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Introduction générale 

 La chitine est un copolymère composé d’unités de N-acétyle-D-glucosamine (NAG) et 

D-glucosamine liés par des liaisons glycosidiques de type β-(1,4), au sein duquellele 

pourcentage en unités NAGdépasse 40% (DA>40%). Le chitosane est le dérivé désacétylé de 

la chitine, sa structure renferme plus d’unité D-glucosamine que d’unité NAG (DDA>60%), 

ce qui lui confère une solubilité remarquable dans les solutions acides diluées (Nwe et 

Stevens, 2008).  

 Les Polysaccharide chitine et chitosaneont reçu beaucoup d'intérêt pour l'application 

potentielle dans le secteur agricole, biomédecine, la biotechnologie et l'industrie alimentaire 

en raisondes propriétés de biocompatibilité,de biodégradabilité et de bioactivité(Kurita,1998 ; 

Synowiecki et al, 2003). 

 La chitine est le polymère le plus abondant sur le globe après la cellulose, et il est le 

constituant principal des carapaces de crustacés, des cuticules de certains insectes, et des 

parois cellulaires fongiques (Ruiz-Herrera, 1992). Le Chitosane, est moins abondant que la 

chitine, c’est un biopolymère structurel présents dans les parois cellulaires de certaines 

espèces fongiques, particulièrement celles appartenant à la classe des 

Zygomycètes(Arcidiacono et al, 1989; Arcidiacono and Kaplan 1992).Comme, il peut se 

retrouver dans la paroi de plusieurs genres tels que : Mucor,Absidiaet Rhizopus(Ruiz-Herrera, 

1992;Khor, 2001). 

La chitine est extraite, industriellement, à partir de crabes et de coquilles des crevettes 

obtenus comme sous-produits de l'industrie des produits de la mer (Jeuniaux, 1978).La 

production de chitine et de chitosane à partir de sources fongiques a gagné une attention 

accrue au cours des dernières années en raison du potentiel avantages par rapport à la source 

marine. Par exemple,l’approvisionnement et la disponibilitéde déchets des crustacés sont 

limités par les saisons et les emplacements de l'industrie de la pêche, tandis que le mycélium 

peut être produit par simple fermentation indépendamment de leur emplacement 

géographique ou de la saison (White et al, 1979). En outre, les mycéliums fongiques ont des 

teneurs faibles en matières minérales par rapport aux coquilles de crustacés, et par conséquent 

la déminéralisation n’est pas nécessaire pendant le traitement (Teng et al, 2001).  

Des progrès récents dans la technologie de fermentation suggèrent qu’une large 

gamme d’organismes fongiques contenant de la chitine/chitosane peut être une nouvelle voie 

de production de cespolysaccharides. De nombreux articles scientifiques ont montré que ces 

espèces sont aisément cultivablesen milieu renfermant des nutriments simples comme sources 
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de carbone et d’azote et parfois des oligo-éléments. Dans le cas du chitosane, ce polymère 

peut être isolé de leur paroi par des traitements basiques et acides.Le mycélium de diverses 

espèces fongiques, appartenant à la classe desAscomycetes, des Zygomycetes, des 

Basidiomycetes et des Deutermoycetes, est une source alternative de chitine et chitosane 

(Pochanavanich and Suntornsuk, 2002). Il est considéré comme une source prometteuse de 

chitine/chitosane, car la culture fermentaire des microorganismes offre la possibilité de 

maîtriser les propriétés physiques de ce polymère,et cela par la régulation dedivers facteurs 

tels que la composition du milieu de croissance. Il en est de même du protocole 

d’extraction(températures, concentration des acides et des bases utilisés et la durée des 

traitementscorrespondant) (Di Lena et al, 1994). 

Un nombre important de travaux ont été publiés sur l’isolation des chitosanes (libre et 

lié)dans les Zygomycètes et les Basidiomycètes. La recherche bibliographique a montré que 

très peu d’études ont été faites sur les Ascomycètes. Pour cette raison, nous nous sommes 

intéressés à la production des polysaccharides (chitine, chitosane libre oucomplexe de 

chitosane) à partir du mycélium d’un champignon choisi : Penicillium camemberti. C’est une 

moisissureà usage comestible fréquemment utilisée dans la fabrication des fromages à pâte 

molle telles que : le Camembert. 

Pour la réalisation du mémoire de master, deux parties ont été conçues : 

1. Une partie théorique organisée en deux chapitres : 

Le 1er concerne la présentation des moisissures (taxonomie, morphologie, composition de la 

paroi cellulaire, conditions de croissance et les domaines d’utilisation). 

Le 2ème concerne les polysaccharides fongiques. 

2. La partie expérimentale comporte : 

Dans la première étape, une présentation de la culture du champignon sur milieu solide 

(YPGA) inoculé par des spores de Penicillium camemberti a été faite suivie d’une description 

du mode d’extraction du chitosane libre dans la paroi du mycélium. 

La deuxième étape consiste dans l’extraction du chitosane total (regroupant chitosane 

libre et chitosane lié au glucane) par l’utilisationd’une autre méthode proposée par Nwe et 

Stevens (2002a). Dans cette étude, quelques étapes supplémentairesont été rajoutées.  

A la fin du mémoire, une conclusion générale ainsi que quelques perspectives ont été 

présentées. 
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II.1- Introduction  
 

Les polysaccharides, polyosides, ou glycanes sont arbitrairement définis commedes 

polymères de haut poids moléculaire résultant de l’assemblage  d’un grandnombre d’oses simple par 

des liaisons osidiques formées par l’élimination d’une molécule d’eau entre 

l’hydroxylehémiacetalique en C1 d’un ose et l’un quelconque des hydroxyles de l’autre 

moléculeosidique (Bruneton, 1999).Dans le groupe des polysaccharides, on peut distinguer: 

1. Les homopolysaccharides (ou homoglycannes) qui sont constitués par un seul type 

d'oses : 

• polyglucosides ou glucanes (amidon, glycogène, cellulose); 

• polymannosides ou mannanes ; 

• polygalactosides ou galactanes : Certaines  d’entre elles peuvent être sulfatés (agar-

agar et carraghénane). 

• polyfructosides ou fructosanes ou fructanes (inuline); 

• polyxylosides ou xylanes (ce sont aussi des pentosanes). 

2. Les hétéropolysaccharides (ou polyholosides mixtes) qui par hydrolyse donnentnaissance à 

plusieurs oses : 

• galactomannanes (galactose et mannose); 

• hémicellulose (xylose et arabinose). 

Les polyuronides peuvent être reliés à cet ensemble ;ils  forment un groupeimportant 

de colloϊdes naturels: 

• pectine (polygalacturonides); 

• acides alginiques (polymannuronides); 

• gomme arabique, constituée de molécules très ramifiées contenant de l'acide 

Glucuronique, du Arabinose, du Rhamnose et du Galactose(Biserteet al, 1977). 

Leurs propriétés rhéologiques (gélifiant, stabilisant; émulsifiant,épaississant,…) sont 

mises a profit dans l’agro- alimentaire, l’industrie pétrolière, la cosmétique, les peintures, les 

adhésifs, les biomatériaux…leur bonne biocompatibilité confère a ces biomolécules des vastes 

possibilités d’utilisation dans l’industrie en général et plus précisément dans l’industrie 

chimique ainsi que dans l’industrie pharmaceutique et médicale (Delattre ,2005). 

 Selon leurs origines, les polysaccharides peuvent être classés en trois catégories ;les 

polysaccharides animaux, les polysaccharides extrait d’algues et les polysaccharides 

fongiques. 
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Les polysaccharides animaux (l’Acide hyaluronique, Héparine, Glycogène…)sont soit 

impliqués dans la structure des tissus conjonctifs(hyaluronanes, dermatanes sulfate et 

chondroïtines), soit dans des mécanismes decommunications cellulaires via leurs propriétés 

fonctionnelles (héparines et héparanessulfate) (Delattre ,2005). 

D’une manière générale,les parois des algues brunes (Phaeophyceae) ainsi que celle 

des algues vertes (Chlorophyceae) possèdent des polysaccharides de type carraghénanes, 

Agar-Agar (gélose) et alginate. SelonDelattre 2005, les parois des algues rouges contiennent 

essentiellement des galactanessulfatés tels que : lescarraghénanes. 

Les parois fongiques sont des structures en multicouches constitués de 75% des 

polysaccharides (chitine, glucanes et glycoprotéines) organisés en microfibrilles (ils sont  

composés de chitine).  

 

II .2- Les polysaccharides fongiques  

Les champignons représentent un ensemble extrêmement hétérogèned’organismes 

dont les individus sont distribués dans toutes sortes d’habitats. Cettecaractéristique a pour 

conséquence une grande diversité métabolique et biochimique. 

Les polysaccharides représentent un pourcentage majeur de la biomasse fongique 

(jusqu’à environ 75 %). Ils forment une gaine protectrice autour du mycélium et assurent ainsi 

un rôle de soutien pour ce dernier. Le principal représentant de ces polymères fongiques est la 

chitine (Delattre, 2005). Les polysaccharides fongiques peuvent être classés en deux 

catégories suivant leurs fonctions : les polymères dits structurels ou polysaccharides 

fibrillaires qui sontsitués à proximité de la membrane plasmique pour être en 

mesure d'accomplir leur fonction mécanique, ils sont donc responsables de la rigidité de la 

paroi cellulaire. Les polymères de matrice ou polymères amorphe de type gel 

matricielagissant comme interconnexion des molécules, et ils sont présents dans la paroi 

cellulaire entière (Wesselset Sietsma, 1981; Wessels, 1994). 

LeGlucane et /ou la chitine ont généralement été doté de la fonction structurelle, bien 

que certains mannoprotéines, normalement considérés comme polymères de matrice typiques, 

peuvent également jouer un rôle important dans le maintien de l'architecture globale des murs 

(Wessels et Sietsma, 1981; Ruiz-Herrera, 1992; Wessels, 1994; Sentandreu et al, 1994). 
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II.2.1- Leglucane  
 
Leglucaneest un polysaccharided’importance majeure dans la structure pariétale, leur 

pourcentages dans la paroi desascomycètes est le plus signifiant.Ce polymère est constitué 

exclusivement de monomères  de D-glucose ,selon le type de liaisons chimiques, on distingue 

les α- etβ -glucanes, ces deux types contiennent des liaisons 1,3-et /ou (1,4), mais seulement 

les β -(1,3)-glucanes qui contiennent des liaisons (1,6) .Les deux types de glucanes sont 

présents chez la plupart des espèces fongiques de différents groupes taxonomiques, bien que 

les β-glucanes soient les plus abondants (Ruiz-Herrera ,1992 ; Wessels ,1994 ; Sentandreu et 

al,1994 ; Latgé , 2010) 

Lesβ -glucanes sont liées à la chitine par des liaisons covalentes en passant par des 

acides aminés, ce lien explique l’insolubilité d’une partie des glucanes sous les conditions 

alcalins (Siestma et al ,1977). 

 
II.2.1.1-β-(1,3)-glucane 

 
C’estun homopolymère linéaire de glucose dont les unités monomères sont liées l’une 

à l’autre par une liaison β-(1,3) avecquelques branchements en β-(1,6)(Figure3) (Legentil et al 

,2015). Chez les cellules en phase stationnaire, le β -(1,3)-glucaneest présent sous forme 

d’énormes chaînes linéaires composées de plus de 1500 monomères de glucose, et elles ont 

une forme semblable à celle d’un ressort flexible capable d’exister sous différents degrés 

d’extension. Cette caractéristique procure entre autres à la paroi cellulaire sa propriété 

d’élasticité (Kliset al, 2002).β-(1,3)-glucane rentre dans la structurede la paroi cellulaire de la 

plupart des champignons, sauf la paroi des hyphes des zygomycètes (Bartnicki-Garcia, 

1968 ;Wessels et Sietsma, 1982 ;Barreto-Bergter et Corin, 1983).Des études ont suggéré que 

les extrémités non-réductrices de β-(1,3)-glucanefortement ramifiés sont liées à la chitine par 

des liaisons β-(1,4)(Fontaine, 2000 ; Klis et al, 2002 ;Aguilar-Uscanga and Francois,2003).  

La présence de β-glucanedans la paroi cellulaire de Saccharomyces cerevisiaeest établi 

en 1950 (Bell  et Northcote,1950).Il constitue la composante structurale majeure de la paroi 

interne de cette levure, comptant pour plus de la moitié de son poids sec (Cabib et al, 2001) et 

formant la fraction soluble dans les conditions alcalines (Klis et al, 1997).Chez S. cerevisiae, 

entre 40 et 50 embranchements sont formés sur chaque chaîne de β 1,3-glucanes (Lipke and 

Ovalle, 1998). Suite à l’élongation de ces chaînes latérales, celles-ci sont liées à la chitine, aux 

β -(1,6)-glucane-mannoprotéines(GPI) puis aux mannoprotéines qui possèdent des séquences 

internes répétées (Pir) (Mouyna et al, 2000) (Figue 4). 
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II.2.1.2-β-(1,6)-glucane

Le β-(1,6)-glucaneest un polysaccharide

deβ-(1,6)-glucose, ilsrentrent dans la 

fongiques (Barreto-Bergter et Corin, 1983

relativement mineure (5%) mais essentielle à la paroi cellulaire de 

2002). Sous sa forme mature, il est 

plusieurs embranchements, l

glucane et la chitine avec les protéines de la paroi cellulaire 

1997; Shahinian and Bussey, 

jusqu’à 20% de la paroi cellulaire 

Figure3:Schéma de fragment ramifié de 
(modifié après Ruiz
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glucane 

est un polysaccharidefortement ramifié formé de 

rentrent dans la composition de la paroi cellulaire de nombreux espèces 

Bergter et Corin, 1983). Le β-(1,6)-glucaneest une composante structurale 

mais essentielle à la paroi cellulaire de S. cerevisiae

forme mature, il est composé d’environ 350 monomères de glucose et possède

le β-(1,6)-glucaneest responsable d’interconnecter le

et la chitine avec les protéines de la paroi cellulaire (Azumaet al, 2002; Kollar 

 2000)(Figure 3).SelonKliset al (2001),β-(1,6)

de la paroi cellulaire chez Candidumalbicans. 

