 1816).

Une étude faite par Truong et al. (2007) sur les carapaces de la crevette grise

Palaemodiae a permis, après modélisations de la désacétylation en utilisant la méthode de

surfaces de réponses, d’obtenir un chitosane avec un DD de 90%, en traitant les carapaces

avec du NaOH à 12,5 M à 110 °C pendant 152 min. L’étude de Truong et al. (2007) a donc

permis d’obtenir un chitosane avec un haut DD (90%) plus rapidement (152 min) mais avec

des conditions drastiques (du NaOH à 12,5 M à 110 °C). Par contre, la présente étude a

démontré qu’il est possible d’obtenir un chitosane de haut DD (74,51%) avec des conditions

plus douces (NaOH à 3,5 M à 5°C pendant 9 H et 40 min).
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L’objectif de notre travail est d’optimiser la préparation d’un biopolymère aux

innombrables propriétés, nommé chitosane. Pour y aboutir, nous avons eu recours à la

méthode de surfaces de réponses, qui permet en un nombre limité d’expériences d’avoir un

maximum d’information sur les effets et les interactions des paramètres étudiés. Dans la

présente étude, le chitosane était préparé à partir de la chitine extraite de la crevette rouge

Aristeus antennatus (RISSO, 1816). Pour ce faire, la chitine a été désacétylée suivant les

conditions données par la matrice du plan d’expériences pour surfaces de réponses.

L’optimisation a porté sur trois conditions opératoires que sont la concentration initiale de

NaOH, le temps et la température de réaction. Les résultats de l’optimisation ont permis

d’obtenir un chitosane de DD appréciable (74,51%), et ce, dans les conditions optimales

suivantes : NaOH à 3,5 M à 5°C pendant 9h et 40min. L’avantage d’utiliser des conditions

douces est de permettre de réaliser une désacétylation tout en minimisant la baisse du poids

moléculaire du polymère, due à la dépolymérisation qui a lieu en conditions de désacétylation

drastiques.

En guise de perspectives, ce travail gagnerait à être approfondi par :

- la caractérisation du produit obtenu ;

- l’étude des propriétés du produit ainsi obtenu ;

- l’étude d’autres conditions optimisées douces afin de produire éventuellement un

chitosane de plus haut DD ;

- l’essai de ce processus à l’échelle pilote ou semi-industrielle pour en déterminer la

possibilité d’utilisation à l’échelle industrielle.
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Annexe 1 : Spectres infrarouges

Figure 24 : Spectre infrarouge du produit de l’expérience N°2

Figure 25 : Spectre infrarouge du chitosane de l’expérience N°3
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Figure 26: Spectre infrarouge du produit de l’expérience N°4

Figure 27 : Spectre infrarouge du produit de l’expérience N°5
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Figure 28 : Spectre infrarouge du produit de l’expérience N°6

Figure 29 : Spectre infrarouge du produit de l’expérience N°7
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Figure 30 : Spectre infrarouge du produit de l’expérience N°8

Figure 31: Spectre infrarouge du produit de l’expérience N°9
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Figure 32: Spectre infrarouge du produit de l’expérience N°10

Figure 33 : Spectre infrarouge du produit de l’expérience N°11
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Figure 34 : Spectre infrarouge du produit de l’expérience N°12

Figure 35 : Spectre infrarouge du produit de l’expérience N°13
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Figure 36: Spectre infrarouge du produit de l’expérience N°14

Figure 37 : Spectre infrarouge du produit de l’expérience N°15
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Figure 38: Spectre infrarouge du produit de l’expérience N°16
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Annexe 2 : Spectres de diffraction des rayons X

Figure 39 : Spectre de diffraction du produit de l’expérience N°2

Figure 40 : Spectre de diffraction du produit de l’expérience N°3
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Figure 41 : Spectre de diffraction du produit de l’expérience N°4

Figure 42 : Spectre de diffraction du produit de l’expérience  N°5
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Annexe 3 : Déplacements  chimiques

Tableau XI : Corrélation dans le moyen infrarouge entre structure et vibration v en fonction de
nombre d’onde (cm-1).
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Annexe 4 : Table statistique

Tableau XII : Table de la loi de student : test (t).

α: seuil de signification.

ddl: degré de liberté.
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