Schéma de fragment ramifié de β-(1,3)-glucane qui contient une liaison 
(modifié après Ruiz-Herrera, 1991; Roemeret al, 1994)

Chapitre II :                                                              les polysaccharides fongiques 

de chaînes amorphes 

composition de la paroi cellulaire de nombreux espèces 

st une composante structurale 

S. cerevisiae(Rohet al, 

d’environ 350 monomères de glucose et possède 

t responsable d’interconnecter leβ-(1,3)-

, 2002; Kollar et al, 

(1,6)-glucane présente 

qui contient une liaison β-(1,6) 
, 1994) 
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II.2.2- La chitine 

La chitine est l’un des polymères naturels les plus abondants sur

cellulose  (Khanafariet al, 2008

cellulaire des eucaryotes, incluant des organismes 

et multicellulaires (champignons filamenteux, arthropodes, nématodes, mollusques), il est 

également présent chez certaines éponges e

Saccaromyces cerevisiae, la chitine 

cellulaire. Au cours de la croissance végétative

bourgeonnement et dans les cicatrices de bourgeonnement (Bulawa

faible quantité de chitine est aussi retrouvée dans la paroi latérale  

covalentes avec β-(1,3) et β-(1,6)

II.2.2.1- Structure  

La chitine est un polymère linéaire formé de monomères 

acétylglucosamine (Figure 5). 

l’intermédiaire de liaisons hydrogène

donner naissance à des microfibrilles

Herrera and San-Blas, 2003). 

Figure 4:Organisation moléculaire de la paroi cellulaire de 
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La chitine est l’un des polymères naturels les plus abondants sur

et al, 2008). Ce polysaccharide entre dans la composition de la paroi 

cellulaire des eucaryotes, incluant des organismes unicellulaires (levures, amibes, diatomées) 

et multicellulaires (champignons filamenteux, arthropodes, nématodes, mollusques), il est 

également présent chez certaines éponges et algues marines (Ehrlich et al

chitine occupe approximativement 2% du poids sec de la paroi 

rs de la croissance végétative, il se trouve principalement au site de 

bourgeonnement et dans les cicatrices de bourgeonnement (Bulawaet al, 1986)

ine est aussi retrouvée dans la paroi latérale  où il forme des liaisons 

(1,6)-glucanes (Cabibet al, 2001; Choi et al, 1994)

est un polymère linéaire formé de monomères 

). Environ 20-400 chaînes du polysaccharide s’associent par 

rmédiaire de liaisons hydrogène pour créer la forme structurale du pol

à des microfibrilles qui confèrent le rôle squelettique de la chitine (Ruiz

 

Organisation moléculaire de la paroi cellulaire de Saccharomyces 
cerevisiae(Smits et al, 2001). 
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La chitine est l’un des polymères naturels les plus abondants sur le globe avec la 

Ce polysaccharide entre dans la composition de la paroi 

unicellulaires (levures, amibes, diatomées) 

et multicellulaires (champignons filamenteux, arthropodes, nématodes, mollusques), il est 

t algues marines (Ehrlich et al, 2007).Chez 

occupe approximativement 2% du poids sec de la paroi 

se trouve principalement au site de 

, 1986), toutefois une 

où il forme des liaisons 

, 1994). 

est un polymère linéaire formé de monomères deβ-(1,4)-N-

400 chaînes du polysaccharide s’associent par 

pour créer la forme structurale du polysaccharide et 

qui confèrent le rôle squelettique de la chitine (Ruiz-

Saccharomyces 
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Les études cristallographi

polymorphique, il se présente sous trois formes différentes

peuvent s'orienter de manière parallèle

entre parallèle et antiparallèle 

degréd’hydratation, la taille et le nombre de chaînes de 

2006).Lachitine α est la plus stable et aussi la plus abondante, dans laquelle 

polysaccharidiques sont disposées de façon antiparallèle, ce quidonne naissanc

nombreux ponts hydrogène, et 

courants et des solutions aqueuses

La chitine β est une forme moins abondantedont les chaînes polysaccharidiques sont 

toutes parallèles entre elles; les ponts hydrogène

des propriétés de solubilité et de caractère

chitine γ, implique deux chaînes parallèles quialternent avec une

(Muzzareli ,1985). 

 

 
 

 
 

 

 

Forme Arrangement des cha

chitineα 

chitineβ 

chitine γ 2 parallèle pour une antiparallèle

Tableau 2: arrangement des cha

Figure5:Schéma de fragment linéaire de chitine,

(1,4). Le groupement acétyle est entouré en rouge 
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es études cristallographiques effectuées sur la chitine ont montré que ce dernier est 

polymorphique, il se présente sous trois formes différentes (Tableau 2). 

peuvent s'orienter de manière parallèle(chitineβ), antiparallèle(chitineα)

 (chitine γ) (Kramer, 1998).Les trois formes se distinguent par le 

degréd’hydratation, la taille et le nombre de chaînes de chitine (Merzendorfer, 

est la plus stable et aussi la plus abondante, dans laquelle 

polysaccharidiques sont disposées de façon antiparallèle, ce quidonne naissanc

, et confère une grande stabilité au polymère vis

courants et des solutions aqueuses(Crini, 2005). 

est une forme moins abondantedont les chaînes polysaccharidiques sont 

ntre elles; les ponts hydrogènesont inexistants, ce qui confère à la chitine 

s de solubilité et de caractère hydrophile avec l’eau. Enfin la troisième forme, la 

, implique deux chaînes parallèles quialternent avec une chaîne antiparallèle 

Arrangement des chaînes schématisation

antiparallèle 
 

parallèle 
 

parallèle pour une antiparallèle 
 

arrangement des chaînes dans les trois formes de chitine

de fragment linéaire de chitine, N-acétylglucosamine contenant des liaisons 

). Le groupement acétyle est entouré en rouge (Latgé, 2010).
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sur la chitine ont montré que ce dernier est 

). Lesmicrofibrilles 

), ou en alternance 

Les trois formes se distinguent par le 

itine (Merzendorfer, 

est la plus stable et aussi la plus abondante, dans laquelle les chaînes 

polysaccharidiques sont disposées de façon antiparallèle, ce quidonne naissance à de 

au polymère vis-à-vis des solvants 

est une forme moins abondantedont les chaînes polysaccharidiques sont 

ce qui confère à la chitine β 

Enfin la troisième forme, la 

chaîne antiparallèle 

schématisation 

nes dans les trois formes de chitine. 

acétylglucosamine contenant des liaisons β-

(Latgé, 2010). 
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II.2.3-Le chitosane  

Le chitosane est une substance peu répandue dans la nature. Il est présent dans la paroi 

cellulaire de certains micro-organismes fongiques (champignons zygomycètes) et dans le 

mycélium de Mucor rouxii, Rhizopusoryzae et Absidiacoerulea, et n’est signalé que dans les 

exosquelettes de certains insectes (par exemple la paroi abdominale des reines de termites) 

(Crini et al, 2009). 

Le chitosane, le dérivé désacétylé de la chitine est un constituant important de la paroi 

cellulaireà divers moments au cours du cycle de vie de certaines espèces fongiques 

(Christodoulidou et al, 1996). Le chitosane n’est pas directement synthétisé mais plutôt 

l'enzyme déacétylase peut agir d’une manière efficace pour convertir la chitine en chitosane 

(Muzzarelli, 1977).Les enzymesdésacétylases de la chitine sont probablement situées à 

proximité de les régions où la chitine traverse la membrane plasmique (Araki et Ito, 1975; 

Kafetzopoulos et al, 1993), dès que la chitine est synthétisée, l'enzyme déacétylase la 

convertit en chitosane. Parmi les quelques espèces fongiques indiqués pour synthétiser le 

chitosane, ceux appartenant à la classe des mucorales se sont avérés générer le chitosane au 

cours de la phase de croissance végétative (Orlowski, 1991), tandis que S.cerevisiae produit le 

chitosane uniquement pendant lestade de sporulation (Christodoulidou et al, 1996). 

II.2.3.1- Structure  

  Le chitosane est un aminopolysaccharide d’origine biologique. Leurstructure 

chimique, représentée sur la figure6, résulte de l’enchaînement d’unités de répétition N-

acétyl- D glucosamine et D‐glucosamine liées en β-(1,4). Les structures de la chitine et du 

chitosane diffèrent uniquement au niveau des groupements en positon C‐2 : acétamide pour la 

chitine etamine pour le chitosane.Le terme « chitosane » est donc habituellement limité à 

toute chitine suffisamment N-déacétylée pour être soluble en milieu acide dilué,Pour parler de 

chitosane, il faut que la chitine soit désacétylée entre 50 % et 100 % (Jaepyoung et al, 2006a; 

Rinaudo, 2007; Rinaudo, 2008). Le chitosane a trois types de groupementfonctionnels 

réactifs, un groupement amine et deuxgroupements hydroxyles en positions C2, C3 et C6, 

respectivement. Grâce à ses groupements amines libres, ce composé possède des propriétés 

intéressantes très différentes de celles de la chitine. Le chitosane, est soluble dans les acides 

faibles, il possède une charge positive alors que la plupart des polysaccharides sont chargés 

négativement (Rinaudo, 2006). 



Chapitre II :                                                              les polysaccharides fongiques

 

 

 
 

 

 

 

 
II.2.4- La cellulose 
 

La cellulose est le composé organique le plus synthétisé sur la terre 

,1996).Bien que les champignons soient considérés comme des organismes chitineux, des 

tracesde cellulose ont parfois été détectées dans leurs parois cellulaires mais aucun gène 

decellulose synthase n’a été identifié.

cellulose au lieu de la chitine comme composant majeure de la paroi cellulaire, bien que 

certain d’eux contiennent de petites quantités de chitine en mélange avec la cellulose 

(Nasraoui, 2015).La teneur de cellulose dans le mycélium de 

(Bartnicki-Garcia 1966).  

II.2.4.1- Structure  
 
La cellulose est un homopolymère linéaire constitué par l’enchaînement d’unités D

glucopyranoses liées entre elles par les liaisons glycosidiques

cellulose est donc un polyglucose formé par un

glucopyranose par des liaisons (1

daltons.L’existence de liaisons hydrogènes inter

confèrent à la cellulose un rôle de squelette (Figure

 

 
 
 
 
 
 

 

 

Figure 7: Chaines de glucose avec des liaisons hydrogèneintra

Figure 6 :L
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La cellulose est le composé organique le plus synthétisé sur la terre 

Bien que les champignons soient considérés comme des organismes chitineux, des 

ont parfois été détectées dans leurs parois cellulaires mais aucun gène 

identifié. Typiquement les parois des ascomycètes contiennent la 

cellulose au lieu de la chitine comme composant majeure de la paroi cellulaire, bien que 

ertain d’eux contiennent de petites quantités de chitine en mélange avec la cellulose 

de cellulose dans le mycélium de P. cinnamomi

homopolymère linéaire constitué par l’enchaînement d’unités D

glucopyranoses liées entre elles par les liaisons glycosidiquesβ-(1,4)(Delattre, 2005).

cellulose est donc un polyglucose formé par un enchaînement de monomères de 

isons (1→4),dont la masse moléculaire peut être supérieure à 2x10

L’existence de liaisons hydrogènes inter-chaînes entraîne la formation de

confèrent à la cellulose un rôle de squelette (Figure7) (Jarvis, 2003) 

Chaines de glucose avec des liaisons hydrogèneintra- et inter

La structure du chitosane (Seng et J.M, 1988)
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La cellulose est le composé organique le plus synthétisé sur la terre (Guigrard 

Bien que les champignons soient considérés comme des organismes chitineux, des 

ont parfois été détectées dans leurs parois cellulaires mais aucun gène 

Typiquement les parois des ascomycètes contiennent la 

cellulose au lieu de la chitine comme composant majeure de la paroi cellulaire, bien que 

ertain d’eux contiennent de petites quantités de chitine en mélange avec la cellulose 

P. cinnamomi est estimée à 11% 

homopolymère linéaire constitué par l’enchaînement d’unités D-

(Delattre, 2005). La 

monomères de β-D-

a masse moléculaire peut être supérieure à 2x106 

chaînes entraîne la formation de fibres qui 

et inter- chaînes 

(Seng et J.M, 1988). 
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II.3- Procédé d’isolation du chitosane à partir d’une source fongique  

L’extraction du chitosane à partir de mycélium des champignons présente plusieurs 

avantages. D’une part, les ressources de déchets issus des crustacés dépendent des saisons et 

la localisation géographique des sites de pêche, tandis que le mycélium peut être obtenu 

facilement par un processus de fermentation convenable, ce dernier n’a pas de limitations 

saisonnières ou géographiques (White et al, 1979). D’autre part, le mycélium contient des 

quantités faibles en matières minérales par rapport aux déchets des crustacés,donc l’étape de 

déminéralisation n’est pas nécessaire (Teng et al,2001). 

Les champignons impliqués dans le processus d’extraction du chitosane, sont 

habituellement, récoltés dans la phase exponentielle de croissance, afin d’obtenir un 

rendement maximal de chitine et chitosane. Bien que les champignons peuvent croître en 

milieu solide, la culture des champignons destinés à l’extraction du chitosane est effectué sur 

milieu YPG, PDB et MSM (Chatterjee et al, 2004).Le chitosane est présent dans un seul taxon 

de champignons, où il se trouvesous deux formes :le chitosane libre et le chitosane lié au β-

glucanes de manière covalente (Bartnicki-Garcia ,1968 ;Wesselset al,1990). Par conséquent, 

afin d'extraire la matière chitineuse pure, ce réseau de glycoprotéines et β-glucanesdoit être 

enlevé. 

Divers procédés d’extraction du chitosane à partir des espèces fongiques ont été 

développés dans la littérature, et ils peuvent être divisés en deux catégories : procédé 

chimique et procédé enzymatique (Cai et al ,1999).  Les procédés chimiques d’extraction du 

chitosane à partir d’une biomasse fongique sont similaires au processus industriel de son 

extraction à partir des crustacés (crevettes), excepté l’étape de déminéralisation, cela est dû  

au faible teneur de mycélium fongique en minéraux (Synowieckiet al,1997).Généralement, le 

processus d’extraction comporte trois étapes ;la première étape est le traitement alcalin qui 

permet d’éliminer les protéines et les polysaccharides solubles ,la deuxième étant le reflux 

acide qui vise à séparer la chitine et le chitosane ,et l’étape de précipitationqui vise à récupérer 

le chitosane en milieu basique. 

 

II.3.1- Extraction du chitosane libre 

L’étape de déprotéinisation consiste à décomposer la paroi cellulaire en retirant les 

glycoprotéines, l’enveloppe externe et les composants matriciels de la cellule. La fraction 

insoluble dans le milieu alcalin (AIM) contient principalement les matériaux chitineuses et β- 

glucanesliés de manière covalente et représentent la structure du squelette de la paroi 
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cellulaire (Fontaine et al,2000). La solution d’hydroxyde de sodium est choisie dans la 

littérature pour cette étape de déprotéinisation parmi une large gamme de produits, cependant, 

la concentration, la température et la durée de traitement variant largement selon les auteurs 

(Muzzarelliand Peters, 1997). 

White et ses collaborateurs (1979) ont proposé une étape initiale de traitement 

alcalinimpliquant l'homogénéisation de la biomasse, en mélangeant à grande vitesse, suivie 

par un traitement avec un mélange de NaOH 1M et d'éthanol 95% dans un rapport de 1/10 

(poids/volume) de la biomasse sèche par rapport à un volume de NaOH / EtOH dans des 

conditions de bain de vapeur pendant 90 minutes. Par la suite, Rane et Hoover (1993) ont 

optimisé le traitement alcalin, proposant que le plus efficace procédé de séparation de la 

fraction insoluble en milieu liquide alcalin est de mettre à l'autoclave la cellule homogénéisée 

dans NaOH 1M pendant 15 minutes à 121 °C, avec un rapport (1/40) (poids/volume) de la 

masse cellulaire sèche à la solution alcaline. 

La procédure deRane et Hoover(1993)a été employé par plusieurs auteurs, mais 

parfois avec des variations deconcentrations de NaOH,du rapport de la masse sèche à la 

solution alcaline ainsi que le temps de réaction(Tan et al,1996; Jaworska , 2003 ; Raneand 

,1993; Pochanavanichet Suntomsuk, 2002).Par exemple, Synoweiecki et ces collaborateurs 

(1997) ont effectué la déprotéinisation de mucor rouxii dans NaOH à 2% (poids/volume)  à 

90°C pendant deux heures avec un rapport de (1/30) (poids/volume) de la biomasse sèche à la 

solution de NaOH. 

Une fois la fraction AIM est récupérée par centrifugation,elle est traitée avec une 

solution acide telle que l’acide acétique (2-10%) à 90-121°C pendant 1-24heures pour 

dissoudre la matière soluble dans l’acide acétique (AcSM) et la séparer de l’autre fraction qui 

est insoluble (AAIM).La fractionAcSM est généralement considérée riche en chitosane 

fongique,qui peut être précipité par l’augmentation du pH jusqu’à 9-10 en utilisant une 

solution alcaline d’hydroxyde de sodium 2N,suivi d’une centrifugation et d’un lavage avec 

l’acétone et l’éthanol (Tan et al, 1996; Synowieckiet Al-Khateeb, 1997; Chatterjee et al, 

2005).Le schéma général qui permet d’extrairele chitosane libre est montré sur la figure8. 

Il faut signaler que le rendement du chitosane obtenu par les étapes décrites dans la 

figure 8est très faible, car les conditions de traitement adoptées permettent seulement 

d’extraire le chitosane non lié (Nweet Stevens, 2002).Les conditions de traitement douces ne 

permet pas de briser le complexe chitine/chitosane-glucane(Muzzarelli et al, 1980) qui 

constitue un assemblage rigide dans la paroi cellulaire (Gooday, 1995; Robson, 1999) et 

empêche l’extraction du chitosane total. 
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II.3.2-Extraction du chitosane total (chitosane libre et chitosane lié au glucane) 
 

Pour pouvoir décomposer la fraction AIM en ces différents constituants (complexe 

chitosane-glucane, chitosane libre et glucane), la matrice de la paroi cellulaire fongique, 

constitués de polysacchides amorphes soluble en milieu alcalin, doit être dissocié en premier. Par 

la suite, la liaison covalente entre le chitosane et le glucane doit être brisé par hydrolyse 

enzymatique .Ces étapes de traitement permet d’extraire le chitosane total (à savoir, le chitosane 

libre plus chitosane lié auglucane) présent dans la paroi cellulaire. 

Les études effectuées sur GongronellabutlerietAbsidiacoeruleaont montré que la meilleur 

décomposition du mycélium est obtenue lorsque celui-ci est traité avecNaOH11M à 45°C 

pendant 13 h,suivi du traitement de la fraction AIM par une solution d’acide acétique 0,35 M à 

95°C pendant 5h .L’utilisation de NaOH 11M permet d’admettre que les protéines, les glucanes 

solubles ,les autres polysaccharides ,l’ADN et l’ARN peuvent être éliminée durant l’étape de 

lavage à l’eau distillé jusqu’à pH neutre (Nwe et al, 2010). Dans ce cas,le chitosane et le 

complexe chitosane-glucane peuvent se retrouver dans la fraction insoluble AIM (Nweet 

Stevens,2002 et 2002a).Ces polymères restent en suspension dans l’acide acétique 0,35M durant 

le traitement acide de la AIM à 95°C pendant 5heures (Tableau 3).Le procédé d’extraction du 

chitosane totale est représenté sur la figure 9. 

 
 

 

 

Suivant leur nature polycationique, les chitosanes se dissolvent dans les acides 

organiques à pH 4 et ils se précipitent à pH =9, la plupart des glucanes sont insolubles à pH=4 

et pH=9. Les constituants de la AIM forment une suspension stable à pH=4 et ils se précipite 

à pH=9 (Nweet Stevens, 2002a) ,ces observations ont permis de supposer que le glucane et le 

chitosane sont liés l’un à l’autre et montrent des comportements suspension/précipitation 

suivant la nature physico-chimique du chitosane constitutif du complexe : à pH=4, le 

chitosane est partiellement protoné ce qui lui confère l’aptitude de maintenir le complexe en 

pH de la solution 
Solubilité du chitosane et du glucane 

chitosane glucanes Chitosane -glucane 

4 soluble insoluble suspension turbide 

9 précipité  
soluble précipité 

insoluble précipité 

Tableau 3:Comportement des constituants de la fraction AIM  en solution suivant le pH (Nwe et 
al, 2010) 
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suspension, tandis qu’à pH =9 le chitosane perd ses charges et ne peut plus maintenir le 

complexe, ce dernier se précipite (Nwe et Stevens, 2002a). 

 
II.3.3-Séparation du complexe chitosane-glucane 
 

Selon les travaux de Nwe et Stevens (2002 et 2002 a) et les travaux de Nwe et ces 

collaborateurs sur la paroi cellulaire du champignon Gongronellabutleri (appartennant à la 

division des zygomycètes ), La turbidité de la suspension décroit d’une turbidité initiale de 

1000 NTU jusqu’à 10 NTU lorsqu’elle est traitée par l’enzyme commerciale de l’α-

amylase dans les conditions optimales :pH =4,5 ;4% (v/v) d’enzyme à 65°C pendant 3heures 

à une vitesse d’agitation de 225 rpm. 

Une grande quantité de surnageant clair et de précipité est obtenue après le traitement 

enzymatique (Figure 9).Le précipité contient du glucane libéré du complexe chitosane-

glucane tandis que le surnageant contient du chitosane totale y compris le chitosane libre et le 

chitosane résultant du clivage du complexe chitosane-glucane par l’enzyme (Nwe et Stevens, 

2002a). 
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Figure 8: schéma générale du procédé d’extraction du chitosane libre (Rane et Hoover, 1993 ; Crestini 
et al, 1996) 
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Figure9: Schéma générale du procédé d’extraction du chitosane total (Nwe et Stevens, 2002a) 
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II.4-Facteurs influents sur la qualité et la quantité du chitosane fongique 

Le rendement de chitosane issu de la biomasse fongique dépend largement de 

plusieurs facteurs, telles que la souche de champignons utilisés, les méthodes de culture et les 

paramètres du procédé, tels que le pH, la température, la vitesse de mélange, le temps 

d'incubation, la taille des particules et le bouillon rhéologique.Une augmentation du 

rendement de chitosane peut être obtenue soit par l'augmentation du rendement de la 

biomasse ou par une augmentation de la teneur de la paroi cellulaire en chitosane 

(JaworskaandKonieczna, 2001). 

Le protocole d'extraction est un facteur vital qui affecte les propriétés physico-

chimiques du chitosane tel que le poids moléculaire, le degré de desacétylisation DDA et la 

cristallinité, ainsi que la viscosité qui dépond directement du poids moléculaire, donc il doit 

être soigneusement sélectionné en fonction de l'application souhaitée du chitosane (Billmeyer, 

1971). La concentration de l’acide et de la base utilisés dans le processus d’extraction, la 

température, la durée d'incubation et la taille des particules sont les principaux facteurs 

influents sur les propriétés physico-chimiques du chitosane .Cependant, la maitrise de ceux-ci 

suit le contrôle de la composition du milieu de croissance ainsi que les paramètres du procédé 

d’extraction utilisé. 

II.4.1-Traitement alcalin 

La concentration de la base utilisée lors du traitement alcalin influe significativement 

sur le DDA. Kannan et al (2010) ont montré qu’une augmentation de la concentration de la 

solution alcaline a provoqué une augmentation de DDA. 

II.4.2- Traitement acide 

La nature de l’acide utilisé peut affecter le rendement final du chitosane. Le meilleur 

rendement du chitosane est obtenu par l’utilisation de l’acide formique à la place de l’acide 

acétique (Kannanet al, 2010).Les auteures ont, également observé que, les effets et les 

interactions des acides ayant les mêmes concentrationspour un même temps d’incubation sont 

différents : le degré de désacétylation (DDA) du chitosane solubilisé par l’acide chlorhydrique 

est plus important que celui du chitosane solubilisé par l’acide acétique et l’acide 

formique. L’acide chlorhydrique est le plus fort parmi eux, ce qui lui a permis de provoquer 

une forte hydrolyse du groupement acétyle ainsi que la partie intérieure de l’assemblage 

monomérique du chitosane.  
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L’augmentation de la concentration des différents acides utilisés a provoqué une 

augmentation significative de degré de désacétylation.L’aspect du produit final dépend à son 

tour des conditions de traitement.Ainsi, les conditions douces ont donné un chitosane de 

couleur claire tandis que l’élévation de la concentration des acides a donné un chitosane ayant 

une couleur sombre. 

II.4.3-Température et Temps d’incubation  

Pour tenir compte des interactions effectives entre la base et les constituants de la 

paroi cellulaire fongique, l’augmentation de la température et des temps d’incubation est 

nécessaire.On outre, un long temps d’incubation assure pour la base le temps de réaction 

nécessaire pour attaquer la structure de la chitine et celle du chitosane et les séparer en 

d’autres polysaccharides. Kannan et al (2010) ont atteint un rendement maximal à une 

température de 121°C après 30 min de temps d’incubation.Le degré de désacétylation est 

aussi accru lorsque le temps d’incubation et la température sont élevés(Kannan et al,2010). 

II.4.4-Taille des particules  

La taille des particules et la densité de la chitine affectent le degré de désacétylation 

DDA du chitosane en modifiant le taux de pénétration de la solution alcaline (nécessaire pour 

l’hydrolyse de la chitine en chitosane) à l’intérieur des zones amorphes, ainsi qu’à l’intérieur 

des zones cristallinesde la chitine. Donc le degré de désacétyltionDDA du chitosane augmente 

lorsque la taille des particules et la densité de la chitine augmente et il décroit lorsque ces 

deux derniers diminuent (Kannan et al,2010). 

II.5- Caractéristiques du chitosane fongique 
 

La chitine et le chitosane fongiques sont, potentiellement différents de ceux qui sont 

isolés des crustacés : dans le poids moléculaire, le degré de désacétylation(DDA)et la 

distribution des groupements chargés.Toutefois, la recherche a besoin d’évaluer le procédé le 

plus économique qui permet d’extraire le chitosane à partir d’une source fongique. 

 
II.5.1-Solubilité  
 
En général, la solubilité du chitosane dépend non seulement de la valeur moyenne de 

DD, mais aussi de la distribution des groupements acètyles le long de la chaîne 

macromoléculaire, et également de son poids moléculaire (Rinaudo et Domard, 1989 ;Abida, 
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1991 ; Kubotaet Eguchi, 1997).L’examination de l’influence de la protonationdu chitosane en 

présence de l’acide acétique et l’acide chlorhydrique (Rinaudoet al,1999) sur la solubilité a 

montré que le degré d’ionisation dépend du pH et pKde l’acide.La solubilisation du chitosane 

ayant un faible degré de désacétylation a lieu pour un degré d’ionisationα=0,5du chitosane, 

cette valeur correspond à pH=4,5-5 dans l’acide chlorhydrique.La solubilité du chitosane 

diminue lorsque la valeur de DDA diminue (Tableau 4)(Thanou et Junginger, 2005), et elle 

augmente lorsque la massemolaire diminue (Grabovacet al, 2005). 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

La solubilité du chitosane est habituellement testée dans l’acide acétique, et ce par la 

solubilisation du chitosane dans une solution aqueuse d’acide acétique 1% ou 0,1M, la 

concentration des protons est au moins égale à la concentration des unités –NH2 qui 

sontimpliquées (Rinaudo, 2006).Plus le milieu est acide, plus les groupements amines sont 

protonés, plus lasolubilité du chitosane est accrue. Le chitosane est, en effet, insoluble dans 

l'eau et dans les solutions alcalines concentrées ou diluées, ainsi que dans les solvants purs et 

les acides concentrés, en raison de l'impossibilité d'hydrater le matériau (Kurita, 2006).   

 

II.5.2-Viscosité 
 
La viscosité est une caractéristique importante du chitosane concernant son 

comportement en solution, cette caractéristique est liée à la conformation des chaînes 

macromoléculaires en solution. La viscosité dépend, non seulement de DDA, dePM, mais 

aussi du pH (Pa et Yu, 2001), plus le pH est bas, plus la viscosité est donc forte. La viscosité 

augmente également avec le DDA, car plus le polymère est désacétylé, plus la proportion de 

groupements amine libres est importante, plus il est soluble et par voie de conséquence sa 

viscosité est plus importante (Wang et Xu ,1994). La viscosité dépend aussi de la 

concentration et de la température; comme pour les autres polysaccharides, la viscosité chute 

lorsque la température augmente (Chen et Tsail, 1998), et elle est fonction de la PM des 

chaînes macromoléculaires (Berth et al, 1998). 

Degré de désacétylation DDA(%) Solubilité du chitosane 

>75 Parfaite 

=50 Moyenne 

< 40 Faible 

Tableau 4:Variation de la solubilité du chitosane en fonction de DDA à pH =6 
(Thanou et Junginger, 2005) 
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Plusieurs méthodes ont été développées pour la détermination de la 

viscosité.Laviscosimètrie est la méthode la plus employée, ellerepose sur la connaissance des 

paramètres de la relation de Mark-Houwink : 

 
 
 
 
 

 

II.5.3-Degré de désacétylation DDA  
 

Le degré de désacétylation représente le taux de groupements acétylés par rapport aux 

groupements non acétylés (Zohuriaan-Mehr,2005).C’est un paramètre extrêmement important 

car il influence non seulement les caractéristiques physique et chimique du chitosane telle que 

la solubilité, la flexibilité des chaînes macromoléculaires, la conformation du polymère, et 

donc la viscosité des solutions, mais aussi sur la biodégradation et l’activité immunologique 

de celui-ci. Diverses méthodes ont été développéesafin de déterminer le degré de 

désacétylation DDA telle que la spectroscopie Infra Rouge (Brugnerottoet al ,2001 ;Miya et 

al,1980 ; Domszy et Roberts,1985), la spectroscopie UV, la résonance magnétique nucléaire 

RMN, la titration colloïdale et la titration potentiomètrique (Xuan Jiang ,2003).La méthode la 

plus simple est celle proposée par Khan et al (2000), et qui repose sur la spectroscopie infra 

rouge, ainsi le DDA est déterminé en utilisant la relation suivante : 

 
 
 
 
 

 
Le chitosane issudes champignons a un degré de désacétylation de 70 à 90% et un 

poids moléculaire moyen de 1à 2.105 Da.Ces paramètres dépendent fortement  de l’espèce 

[�] =K. Ma 

[�] : la viscosité intrinsèque 

M : le poids moléculaire moyen du polymère en (g) 

K et a : paramètres qui dépend du système polymère-solvant à une température donnée en (ml /g) 

DDA% �
��
��
�
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 100 �

�
�
A�� A���
1,33

�
��
��
��
�
 

ACOet AOHreprésentent l’absorbance du groupement carbonyle de l’amide I et l’absorbance 

du groupement hydroxyle qui est stable dans la structure de la chitine et du chitosane, et qui n’est 

pas affecté par l’hydrolyse de la chitine en chitosane.Le facteur 1,33 représente le rapport (ACO / 

AOH) pour un chitosane entièrement désacétylé. 
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fongique utilisée et des conditions de traitement appliqué sur cette dernière au cours du 

processus d’extraction du chitosane (Ivshina et al, 2009). 

 
II.5.4-Cristallinité  

Le chitosane est une substance semi-cristalline, il se cristallise dans le système 

orthorhombique. Samuels (1981) a proposé deux formes de chitosane avec deux types de 

cristallinité, le type I correspond à une famille ayant DDA=60% et qui se présente sous forme 

de sels du chitosane et il est plus désordonné que le type II qui possède un fort DDA (90% 

environ), il se trouve sous forme d’une amine libre. 

II.5.5-Poids moléculaire PM 

La valeur du poids moléculaire d’un chitosane dépend fortement du procédé de 

fabrication car celui‐ci peut induire unedépolymérisation des chaînes macromoléculaires et/ou 

une dégradation lors de sa production. Leschaînes de chitosane ont des poids très variés, entre 

1 et 2.105 Da selon les applications visées (Ivshina et al,2009). LePM affecte la solubilité du 

chitosane et ses propriétés rhéologiques notamment saviscosité. Ainsi, en augmentant le poids 

moléculaire du chitosane, on augmente sa viscosité et ondiminue sa solubilité. Il peut aussi 

influencer significativement sur les propriétés du polymère ensolution, comme le paramètre 

DDA(Chen et Zhao, 2012). 

 
II.6- Les applications du chitosane fongique  

II.6.1- Dans la conservation des aliments  

Les études ont montré que le chitosane possède une forte activité antimicrobienne contre 

les bactéries Gram positif et Gram négatif, incluant les agents pathogènes alimentaire telle 

que Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, et 

Listeriamonocytogenes(Hadwiger et al,1986 ; No et al, 2002).Deux théories ont été proposée 

pour expliquer le mécanisme de l’activité  antimicrobienne du chitosane,selon la première 

l’interaction entre les molécules du chitosane chargés positivement et la membrane cellulaire 

microbienne chargé négativement abouti à la perturbation de la membrane cytoplasmique,et 

par la suite à la perte des constituants intracellulaire (Sudharshan et al,1992). Selon la 

deuxième théorie, les oligosccharides de chitosane pénètrent facilement dans le noyau de la 

cellule eucaryote et interfère avec la transcription de l’ARN et la synthèse des protéines 

(Hadwiger et al,1986). 
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II.6.2- Pour stimuler l’immunité des plantes  
 
Dans l'agriculture, le chitosane a été utilisé dans les graines, les feuilles, les fruits et 

légumes, celui-ci a montré l’aptitude d’agir comme agent puissant pour stimuler la défense 

des plantes et inhiber la croissance des agents pathogènes (champignons et bactéries) 

(Shibuya et Mimami,2001).Le chitosane réduit significativement les quantités 

depolygalacturonases produites parBotrytis cinereaetqui provoque des dégradations 

cytologiques sur les hyphes du poivre (Glaouth et al,1997).Il induit, également, la synthèse de 

phytoalexinsur les feuilles de riz,ce dernier est un antiparasite puissant qui provoque 

l’inhibition de la croissance fongique (Agrawal et al, 2002).Selon Ben-Shalom (2003),la 

croissance de Botrytis cinereachez le concombre pulvérisé par le chitosane avant son 

inoculation est inhibé par  l’augmentation de l’activité de chitosanase et peroxidase . 

 
II.6.3- Dans l'ingénierie tissulaire 
 

Le chitosane est un polymère bioadhésif et biologiquement actif, il possède des effets 

antigéniques et des activités antimicrobiennes et hémostatiques.Le chitosane est également 

biocompatible, biodégradable, non toxique et peut accélérer la régénération tissulaire et la 

cicatrisation des blessures (Onishi et al, 1994;Tokura et al, 1994 ; Maslova etKrasavtsev, 

1998; Shigemasa et al, 1998; Kim et al, 2001 ; Vandevord et al, 2002; cités dans Nweet 

Stevens, 2008 et 2008a).  

II.6.4- Dans la dépollution 

Le chitosane fongique peut participer à l’élimination des métaux lourds toxique qui sont 

considérés comme un véritable danger pour les espèces animales et végétales, et ce grâce aux 

groupements amine et hydroxyle situés à la surface et constitue des sites d’adsorption de ce 

genre de polluants persistants (Kleekayai et Suntornsuk, 2011).Le chitosane isolé de M. 

indicus est utilisé pour l’élimination des ions Cu2+d’une solution aqueuse et comparé au 

chitosane des crustacés. La biosorption du chitosane fongique s’est avérée plus rapide que 

celle du chitosane issu des crustacés,cela est due au fait que le poids moléculaire du chitosane 

fongique est plus faible que celui du chitosane des crustacés. Donc après la saturation des 

groupements amines situés à la surface de celui-ci jouant le rôle de site de coordination pour 

les ions Cu2+,ces derniers vont pénétrer facilementet rapidement à l’intérieur du chitosane 

fongique (Lo et al, 1999). 
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II.1- Introduction  
 

Les polysaccharides, polyosides, ou glycanes sont arbitrairement définis commedes 

polymères de haut poids moléculaire résultant de l’assemblage  d’un grandnombre d’oses simple par 

des liaisons osidiques formées par l’élimination d’une molécule d’eau entre 

l’hydroxylehémiacetalique en C1 d’un ose et l’un quelconque des hydroxyles de l’autre 

moléculeosidique (Bruneton, 1999).Dans le groupe des polysaccharides, on peut distinguer: 

1. Les homopolysaccharides (ou homoglycannes) qui sont constitués par un seul type 

d'oses : 

• polyglucosides ou glucanes (amidon, glycogène, cellulose); 

• polymannosides ou mannanes ; 

• polygalactosides ou galactanes : Certaines  d’entre elles peuvent être sulfatés (agar-

agar et carraghénane). 

• polyfructosides ou fructosanes ou fructanes (inuline); 

• polyxylosides ou xylanes (ce sont aussi des pentosanes). 

2. Les hétéropolysaccharides (ou polyholosides mixtes) qui par hydrolyse donnentnaissance à 

plusieurs oses : 

• galactomannanes (galactose et mannose); 

• hémicellulose (xylose et arabinose). 

Les polyuronides peuvent être reliés à cet ensemble ;ils  forment un groupeimportant 

de colloϊdes naturels: 

• pectine (polygalacturonides); 

• acides alginiques (polymannuronides); 

• gomme arabique, constituée de molécules très ramifiées contenant de l'acide 

Glucuronique, du Arabinose, du Rhamnose et du Galactose(Biserteet al, 1977). 

Leurs propriétés rhéologiques (gélifiant, stabilisant; émulsifiant,épaississant,…) sont 

mises a profit dans l’agro- alimentaire, l’industrie pétrolière, la cosmétique, les peintures, les 

adhésifs, les biomatériaux…leur bonne biocompatibilité confère a ces biomolécules des vastes 

possibilités d’utilisation dans l’industrie en général et plus précisément dans l’industrie 

chimique ainsi que dans l’industrie pharmaceutique et médicale (Delattre ,2005). 

 Selon leurs origines, les polysaccharides peuvent être classés en trois catégories ;les 

polysaccharides animaux, les polysaccharides extrait d’algues et les polysaccharides 

fongiques. 
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Les polysaccharides animaux (l’Acide hyaluronique, Héparine, Glycogène…)sont soit 

impliqués dans la structure des tissus conjonctifs(hyaluronanes, dermatanes sulfate et 

chondroïtines), soit dans des mécanismes decommunications cellulaires via leurs propriétés 

fonctionnelles (héparines et héparanessulfate) (Delattre ,2005). 

D’une manière générale,les parois des algues brunes (Phaeophyceae) ainsi que celle 

des algues vertes (Chlorophyceae) possèdent des polysaccharides de type carraghénanes, 

Agar-Agar (gélose) et alginate. SelonDelattre 2005, les parois des algues rouges contiennent 

essentiellement des galactanessulfatés tels que : lescarraghénanes. 

Les parois fongiques sont des structures en multicouches constitués de 75% des 

polysaccharides (chitine, glucanes et glycoprotéines) organisés en microfibrilles (ils sont  

composés de chitine).  

 

II .2- Les polysaccharides fongiques  

Les champignons représentent un ensemble extrêmement hétérogèned’organismes 

dont les individus sont distribués dans toutes sortes d’habitats. Cettecaractéristique a pour 

conséquence une grande diversité métabolique et biochimique. 

Les polysaccharides représentent un pourcentage majeur de la biomasse fongique 

(jusqu’à environ 75 %). Ils forment une gaine protectrice autour du mycélium et assurent ainsi 

un rôle de soutien pour ce dernier. Le principal représentant de ces polymères fongiques est la 

chitine (Delattre, 2005). Les polysaccharides fongiques peuvent être classés en deux 

catégories suivant leurs fonctions : les polymères dits structurels ou polysaccharides 

fibrillaires qui sontsitués à proximité de la membrane plasmique pour être en 

mesure d'accomplir leur fonction mécanique, ils sont donc responsables de la rigidité de la 

paroi cellulaire. Les polymères de matrice ou polymères amorphe de type gel 

matricielagissant comme interconnexion des molécules, et ils sont présents dans la paroi 

cellulaire entière (Wesselset Sietsma, 1981; Wessels, 1994). 

LeGlucane et /ou la chitine ont généralement été doté de la fonction structurelle, bien 

que certains mannoprotéines, normalement considérés comme polymères de matrice typiques, 

peuvent également jouer un rôle important dans le maintien de l'architecture globale des murs 

(Wessels et Sietsma, 1981; Ruiz-Herrera, 1992; Wessels, 1994; Sentandreu et al, 1994). 
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II.2.1- Leglucane  
 
Leglucaneest un polysaccharided’importance majeure dans la structure pariétale, leur 

pourcentages dans la paroi desascomycètes est le plus signifiant.Ce polymère est constitué 

exclusivement de monomères  de D-glucose ,selon le type de liaisons chimiques, on distingue 

les α- etβ -glucanes, ces deux types contiennent des liaisons 1,3-et /ou (1,4), mais seulement 

les β -(1,3)-glucanes qui contiennent des liaisons (1,6) .Les deux types de glucanes sont 

présents chez la plupart des espèces fongiques de différents groupes taxonomiques, bien que 

les β-glucanes soient les plus abondants (Ruiz-Herrera ,1992 ; Wessels ,1994 ; Sentandreu et 

al,1994 ; Latgé , 2010) 

Lesβ -glucanes sont liées à la chitine par des liaisons covalentes en passant par des 

acides aminés, ce lien explique l’insolubilité d’une partie des glucanes sous les conditions 

alcalins (Siestma et al ,1977). 

 
II.2.1.1-β-(1,3)-glucane 

 
C’estun homopolymère linéaire de glucose dont les unités monomères sont liées l’une 

à l’autre par une liaison β-(1,3) avecquelques branchements en β-(1,6)(Figure3) (Legentil et al 

,2015). Chez les cellules en phase stationnaire, le β -(1,3)-glucaneest présent sous forme 

d’énormes chaînes linéaires composées de plus de 1500 monomères de glucose, et elles ont 

une forme semblable à celle d’un ressort flexible capable d’exister sous différents degrés 

d’extension. Cette caractéristique procure entre autres à la paroi cellulaire sa propriété 

d’élasticité (Kliset al, 2002).β-(1,3)-glucane rentre dans la structurede la paroi cellulaire de la 

plupart des champignons, sauf la paroi des hyphes des zygomycètes (Bartnicki-Garcia, 

1968 ;Wessels et Sietsma, 1982 ;Barreto-Bergter et Corin, 1983).Des études ont suggéré que 

les extrémités non-réductrices de β-(1,3)-glucanefortement ramifiés sont liées à la chitine par 

des liaisons β-(1,4)(Fontaine, 2000 ; Klis et al, 2002 ;Aguilar-Uscanga and Francois,2003).  

La présence de β-glucanedans la paroi cellulaire de Saccharomyces cerevisiaeest établi 

en 1950 (Bell  et Northcote,1950).Il constitue la composante structurale majeure de la paroi 

interne de cette levure, comptant pour plus de la moitié de son poids sec (Cabib et al, 2001) et 

formant la fraction soluble dans les conditions alcalines (Klis et al, 1997).Chez S. cerevisiae, 

entre 40 et 50 embranchements sont formés sur chaque chaîne de β 1,3-glucanes (Lipke and 

Ovalle, 1998). Suite à l’élongation de ces chaînes latérales, celles-ci sont liées à la chitine, aux 

β -(1,6)-glucane-mannoprotéines(GPI) puis aux mannoprotéines qui possèdent des séquences 

internes répétées (Pir) (Mouyna et al, 2000) (Figue 4). 
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II.2.1.2-β-(1,6)-glucane

Le β-(1,6)-glucaneest un polysaccharide

deβ-(1,6)-glucose, ilsrentrent dans la 

fongiques (Barreto-Bergter et Corin, 1983

relativement mineure (5%) mais essentielle à la paroi cellulaire de 

2002). Sous sa forme mature, il est 

plusieurs embranchements, l

glucane et la chitine avec les protéines de la paroi cellulaire 

1997; Shahinian and Bussey, 

jusqu’à 20% de la paroi cellulaire 

Figure3:Schéma de fragment ramifié de 
(modifié après Ruiz
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glucane 

est un polysaccharidefortement ramifié formé de 

rentrent dans la composition de la paroi cellulaire de nombreux espèces 

Bergter et Corin, 1983). Le β-(1,6)-glucaneest une composante structurale 

mais essentielle à la paroi cellulaire de S. cerevisiae

forme mature, il est composé d’environ 350 monomères de glucose et possède

le β-(1,6)-glucaneest responsable d’interconnecter le

et la chitine avec les protéines de la paroi cellulaire (Azumaet al, 2002; Kollar 

 2000)(Figure 3).SelonKliset al (2001),β-(1,6)

de la paroi cellulaire chez Candidumalbicans. 

Schéma de fragment ramifié de β-(1,3)-glucane qui contient une liaison 
(modifié après Ruiz-Herrera, 1991; Roemeret al, 1994)

Chapitre II :                                                              les polysaccharides fongiques 

de chaînes amorphes 

composition de la paroi cellulaire de nombreux espèces 

st une composante structurale 

S. cerevisiae(Rohet al, 

d’environ 350 monomères de glucose et possède 

t responsable d’interconnecter leβ-(1,3)-

, 2002; Kollar et al, 

(1,6)-glucane présente 

qui contient une liaison β-(1,6) 
, 1994) 
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II.2.2- La chitine 

La chitine est l’un des polymères naturels les plus abondants sur

cellulose  (Khanafariet al, 2008

cellulaire des eucaryotes, incluant des organismes 

et multicellulaires (champignons filamenteux, arthropodes, nématodes, mollusques), il est 

également présent chez certaines éponges e

Saccaromyces cerevisiae, la chitine 

cellulaire. Au cours de la croissance végétative

bourgeonnement et dans les cicatrices de bourgeonnement (Bulawa

faible quantité de chitine est aussi retrouvée dans la paroi latérale  

covalentes avec β-(1,3) et β-(1,6)

II.2.2.1- Structure  

La chitine est un polymère linéaire formé de monomères 

acétylglucosamine (Figure 5). 

l’intermédiaire de liaisons hydrogène

donner naissance à des microfibrilles

Herrera and San-Blas, 2003). 

Figure 4:Organisation moléculaire de la paroi cellulaire de 
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La chitine est l’un des polymères naturels les plus abondants sur

et al, 2008). Ce polysaccharide entre dans la composition de la paroi 

cellulaire des eucaryotes, incluant des organismes unicellulaires (levures, amibes, diatomées) 

et multicellulaires (champignons filamenteux, arthropodes, nématodes, mollusques), il est 

également présent chez certaines éponges et algues marines (Ehrlich et al

chitine occupe approximativement 2% du poids sec de la paroi 

rs de la croissance végétative, il se trouve principalement au site de 

bourgeonnement et dans les cicatrices de bourgeonnement (Bulawaet al, 1986)

ine est aussi retrouvée dans la paroi latérale  où il forme des liaisons 

(1,6)-glucanes (Cabibet al, 2001; Choi et al, 1994)

est un polymère linéaire formé de monomères 

). Environ 20-400 chaînes du polysaccharide s’associent par 

rmédiaire de liaisons hydrogène pour créer la forme structurale du pol

à des microfibrilles qui confèrent le rôle squelettique de la chitine (Ruiz

 

Organisation moléculaire de la paroi cellulaire de Saccharomyces 
cerevisiae(Smits et al, 2001). 
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La chitine est l’un des polymères naturels les plus abondants sur le globe avec la 

Ce polysaccharide entre dans la composition de la paroi 

unicellulaires (levures, amibes, diatomées) 

et multicellulaires (champignons filamenteux, arthropodes, nématodes, mollusques), il est 

t algues marines (Ehrlich et al, 2007).Chez 

occupe approximativement 2% du poids sec de la paroi 

se trouve principalement au site de 

, 1986), toutefois une 

où il forme des liaisons 

, 1994). 

est un polymère linéaire formé de monomères deβ-(1,4)-N-

400 chaînes du polysaccharide s’associent par 

pour créer la forme structurale du polysaccharide et 

qui confèrent le rôle squelettique de la chitine (Ruiz-

Saccharomyces 
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Les études cristallographi

polymorphique, il se présente sous trois formes différentes

peuvent s'orienter de manière parallèle

entre parallèle et antiparallèle 

degréd’hydratation, la taille et le nombre de chaînes de 

2006).Lachitine α est la plus stable et aussi la plus abondante, dans laquelle 

polysaccharidiques sont disposées de façon antiparallèle, ce quidonne naissanc

nombreux ponts hydrogène, et 

courants et des solutions aqueuses

La chitine β est une forme moins abondantedont les chaînes polysaccharidiques sont 

toutes parallèles entre elles; les ponts hydrogène

des propriétés de solubilité et de caractère

chitine γ, implique deux chaînes parallèles quialternent avec une

(Muzzareli ,1985). 

 

 
 

 
 

 

 

Forme Arrangement des cha

chitineα 

chitineβ 

chitine γ 2 parallèle pour une antiparallèle

Tableau 2: arrangement des cha

Figure5:Schéma de fragment linéaire de chitine,

(1,4). Le groupement acétyle est entouré en rouge 
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es études cristallographiques effectuées sur la chitine ont montré que ce dernier est 

polymorphique, il se présente sous trois formes différentes (Tableau 2). 

peuvent s'orienter de manière parallèle(chitineβ), antiparallèle(chitineα)

 (chitine γ) (Kramer, 1998).Les trois formes se distinguent par le 

degréd’hydratation, la taille et le nombre de chaînes de chitine (Merzendorfer, 

est la plus stable et aussi la plus abondante, dans laquelle 

polysaccharidiques sont disposées de façon antiparallèle, ce quidonne naissanc

, et confère une grande stabilité au polymère vis

courants et des solutions aqueuses(Crini, 2005). 

est une forme moins abondantedont les chaînes polysaccharidiques sont 

ntre elles; les ponts hydrogènesont inexistants, ce qui confère à la chitine 

s de solubilité et de caractère hydrophile avec l’eau. Enfin la troisième forme, la 

, implique deux chaînes parallèles quialternent avec une chaîne antiparallèle 

Arrangement des chaînes schématisation

antiparallèle 
 

parallèle 
 

parallèle pour une antiparallèle 
 

arrangement des chaînes dans les trois formes de chitine

de fragment linéaire de chitine, N-acétylglucosamine contenant des liaisons 

). Le groupement acétyle est entouré en rouge (Latgé, 2010).
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sur la chitine ont montré que ce dernier est 

). Lesmicrofibrilles 

), ou en alternance 

Les trois formes se distinguent par le 

itine (Merzendorfer, 

est la plus stable et aussi la plus abondante, dans laquelle les chaînes 

polysaccharidiques sont disposées de façon antiparallèle, ce quidonne naissance à de 

au polymère vis-à-vis des solvants 

est une forme moins abondantedont les chaînes polysaccharidiques sont 

ce qui confère à la chitine β 

Enfin la troisième forme, la 

chaîne antiparallèle 

schématisation 

nes dans les trois formes de chitine. 

acétylglucosamine contenant des liaisons β-

(Latgé, 2010). 
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II.2.3-Le chitosane  

Le chitosane est une substance peu répandue dans la nature. Il est présent dans la paroi 

cellulaire de certains micro-organismes fongiques (champignons zygomycètes) et dans le 

mycélium de Mucor rouxii, Rhizopusoryzae et Absidiacoerulea, et n’est signalé que dans les 

exosquelettes de certains insectes (par exemple la paroi abdominale des reines de termites) 

(Crini et al, 2009). 

Le chitosane, le dérivé désacétylé de la chitine est un constituant important de la paroi 

cellulaireà divers moments au cours du cycle de vie de certaines espèces fongiques 

(Christodoulidou et al, 1996). Le chitosane n’est pas directement synthétisé mais plutôt 

l'enzyme déacétylase peut agir d’une manière efficace pour convertir la chitine en chitosane 

(Muzzarelli, 1977).Les enzymesdésacétylases de la chitine sont probablement situées à 

proximité de les régions où la chitine traverse la membrane plasmique (Araki et Ito, 1975; 

Kafetzopoulos et al, 1993), dès que la chitine est synthétisée, l'enzyme déacétylase la 

convertit en chitosane. Parmi les quelques espèces fongiques indiqués pour synthétiser le 

chitosane, ceux appartenant à la classe des mucorales se sont avérés générer le chitosane au 

cours de la phase de croissance végétative (Orlowski, 1991), tandis que S.cerevisiae produit le 

chitosane uniquement pendant lestade de sporulation (Christodoulidou et al, 1996). 

II.2.3.1- Structure  

  Le chitosane est un aminopolysaccharide d’origine biologique. Leurstructure 

chimique, représentée sur la figure6, résulte de l’enchaînement d’unités de répétition N-

acétyl- D glucosamine et D‐glucosamine liées en β-(1,4). Les structures de la chitine et du 

chitosane diffèrent uniquement au niveau des groupements en positon C‐2 : acétamide pour la 

chitine etamine pour le chitosane.Le terme « chitosane » est donc habituellement limité à 

toute chitine suffisamment N-déacétylée pour être soluble en milieu acide dilué,Pour parler de 

chitosane, il faut que la chitine soit désacétylée entre 50 % et 100 % (Jaepyoung et al, 2006a; 

Rinaudo, 2007; Rinaudo, 2008). Le chitosane a trois types de groupementfonctionnels 

réactifs, un groupement amine et deuxgroupements hydroxyles en positions C2, C3 et C6, 

respectivement. Grâce à ses groupements amines libres, ce composé possède des propriétés 

intéressantes très différentes de celles de la chitine. Le chitosane, est soluble dans les acides 

faibles, il possède une charge positive alors que la plupart des polysaccharides sont chargés 

négativement (Rinaudo, 2006). 
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II.2.4- La cellulose 
 

La cellulose est le composé organique le plus synthétisé sur la terre 

,1996).Bien que les champignons soient considérés comme des organismes chitineux, des 

tracesde cellulose ont parfois été détectées dans leurs parois cellulaires mais aucun gène 

decellulose synthase n’a été identifié.

cellulose au lieu de la chitine comme composant majeure de la paroi cellulaire, bien que 

certain d’eux contiennent de petites quantités de chitine en mélange avec la cellulose 

(Nasraoui, 2015).La teneur de cellulose dans le mycélium de 

(Bartnicki-Garcia 1966).  

II.2.4.1- Structure  
 
La cellulose est un homopolymère linéaire constitué par l’enchaînement d’unités D

glucopyranoses liées entre elles par les liaisons glycosidiques

cellulose est donc un polyglucose formé par un

glucopyranose par des liaisons (1

daltons.L’existence de liaisons hydrogènes inter

confèrent à la cellulose un rôle de squelette (Figure

 

 
 
 
 
 
 

 

 

Figure 7: Chaines de glucose avec des liaisons hydrogèneintra

Figure 6 :L
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La cellulose est le composé organique le plus synthétisé sur la terre 

Bien que les champignons soient considérés comme des organismes chitineux, des 

ont parfois été détectées dans leurs parois cellulaires mais aucun gène 

identifié. Typiquement les parois des ascomycètes contiennent la 

cellulose au lieu de la chitine comme composant majeure de la paroi cellulaire, bien que 

ertain d’eux contiennent de petites quantités de chitine en mélange avec la cellulose 

de cellulose dans le mycélium de P. cinnamomi

homopolymère linéaire constitué par l’enchaînement d’unités D

glucopyranoses liées entre elles par les liaisons glycosidiquesβ-(1,4)(Delattre, 2005).

cellulose est donc un polyglucose formé par un enchaînement de monomères de 

isons (1→4),dont la masse moléculaire peut être supérieure à 2x10

L’existence de liaisons hydrogènes inter-chaînes entraîne la formation de

confèrent à la cellulose un rôle de squelette (Figure7) (Jarvis, 2003) 

Chaines de glucose avec des liaisons hydrogèneintra- et inter

La structure du chitosane (Seng et J.M, 1988)
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La cellulose est le composé organique le plus synthétisé sur la terre (Guigrard 

Bien que les champignons soient considérés comme des organismes chitineux, des 

ont parfois été détectées dans leurs parois cellulaires mais aucun gène 

Typiquement les parois des ascomycètes contiennent la 

cellulose au lieu de la chitine comme composant majeure de la paroi cellulaire, bien que 

ertain d’eux contiennent de petites quantités de chitine en mélange avec la cellulose 

P. cinnamomi est estimée à 11% 

homopolymère linéaire constitué par l’enchaînement d’unités D-

(Delattre, 2005). La 

monomères de β-D-

a masse moléculaire peut être supérieure à 2x106 

chaînes entraîne la formation de fibres qui 

et inter- chaînes 

(Seng et J.M, 1988). 
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II.3- Procédé d’isolation du chitosane à partir d’une source fongique  

L’extraction du chitosane à partir de mycélium des champignons présente plusieurs 

avantages. D’une part, les ressources de déchets issus des crustacés dépendent des saisons et 

la localisation géographique des sites de pêche, tandis que le mycélium peut être obtenu 

facilement par un processus de fermentation convenable, ce dernier n’a pas de limitations 

saisonnières ou géographiques (White et al, 1979). D’autre part, le mycélium contient des 

quantités faibles en matières minérales par rapport aux déchets des crustacés,donc l’étape de 

déminéralisation n’est pas nécessaire (Teng et al,2001). 

Les champignons impliqués dans le processus d’extraction du chitosane, sont 

habituellement, récoltés dans la phase exponentielle de croissance, afin d’obtenir un 

rendement maximal de chitine et chitosane. Bien que les champignons peuvent croître en 

milieu solide, la culture des champignons destinés à l’extraction du chitosane est effectué sur 

milieu YPG, PDB et MSM (Chatterjee et al, 2004).Le chitosane est présent dans un seul taxon 

de champignons, où il se trouvesous deux formes :le chitosane libre et le chitosane lié au β-

glucanes de manière covalente (Bartnicki-Garcia ,1968 ;Wesselset al,1990). Par conséquent, 

afin d'extraire la matière chitineuse pure, ce réseau de glycoprotéines et β-glucanesdoit être 

enlevé. 

Divers procédés d’extraction du chitosane à partir des espèces fongiques ont été 

développés dans la littérature, et ils peuvent être divisés en deux catégories : procédé 

chimique et procédé enzymatique (Cai et al ,1999).  Les procédés chimiques d’extraction du 

chitosane à partir d’une biomasse fongique sont similaires au processus industriel de son 

extraction à partir des crustacés (crevettes), excepté l’étape de déminéralisation, cela est dû  

au faible teneur de mycélium fongique en minéraux (Synowieckiet al,1997).Généralement, le 

processus d’extraction comporte trois étapes ;la première étape est le traitement alcalin qui 

permet d’éliminer les protéines et les polysaccharides solubles ,la deuxième étant le reflux 

acide qui vise à séparer la chitine et le chitosane ,et l’étape de précipitationqui vise à récupérer 

le chitosane en milieu basique. 

 

II.3.1- Extraction du chitosane libre 

L’étape de déprotéinisation consiste à décomposer la paroi cellulaire en retirant les 

glycoprotéines, l’enveloppe externe et les composants matriciels de la cellule. La fraction 

insoluble dans le milieu alcalin (AIM) contient principalement les matériaux chitineuses et β- 

glucanesliés de manière covalente et représentent la structure du squelette de la paroi 
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cellulaire (Fontaine et al,2000). La solution d’hydroxyde de sodium est choisie dans la 

littérature pour cette étape de déprotéinisation parmi une large gamme de produits, cependant, 

la concentration, la température et la durée de traitement variant largement selon les auteurs 

(Muzzarelliand Peters, 1997). 

White et ses collaborateurs (1979) ont proposé une étape initiale de traitement 

alcalinimpliquant l'homogénéisation de la biomasse, en mélangeant à grande vitesse, suivie 

par un traitement avec un mélange de NaOH 1M et d'éthanol 95% dans un rapport de 1/10 

(poids/volume) de la biomasse sèche par rapport à un volume de NaOH / EtOH dans des 

conditions de bain de vapeur pendant 90 minutes. Par la suite, Rane et Hoover (1993) ont 

optimisé le traitement alcalin, proposant que le plus efficace procédé de séparation de la 

fraction insoluble en milieu liquide alcalin est de mettre à l'autoclave la cellule homogénéisée 

dans NaOH 1M pendant 15 minutes à 121 °C, avec un rapport (1/40) (poids/volume) de la 

masse cellulaire sèche à la solution alcaline. 

La procédure deRane et Hoover(1993)a été employé par plusieurs auteurs, mais 

parfois avec des variations deconcentrations de NaOH,du rapport de la masse sèche à la 

solution alcaline ainsi que le temps de réaction(Tan et al,1996; Jaworska , 2003 ; Raneand 

,1993; Pochanavanichet Suntomsuk, 2002).Par exemple, Synoweiecki et ces collaborateurs 

(1997) ont effectué la déprotéinisation de mucor rouxii dans NaOH à 2% (poids/volume)  à 

90°C pendant deux heures avec un rapport de (1/30) (poids/volume) de la biomasse sèche à la 

solution de NaOH. 

Une fois la fraction AIM est récupérée par centrifugation,elle est traitée avec une 

solution acide telle que l’acide acétique (2-10%) à 90-121°C pendant 1-24heures pour 

dissoudre la matière soluble dans l’acide acétique (AcSM) et la séparer de l’autre fraction qui 

est insoluble (AAIM).La fractionAcSM est généralement considérée riche en chitosane 

fongique,qui peut être précipité par l’augmentation du pH jusqu’à 9-10 en utilisant une 

solution alcaline d’hydroxyde de sodium 2N,suivi d’une centrifugation et d’un lavage avec 

l’acétone et l’éthanol (Tan et al, 1996; Synowieckiet Al-Khateeb, 1997; Chatterjee et al, 

2005).Le schéma général qui permet d’extrairele chitosane libre est montré sur la figure8. 

Il faut signaler que le rendement du chitosane obtenu par les étapes décrites dans la 

figure 8est très faible, car les conditions de traitement adoptées permettent seulement 

d’extraire le chitosane non lié (Nweet Stevens, 2002).Les conditions de traitement douces ne 

permet pas de briser le complexe chitine/chitosane-glucane(Muzzarelli et al, 1980) qui 

constitue un assemblage rigide dans la paroi cellulaire (Gooday, 1995; Robson, 1999) et 

empêche l’extraction du chitosane total. 
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II.3.2-Extraction du chitosane total (chitosane libre et chitosane lié au glucane) 
 

Pour pouvoir décomposer la fraction AIM en ces différents constituants (complexe 

chitosane-glucane, chitosane libre et glucane), la matrice de la paroi cellulaire fongique, 

constitués de polysacchides amorphes soluble en milieu alcalin, doit être dissocié en premier. Par 

la suite, la liaison covalente entre le chitosane et le glucane doit être brisé par hydrolyse 

enzymatique .Ces étapes de traitement permet d’extraire le chitosane total (à savoir, le chitosane 

libre plus chitosane lié auglucane) présent dans la paroi cellulaire. 

Les études effectuées sur GongronellabutlerietAbsidiacoeruleaont montré que la meilleur 

décomposition du mycélium est obtenue lorsque celui-ci est traité avecNaOH11M à 45°C 

pendant 13 h,suivi du traitement de la fraction AIM par une solution d’acide acétique 0,35 M à 

95°C pendant 5h .L’utilisation de NaOH 11M permet d’admettre que les protéines, les glucanes 

solubles ,les autres polysaccharides ,l’ADN et l’ARN peuvent être éliminée durant l’étape de 

lavage à l’eau distillé jusqu’à pH neutre (Nwe et al, 2010). Dans ce cas,le chitosane et le 

complexe chitosane-glucane peuvent se retrouver dans la fraction insoluble AIM (Nweet 

Stevens,2002 et 2002a).Ces polymères restent en suspension dans l’acide acétique 0,35M durant 

le traitement acide de la AIM à 95°C pendant 5heures (Tableau 3).Le procédé d’extraction du 

chitosane totale est représenté sur la figure 9. 

 
 

 

 

Suivant leur nature polycationique, les chitosanes se dissolvent dans les acides 

organiques à pH 4 et ils se précipitent à pH =9, la plupart des glucanes sont insolubles à pH=4 

et pH=9. Les constituants de la AIM forment une suspension stable à pH=4 et ils se précipite 

à pH=9 (Nweet Stevens, 2002a) ,ces observations ont permis de supposer que le glucane et le 

chitosane sont liés l’un à l’autre et montrent des comportements suspension/précipitation 

suivant la nature physico-chimique du chitosane constitutif du complexe : à pH=4, le 

chitosane est partiellement protoné ce qui lui confère l’aptitude de maintenir le complexe en 

pH de la solution 
Solubilité du chitosane et du glucane 

chitosane glucanes Chitosane -glucane 

4 soluble insoluble suspension turbide 

9 précipité  
soluble précipité 

insoluble précipité 

Tableau 3:Comportement des constituants de la fraction AIM  en solution suivant le pH (Nwe et 
al, 2010) 



Chapitre II :                                                              les polysaccharides fongiques 

 
26 

suspension, tandis qu’à pH =9 le chitosane perd ses charges et ne peut plus maintenir le 

complexe, ce dernier se précipite (Nwe et Stevens, 2002a). 

 
II.3.3-Séparation du complexe chitosane-glucane 
 

Selon les travaux de Nwe et Stevens (2002 et 2002 a) et les travaux de Nwe et ces 

collaborateurs sur la paroi cellulaire du champignon Gongronellabutleri (appartennant à la 

division des zygomycètes ), La turbidité de la suspension décroit d’une turbidité initiale de 

1000 NTU jusqu’à 10 NTU lorsqu’elle est traitée par l’enzyme commerciale de l’α-

amylase dans les conditions optimales :pH =4,5 ;4% (v/v) d’enzyme à 65°C pendant 3heures 

à une vitesse d’agitation de 225 rpm. 

Une grande quantité de surnageant clair et de précipité est obtenue après le traitement 

enzymatique (Figure 9).Le précipité contient du glucane libéré du complexe chitosane-

glucane tandis que le surnageant contient du chitosane totale y compris le chitosane libre et le 

chitosane résultant du clivage du complexe chitosane-glucane par l’enzyme (Nwe et Stevens, 

2002a). 
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Figure 8: schéma générale du procédé d’extraction du chitosane libre (Rane et Hoover, 1993 ; Crestini 
et al, 1996) 
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Figure9: Schéma générale du procédé d’extraction du chitosane total (Nwe et Stevens, 2002a) 
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II.4-Facteurs influents sur la qualité et la quantité du chitosane fongique 

Le rendement de chitosane issu de la biomasse fongique dépend largement de 

plusieurs facteurs, telles que la souche de champignons utilisés, les méthodes de culture et les 

paramètres du procédé, tels que le pH, la température, la vitesse de mélange, le temps 

d'incubation, la taille des particules et le bouillon rhéologique.Une augmentation du 

rendement de chitosane peut être obtenue soit par l'augmentation du rendement de la 

biomasse ou par une augmentation de la teneur de la paroi cellulaire en chitosane 

(JaworskaandKonieczna, 2001). 

Le protocole d'extraction est un facteur vital qui affecte les propriétés physico-

chimiques du chitosane tel que le poids moléculaire, le degré de desacétylisation DDA et la 

cristallinité, ainsi que la viscosité qui dépond directement du poids moléculaire, donc il doit 

être soigneusement sélectionné en fonction de l'application souhaitée du chitosane (Billmeyer, 

1971). La concentration de l’acide et de la base utilisés dans le processus d’extraction, la 

température, la durée d'incubation et la taille des particules sont les principaux facteurs 

influents sur les propriétés physico-chimiques du chitosane .Cependant, la maitrise de ceux-ci 

suit le contrôle de la composition du milieu de croissance ainsi que les paramètres du procédé 

d’extraction utilisé. 

II.4.1-Traitement alcalin 

La concentration de la base utilisée lors du traitement alcalin influe significativement 

sur le DDA. Kannan et al (2010) ont montré qu’une augmentation de la concentration de la 

solution alcaline a provoqué une augmentation de DDA. 

II.4.2- Traitement acide 

La nature de l’acide utilisé peut affecter le rendement final du chitosane. Le meilleur 

rendement du chitosane est obtenu par l’utilisation de l’acide formique à la place de l’acide 

acétique (Kannanet al, 2010).Les auteures ont, également observé que, les effets et les 

interactions des acides ayant les mêmes concentrationspour un même temps d’incubation sont 

différents : le degré de désacétylation (DDA) du chitosane solubilisé par l’acide chlorhydrique 

est plus important que celui du chitosane solubilisé par l’acide acétique et l’acide 

formique. L’acide chlorhydrique est le plus fort parmi eux, ce qui lui a permis de provoquer 

une forte hydrolyse du groupement acétyle ainsi que la partie intérieure de l’assemblage 

monomérique du chitosane.  
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L’augmentation de la concentration des différents acides utilisés a provoqué une 

augmentation significative de degré de désacétylation.L’aspect du produit final dépend à son 

tour des conditions de traitement.Ainsi, les conditions douces ont donné un chitosane de 

couleur claire tandis que l’élévation de la concentration des acides a donné un chitosane ayant 

une couleur sombre. 

II.4.3-Température et Temps d’incubation  

Pour tenir compte des interactions effectives entre la base et les constituants de la 

paroi cellulaire fongique, l’augmentation de la température et des temps d’incubation est 

nécessaire.On outre, un long temps d’incubation assure pour la base le temps de réaction 

nécessaire pour attaquer la structure de la chitine et celle du chitosane et les séparer en 

d’autres polysaccharides. Kannan et al (2010) ont atteint un rendement maximal à une 

température de 121°C après 30 min de temps d’incubation.Le degré de désacétylation est 

aussi accru lorsque le temps d’incubation et la température sont élevés(Kannan et al,2010). 

II.4.4-Taille des particules  

La taille des particules et la densité de la chitine affectent le degré de désacétylation 

DDA du chitosane en modifiant le taux de pénétration de la solution alcaline (nécessaire pour 

l’hydrolyse de la chitine en chitosane) à l’intérieur des zones amorphes, ainsi qu’à l’intérieur 

des zones cristallinesde la chitine. Donc le degré de désacétyltionDDA du chitosane augmente 

lorsque la taille des particules et la densité de la chitine augmente et il décroit lorsque ces 

deux derniers diminuent (Kannan et al,2010). 

II.5- Caractéristiques du chitosane fongique 
 

La chitine et le chitosane fongiques sont, potentiellement différents de ceux qui sont 

isolés des crustacés : dans le poids moléculaire, le degré de désacétylation(DDA)et la 

distribution des groupements chargés.Toutefois, la recherche a besoin d’évaluer le procédé le 

plus économique qui permet d’extraire le chitosane à partir d’une source fongique. 

 
II.5.1-Solubilité  
 
En général, la solubilité du chitosane dépend non seulement de la valeur moyenne de 

DD, mais aussi de la distribution des groupements acètyles le long de la chaîne 

macromoléculaire, et également de son poids moléculaire (Rinaudo et Domard, 1989 ;Abida, 
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1991 ; Kubotaet Eguchi, 1997).L’examination de l’influence de la protonationdu chitosane en 

présence de l’acide acétique et l’acide chlorhydrique (Rinaudoet al,1999) sur la solubilité a 

montré que le degré d’ionisation dépend du pH et pKde l’acide.La solubilisation du chitosane 

ayant un faible degré de désacétylation a lieu pour un degré d’ionisationα=0,5du chitosane, 

cette valeur correspond à pH=4,5-5 dans l’acide chlorhydrique.La solubilité du chitosane 

diminue lorsque la valeur de DDA diminue (Tableau 4)(Thanou et Junginger, 2005), et elle 

augmente lorsque la massemolaire diminue (Grabovacet al, 2005). 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

La solubilité du chitosane est habituellement testée dans l’acide acétique, et ce par la 

solubilisation du chitosane dans une solution aqueuse d’acide acétique 1% ou 0,1M, la 

concentration des protons est au moins égale à la concentration des unités –NH2 qui 

sontimpliquées (Rinaudo, 2006).Plus le milieu est acide, plus les groupements amines sont 

protonés, plus lasolubilité du chitosane est accrue. Le chitosane est, en effet, insoluble dans 

l'eau et dans les solutions alcalines concentrées ou diluées, ainsi que dans les solvants purs et 

les acides concentrés, en raison de l'impossibilité d'hydrater le matériau (Kurita, 2006).   

 

II.5.2-Viscosité 
 
La viscosité est une caractéristique importante du chitosane concernant son 

comportement en solution, cette caractéristique est liée à la conformation des chaînes 

macromoléculaires en solution. La viscosité dépend, non seulement de DDA, dePM, mais 

aussi du pH (Pa et Yu, 2001), plus le pH est bas, plus la viscosité est donc forte. La viscosité 

augmente également avec le DDA, car plus le polymère est désacétylé, plus la proportion de 

groupements amine libres est importante, plus il est soluble et par voie de conséquence sa 

viscosité est plus importante (Wang et Xu ,1994). La viscosité dépend aussi de la 

concentration et de la température; comme pour les autres polysaccharides, la viscosité chute 

lorsque la température augmente (Chen et Tsail, 1998), et elle est fonction de la PM des 

chaînes macromoléculaires (Berth et al, 1998). 

Degré de désacétylation DDA(%) Solubilité du chitosane 

>75 Parfaite 

=50 Moyenne 

< 40 Faible 

Tableau 4:Variation de la solubilité du chitosane en fonction de DDA à pH =6 
(Thanou et Junginger, 2005) 
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Plusieurs méthodes ont été développées pour la détermination de la 

viscosité.Laviscosimètrie est la méthode la plus employée, ellerepose sur la connaissance des 

paramètres de la relation de Mark-Houwink : 

 
 
 
 
 

 

II.5.3-Degré de désacétylation DDA  
 

Le degré de désacétylation représente le taux de groupements acétylés par rapport aux 

groupements non acétylés (Zohuriaan-Mehr,2005).C’est un paramètre extrêmement important 

car il influence non seulement les caractéristiques physique et chimique du chitosane telle que 

la solubilité, la flexibilité des chaînes macromoléculaires, la conformation du polymère, et 

donc la viscosité des solutions, mais aussi sur la biodégradation et l’activité immunologique 

de celui-ci. Diverses méthodes ont été développéesafin de déterminer le degré de 

désacétylation DDA telle que la spectroscopie Infra Rouge (Brugnerottoet al ,2001 ;Miya et 

al,1980 ; Domszy et Roberts,1985), la spectroscopie UV, la résonance magnétique nucléaire 

RMN, la titration colloïdale et la titration potentiomètrique (Xuan Jiang ,2003).La méthode la 

plus simple est celle proposée par Khan et al (2000), et qui repose sur la spectroscopie infra 

rouge, ainsi le DDA est déterminé en utilisant la relation suivante : 

 
 
 
 
 

 
Le chitosane issudes champignons a un degré de désacétylation de 70 à 90% et un 

poids moléculaire moyen de 1à 2.105 Da.Ces paramètres dépendent fortement  de l’espèce 

[�] =K. Ma 

[�] : la viscosité intrinsèque 

M : le poids moléculaire moyen du polymère en (g) 

K et a : paramètres qui dépend du système polymère-solvant à une température donnée en (ml /g) 

DDA% �
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�
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 100 �

�
�
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�
 

ACOet AOHreprésentent l’absorbance du groupement carbonyle de l’amide I et l’absorbance 

du groupement hydroxyle qui est stable dans la structure de la chitine et du chitosane, et qui n’est 

pas affecté par l’hydrolyse de la chitine en chitosane.Le facteur 1,33 représente le rapport (ACO / 

AOH) pour un chitosane entièrement désacétylé. 
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fongique utilisée et des conditions de traitement appliqué sur cette dernière au cours du 

processus d’extraction du chitosane (Ivshina et al, 2009). 

 
II.5.4-Cristallinité  

Le chitosane est une substance semi-cristalline, il se cristallise dans le système 

orthorhombique. Samuels (1981) a proposé deux formes de chitosane avec deux types de 

cristallinité, le type I correspond à une famille ayant DDA=60% et qui se présente sous forme 

de sels du chitosane et il est plus désordonné que le type II qui possède un fort DDA (90% 

environ), il se trouve sous forme d’une amine libre. 

II.5.5-Poids moléculaire PM 

La valeur du poids moléculaire d’un chitosane dépend fortement du procédé de 

fabrication car celui‐ci peut induire unedépolymérisation des chaînes macromoléculaires et/ou 

une dégradation lors de sa production. Leschaînes de chitosane ont des poids très variés, entre 

1 et 2.105 Da selon les applications visées (Ivshina et al,2009). LePM affecte la solubilité du 

chitosane et ses propriétés rhéologiques notamment saviscosité. Ainsi, en augmentant le poids 

moléculaire du chitosane, on augmente sa viscosité et ondiminue sa solubilité. Il peut aussi 

influencer significativement sur les propriétés du polymère ensolution, comme le paramètre 

DDA(Chen et Zhao, 2012). 

 
II.6- Les applications du chitosane fongique  

II.6.1- Dans la conservation des aliments  

Les études ont montré que le chitosane possède une forte activité antimicrobienne contre 

les bactéries Gram positif et Gram négatif, incluant les agents pathogènes alimentaire telle 

que Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, et 

Listeriamonocytogenes(Hadwiger et al,1986 ; No et al, 2002).Deux théories ont été proposée 

pour expliquer le mécanisme de l’activité  antimicrobienne du chitosane,selon la première 

l’interaction entre les molécules du chitosane chargés positivement et la membrane cellulaire 

microbienne chargé négativement abouti à la perturbation de la membrane cytoplasmique,et 

par la suite à la perte des constituants intracellulaire (Sudharshan et al,1992). Selon la 

deuxième théorie, les oligosccharides de chitosane pénètrent facilement dans le noyau de la 

cellule eucaryote et interfère avec la transcription de l’ARN et la synthèse des protéines 

(Hadwiger et al,1986). 
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II.6.2- Pour stimuler l’immunité des plantes  
 
Dans l'agriculture, le chitosane a été utilisé dans les graines, les feuilles, les fruits et 

légumes, celui-ci a montré l’aptitude d’agir comme agent puissant pour stimuler la défense 

des plantes et inhiber la croissance des agents pathogènes (champignons et bactéries) 

(Shibuya et Mimami,2001).Le chitosane réduit significativement les quantités 

depolygalacturonases produites parBotrytis cinereaetqui provoque des dégradations 

cytologiques sur les hyphes du poivre (Glaouth et al,1997).Il induit, également, la synthèse de 

phytoalexinsur les feuilles de riz,ce dernier est un antiparasite puissant qui provoque 

l’inhibition de la croissance fongique (Agrawal et al, 2002).Selon Ben-Shalom (2003),la 

croissance de Botrytis cinereachez le concombre pulvérisé par le chitosane avant son 

inoculation est inhibé par  l’augmentation de l’activité de chitosanase et peroxidase . 

 
II.6.3- Dans l'ingénierie tissulaire 
 

Le chitosane est un polymère bioadhésif et biologiquement actif, il possède des effets 

antigéniques et des activités antimicrobiennes et hémostatiques.Le chitosane est également 

biocompatible, biodégradable, non toxique et peut accélérer la régénération tissulaire et la 

cicatrisation des blessures (Onishi et al, 1994;Tokura et al, 1994 ; Maslova etKrasavtsev, 

1998; Shigemasa et al, 1998; Kim et al, 2001 ; Vandevord et al, 2002; cités dans Nweet 

Stevens, 2008 et 2008a).  

II.6.4- Dans la dépollution 

Le chitosane fongique peut participer à l’élimination des métaux lourds toxique qui sont 

considérés comme un véritable danger pour les espèces animales et végétales, et ce grâce aux 

groupements amine et hydroxyle situés à la surface et constitue des sites d’adsorption de ce 

genre de polluants persistants (Kleekayai et Suntornsuk, 2011).Le chitosane isolé de M. 

indicus est utilisé pour l’élimination des ions Cu2+d’une solution aqueuse et comparé au 

chitosane des crustacés. La biosorption du chitosane fongique s’est avérée plus rapide que 

celle du chitosane issu des crustacés,cela est due au fait que le poids moléculaire du chitosane 

fongique est plus faible que celui du chitosane des crustacés. Donc après la saturation des 

groupements amines situés à la surface de celui-ci jouant le rôle de site de coordination pour 

les ions Cu2+,ces derniers vont pénétrer facilementet rapidement à l’intérieur du chitosane 

fongique (Lo et al, 1999). 
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III.1. Matériel 

Le matériel d’étude est constitué de matériel mycologique, de produits chimiques 

et d’appareillages utilisés au cours de l’expérimentation. 

III.1.1.Petit matériel  

• Verrerie de laboratoire : fioles jaugées (de 100, 1000 et 500 ml), entonnoir, béchers, 

burette, pipette de 10 ml, Mortier en céramique, ballon de 250 ml, verres de montre 

• Thermomètre  

• Papier pH 

• Tamis de diamètres 500 et 850 µm 

III.1.2.Matériel mycologique  

• Spores lyophilisées de Penicillium camemberti 

 

III.1.3. Appareillage  

• Spectrophotomètre Infrarouge ATR, de marque BRUKER modèle TENSOR 27 

• Balance de précision, de marque OHAUS, modèle Pioneer TM 

• Centrifugeuse de marque EBA 20 

• Étuve  

• pH mètre, de marque OHAUS instrument (type : pH 211)  

• Microscope électronique à Balayage  

 

III.1.4. Solutions et réactifs utilisés  

• Hydroxyde de sodium (NaOH) sous forme de pastilles  (BICHEM Chemopharma) avec 

une teneur en Na2CO3<2% et (Sigma Aldrich) ayant une teneur en Na2CO3<0.5% et 

DP >96% 

• Acide acétique (CH3COOH) 100% (AnalaR NORMAPUR)  

III.2- Méthodes 

III.2.1- Préparation de la biomasse de Penicillium camemberti (Pc): 

III.2.1.1- Préparation de l’inoculum  

La préparation du milieu PDA est faite dans un flacon de 500 ml, et selon le mode 

opératoire suivant :  

1. Peser 10 g d’agar et 10 g de glucose. 

2. Verser les 10g d’agar et de glucose dans un flacon de 500 ml. 

3. Préparer l’extrait de pomme de terre : 
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3.1. Prendre un ou deux pomme de terre, et les éplucher. 

3.2. Peser 100 g, et les découper en dés puis les faire bouillir dans 100ml d’eau 

distillée pendant 15 min. 

3.3. Filtrer la pomme de terre à l’aide d’un tissu. 

3.4. Récupérer le filtrat dans le flacon contenant le glucose et l’agar, puis ajuster 

jusqu’à 500 ml. 

3.5. Placer le flacon dans l’autoclave pendant 20 min à T=120°C. 

20 ml du milieu PDA (Potato Dextrose Agar) sont coulées dans 1 boitede pétri de 90 

mm de diamètre. 10 boites ont été préparées, ensuite ensemencées par des spores lyophilisées 

de champignon Penicillium camemberti (Pc) puisincubées à température ambiante(20-22°C) 

jusqu’à une bonne sporulation.100 ml du milieu YPG ont été préparés, puis coulées dans les 

10 boites précédentes. Par simple agitation,on effectue un prélèvement en surface des spores 

activées. 

III.2.1.2- Préparation du milieu solide 

La préparation du milieu nutritif est faite dans des flacons de 1L. La composition du 

milieu  nécessite de l’eau distillé, 5g d’extrait de levure,10g de peptone,20g de glucose, les 

phosphates (3 ,4g de KH2PO4 et 3.07g deNaH2PO4) ,50 ml d’Oglio éléments(solution de 

Trinci) et 20g d’agar ;le pH est ajusté à 5. Un litre de la solution de Trinci contient : 15g de 

EDTA di Na, 2H2O ; 5ml de NaOH (10M) ; 5g de MgSO4, 7H2O ; 1,3g de CaCl2, 2H2O ; 0,4g 

de ZnSO4, 7H2O ; 0,4 g de MnSO4, 5H2O ; 0,1g de CuSO4, 5H2O ; 2,8 g de (NH4)2Fe(SO4)2, 

6H2O ; 0,073g de (NH4)6Mo7O24, 6H2O et 1litre d’eau distillée. 

Le mélange est réparti dans des flacons de 180 mlet placé dans un bain marie, la 

solution est chaufféeprogressivement jusqu'à la formation d’un gel homogène. Après 

stérilisationà 120°C pendant 20 min, on laisse refroidir, ensuite le milieu est réparti dans des 

boites de pétri à raison de 20 ml /boite. 

III.2.1.3-Inoculation et incubation du milieu solide 

Après solidification, la suspension de spores activées de P.camembertiest  ensemencée 

sur 100 boites de pétri de 90 mm de diamètres, ces dernières sont incubées à  différentes 

températures 20°C,25°C et 28°C pendant 6 jours.  

 
III.2.1.4- Récupération de la biomasse de Penicillium camemberti  
 

Aprèsla période d’incubation désiré, la biomasse humide a été récupérée, séchée à l’air 

libre jusqu’au poids constant puis peséeet broyée en particules de différents diamètres. 
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III.2.2- Extraction desbiopolymères  

III.2.2.1- Extraction de la chitine et du chitosane libre 

 L’extraction du chitosane libre est effectuéeselon la méthode modifiée de Rane et 

Hoover (1993),et Crestini et al (1996) présenté  dans la figure 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10:Broyage de la biomasse sèche 
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1. Pour chaque échantillon, on a utilisé les fractions  de biomasse ayant le plus faible diamètre 

(D<850µm). 

2. Nous avons mélangé 15g de biomasse de chaque température avec 450ml d’une solution 

d’hydroxyde de sodium NaOH1M dans un rapport (1/30) (masse /volume) (Rane et 

Figure 11: Schéma du procédé adopté pour l’extraction du chitosane libre (Rane et Hoover, 1993 ; 
Crestini et al, 1996) 

Fraction 
insolubleAAIM   

•Lavage jusqu’à pH 
stable 

•Séchage à 40°C 

Biomasse fongique sèche 

Précipitation 
NaOH 2M jusqu’à 

pH=9-10 

Fraction soluble 
AcSM 

Traitement alcalin 
NaOH 1M (1/30)(m/v), T= 121°C, t=20 min 

AIM 

Traitement à reflux acide 
CH3COOH 2%(1/40)(m/v), T=95°C, t=8h 

•Lavage jusqu’à pH stable 
•Séchage à 40°C 

Chitine 
brute 

Chitosane libre 

•Lavage jusqu’à pH 7 
•Séchage à 50°C 
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Hoover,1993 ;Crestini et al, 1996) .Le mélange est laissé dans l’autoclave à 120°C pendant 

20 min. 

3. On a récupéré la fraction insoluble dans NaOH 1M (symboliséeAIM) de chaque biomasse 

traité par centrifugation à une vitesse de 12000tr/min pendant 15 min. 

4. Les fractions AIM sont ensuite lavées avec environ 4litres d’eau distillée jusqu’à pH stable. 

5. Les fractions AIM sontséchées à l’étuve à 50°C pendant  environ 24 heures. A la fin, les 

matériaux sont pesés et broyés à l’aide d’un mortier en céramique. 

6. Nous avons  mélangé 2g de chaque AIM sèche avec 80ml de la solution d’acide acétique 

2% (v/v), ce mélange est chauffé à 95°C pendant 8h dans un ballon de 250 ml muni d’un 

réfrigérant (Figure 11).La fraction insoluble dans l’acide acétique (AAIM) de chaque 

échantillon est extraite par centrifugation à une vitesse de 12000tr/min pendant 15 min, 

puis lavé à l’eau distillée (1Litre environ pour chaque AAIM) jusqu’à atteindre un pH 6 et 

laissée séchée à l’étuve à 40°C pendant 48h .Le pH du surnagent est ajusté jusqu’à 10 en 

utilisant la solution d’Hydroxyde de Sodium NaOH 2M,le précipité est lavé avec environ 

420ml d’eau distilléjusqu’à ce que le pH des eaux de lavage soit égal à 6. En fin, le 

précipité obtenu est stocké dans des petits béchers et laissé sécher à l’étuve à 40°C 

pendant 48h. 

 

 

  

Figure 12: Montage de la réaction de solubilisation du chitosane dans l’acide 
acétique 2% à 95°C pendant 8heures 
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III.2.2.2-Extraction du chitosane total (chitosane libre et chitosane lié au glucane)  

 La méthode adoptée dans ce cas pour l’extraction du chitosane total y compris le 

chitosane libre et le chitosane lié au glucane est celle proposée par Nwe et Stevens en 2002 

pour les champignons appartenant à laclasse des zygomycètes (Figure 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

• Lavage jusqu’à pH stable 
• Séchage à 40°C 
 

• Séparation par centrifugation 14000 tr /min 
pendant 30min (2 fois) 

 
• Séparation par centrifugation 

• Lavage jusqu’à pH stable 
• Séchage à 40°C 
 

• Lavage jusqu’à pH 6 
• Séchage à 40°C 
 

Biomasse sèche 

Traitement alcalin 
NaOH 11M (1/30)(m/v), T= 121°C, t=20 min 

AIM 

Traitement à reflux acide 
CH3COOH 2%(1/200)(m/v), T=95°C, t=5h 

Solution trouble  

Surnageant Précipité 

Précipitation avec NaOH 2 N 
jusqu’ à pH 9 

Complexe glucane-
chitosane 

Chitosane libre 

Figure 13: Schéma du procédé d’extraction du chitosane total (chitosan libre et chitosane lié au 
glucane (Nwe et Stevens, 2002) 



Chapitre III :                                                                        Matériel et méthodes 

 

41 

1. Pour chaque échantillon, on a utilisé les fractions  de biomasse ayant le plus faible 

diamètre (D<850µm) 

2. Nous avons mélangé 5g de biomasse de chaque température avec 150 ml d’une solution 

d’Hydroxyde de Sodium NaOH 11M. Le mélange est laissé dans l’autoclave à 120°C 

pendant 20 min. 

3. On a récupéré la fraction insoluble dans NaOH 11M (la AIM) de chaque échantillon de 

biomasse  par centrifugation à une vitesse de 12000tr/min pendant 15 min 

4. Les AIM obtenues sont lavées à l’eau distillée (3Litres) jusqu’à ce que le pH des eaux de 

lavage atteigne la valeur 6, elles sont ensuite laissé sécher à l’étuve à 40°C pendant 

environ 3jours, et enfin broyées et pesées.  

5. Nous avons  mélangé 0,3g de chaque AIM sèche avec 60ml de la solution d’acide 

acétique 2% (v/v), ce mélange est chauffé à 95°C pendant 5h dans un ballon de 250 ml 

muni d’un réfrigérant. Les constituants de la solution turbide obtenue (de turbidité 

supérieure à 800 NTU) sont séparés par centrifugation avec une vitesse de 14000 tr/min 

pendant 30 min. On a obtenu un surnageant clair et un précipité de couleur marron, ces 

deux derniers sont séparés par centrifugation à une vitesse de 14000 tr/min pendant 30 

min, et ils sont lavés et séchés à l’étuve à 40°C. 

III.2. 3- Caractérisation  

III.2.3.1-Détermination de la granulométrie 

Pour séparer les particules présentes dans chaque échantillon suivant leurs 

granulométries, nous avons fait passer les biomasses de T20°C, T25°C et T28°C  à 

travers deux tamis ayant des pores 850 et 500µmde diamètre, et nous avons pesé la masse 

de chaque fraction récupérée dans chaque tamis.  

 

III.2.3.2- Mesure de la matière sèche  

La méthode consiste à faire sécher 2g du mycélium introduit dans un creuset 

préalablement séché et pesé dans une étuve à 105°C  pendant 5h (Iso 287) , les résultats sont 

exprimés en pourcentage (%), et Ils sont calculés par la formule suivante (Afnor, 1986) : 

 

 

 
M0 : masse en gramme du creuset vide. 

M1 : masse en gramme du creuset contenant l’échantillon avant séchage ;  

M2 :est la masse gramme du creuset contenant l’échantillon après séchage. 

M� � �M� � M�
M	 � M�



� 100 
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III.2.3.3- Détermination de taux de cendres 

Les cendres sont déterminées par incinération. La prise d’essai ayant servi à 

ladétermination de la matière sèche (à 105°C pendant 5h) est suivie par une calcination au 

fourà moufle à 550°C pendant 5h, les cendres exprimées en pourcentage de masse sont 

donnéespar la formule (Audigié et al, 1984). 

 

 

 

 

 

 

 

III.2.3.4- Potentiel d’hydrogène (pH) 

Le pH est déterminé par la mesure du pH d'une suspension de la biomasse dans l'eau  

distillé à un rapport de 1/10 (masse/volume) après 3 heures à l’aide d’un pH mètre de type 

HANNA. 

 

III.2.3.5- Spectroscopie Infra Rouge ATR 

La spectroscopie IR constitue une méthode de choix pour déterminer la structure des 

biomasses T20°C, T25°C et T28°C, elle permet également de suivre l’influence des 

traitements appliqués durant le processus d’extraction des biolpolymères, par la mise en 

évidence de l’apparition ou la disparition de certaines bandes de façon significative. 

 Les spectres IR sont enregistrés avec un spectromètre ATR de marque BRUKER 

modèle TENSOR 27 en effectuant un balayage de 500-4000 cm-1et en utilisant les biomasses 

T20°C, T25°C et T28°C les AIM issus du traitement alcalin (NaOH 1M et 11M) les AAIM 

résultant du traitement acide des AIM (obtenues par traitement NaOH 1M) et le produit final 

obtenue des biomasses T20°C et T28°C. 

Les spectres des AIM issues du  traitement avec NaOH 11M  ainsi que les spectres des 

produits obtenus à la fin du processus d’extraction sont comparés au spectre du chitosane 

commerciale, tandis que les spectres des AAIM sont comparés au spectre de la chitine 

commerciale. 

 

 

 

Taux de cendre � �M� � M��
�M	 � M�� � 100 

M0 : est la masse (g) du creuset vide  

M1 : est la masse (g) du creuset contenant l’échantillon avant incinération 

M 2 : est la masse (g) du creuset contenant l’échantillon après incinération 
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III.2.3.6- Détermination de la morphologie par Microscope Electronique à Balayage 

MEB  

Nous avons procédé à l’observation de la morphologie des biomasses T20°C, T25°C 

et T28°C, la morphologie des AIM des AAIM ainsi que celle des biopolymères sous 

différentes échelles (entre 1mm et 5µm) afin de détecter les changements au niveau de la 

surface après chaque traitement. 
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IV.1-Développement du mycélium 

Pour chaque température

un développement uniforme et homogène

croissance du mycélium de 

 

 

 

Le recouvrement total 

P.camembertis’est développé

recouvrement de la surface 

(1984),la température optimale de croissance de la moisissure

20°C et 25°C. Danscet intervalle

 
IV.2- Récupérationdes biomasses

croissance  

 
Les biomasses ont été 

séchées,peséespuis broyées 

sont présentées dans le tableau

température de 25°C a donnéla plus grande quantité de biomasse (28,21g) comparé

qui se sont développés à 20°C et 

 
 
 

(a) 

Figure 14:Production du mycélium 

d’incubation et à différentes températures 

Chapitre IV :                                                                          Résultats et discussion

44 

du mycélium de Penicillium camemberti 

Pour chaque température (20°C, 25°C et 28°C) et sur l’ensemble des 100 boites de pétri, 

et homogène a été observé. Dans la figure 14, une illustration de la 

mycélium de Penicillium camembertiest donnée pour 01 échantillon 

représentatif. 

 de la surface de la boite de pétri est plus 

développée à 20°C et à 25°C, tandis qu’à 28°C, on a remarqué 

 est faible et non homogène.Selon Choisy et 

la température optimale de croissance de la moisissureP.camemberti

intervalle, la croissance est plus favorisée.  

des biomassesdeP.camembertià différentes températures de 

Les biomasses ont été séparées du milieu gélosé, lavées 

 (Figure 15). Les masses obtenues ainsi que leur concentration 

s dans le tableau 5.Le mycélium de Penicillium camemberti

donnéla plus grande quantité de biomasse (28,21g) comparé

à 20°C et à 28°C (23,46 g et 19,54 g, respectivement

(b) 

Production du mycélium de Penicillium camembertisur milieu YPGA 

et à différentes températures :(a) T20°C ; (b) T 25°C ; (c) T
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s 100 boites de pétri, 

, une illustration de la 

est donnée pour 01 échantillon 

plus  marqué lorsque 

on a remarqué que le 

et ces collaborateurs 

.camembertiest située entre 

s températures de 

 à l’eau distillée, 

ainsi que leur concentration 

Penicillium camemberti développé à 

donnéla plus grande quantité de biomasse (28,21g) comparée à ceux 

respectivement) (Figure 16). 

(c) 

sur milieu YPGA après 6 jours 

; (c) T28°C 
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 Température d’incubation (°C) 

20 25 28 

Biomasse totale* 
sèche en (g) 

23,46 28,21 19,54 

(a) (b) (c) 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

20 25 28

Biomasse (g/l)

Température de

croissance (°C)

Tableau 5: Les biomasses récupérées à différentes températures d’incubation 

Figure 15: Des échantillons de biomasses obtenues après broyage : (a) T20°C, (b) T25°C et 
(c) T28°C  

* : volume nutritionnel : 2l 
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IV.3. Caractérisation physico-

Les caractéristiquesphysico

températuresT20°C, T25°C et 

fractions de différents diamètres obtenus après l’analyse granulométrique  de la biomasse 

T25°C est illustré dans la figure 1

 
Tableau 6: Granulométries et caractères physico

* : Calculé à partir de la biomasse totale.

 

 

 

 

 

 

 

 

• Les trois biomasses sont caractérisées par une structure 

granulométrique, on constate que la fraction  

Granulométrie (µm) 
Masses en gramme des particules retenues dans les tamis ayant des pores 

D>850 

500<D<850 

D<500 

pH* 

Matière sèche* (%) 

Taux de cendres*(%) 

Coloration 

(a) 

Figure 17: Les trois fractions obtenues après 

à T25°C :(a) D>850 µm
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-chimique des biomasses sèches 

physico-chimiques des trois biomasses cultivées à différentes 

T20°C, T25°C et T28°C sont données dans le tableau 6. Un exemple des trois 

fractions de différents diamètres obtenus après l’analyse granulométrique  de la biomasse 

figure 17. 

Granulométries et caractères physico-chimiques des biomasses cultivées à 
différentes températures 

: Calculé à partir de la biomasse totale. 

sont caractérisées par une structure fine. 

on constate que la fraction  ayant un diamètre inférieur à 

Masses en gramme des particules retenues dans les tamis ayant des pores 
de diamètre D (µm) pour chaque biomasse cultivée à T (°C)

T20°C T25°C 

1,05 3,37 

8,49 8,39 

13,81 16,26 

Paramètres physico-chimique 

6,66 7,03 

88,71 89,15 

3,49 5,67 

Verdâtre Verdâtre 

(b) (c) 

: Les trois fractions obtenues après l’analyse granulométrique de la biomasse 

) D>850 µm ;(b)500<D<850 µm ;(c)D<500µm
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cultivées à différentes 

. Un exemple des trois 

fractions de différents diamètres obtenus après l’analyse granulométrique  de la biomasse 

chimiques des biomasses cultivées à 

. D’après l’analyse 

ayant un diamètre inférieur à 850µm est la 

Masses en gramme des particules retenues dans les tamis ayant des pores 
sse cultivée à T (°C) 

T28°C 

1,47 

8,51 

9,43 

6,90 

87,19 

1,2 

Verdâtre 

l’analyse granulométrique de la biomasse 

)D<500µm 
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plus dominante pour chaque biomasse, tandis que la masse de la fraction de diamètre 

supérieur à 850 µm est faible. 

• Les biomasses cultivées à T20°C, T25°C et  T28°C  possèdent un pH  de l’ordre de 6,66 ; 

7,03 et 6,90 respectivement.D’après la classe des pH, nos échantillons sont neutres. 

• La détermination de la matière sèche (MS), qui nous renseigne sur la quantité totale de la 

matière organique susceptible d'être exploitée, constitue 89,15% ;87,51 % et 88,71% du 

poids sec des biomasses cultivées à T20°C, T25°C et T28°C,respectivement. Ces valeurs 

sont inférieures à celle trouvées par Bizet et ces collaborateurs (1997) pour le 

champignon P.camemberti.Cette différence est due certainement aux conditions de 

croissance telle que la température et la nature du substrat nécessaire à la croissance du 

microorganisme. 

• L’examen du tableau 6 indique que les biomasses cultivées à différentes températures 

T20°C, T25°C et T28°C renferment  des quantités faibles en minéraux qui sont de l’ordre  

3,49% ; 5,67% et 1,2%, respectivement. D’une part, on peut dire que ces résultats sont 

compatibles avec ceux trouvés par Bizet et ses collaborateurs (1997) pour le 

champignon P.camemberti(soit environ 4,5±0,3) avec une légère différence qui est due 

aux conditions de culture (nature du substrat et température d’incubation). D’autre part, ils 

confirment que l’étape de déminéralisation n’est pas nécessaire durant le procédé 

d’extraction du chitosane à partir du mycélium de Penicillium camemberti. 

 

IV.4.Détermination de la morphologie des biomassesspectroscopie ATR et MEB  

Ces analyses ont été faites pour les biomasses de granulométrie D<850µm (Tableau 

6).Les figures 18(a) ;19(a) et 20(a) représentent les spectres ATR des biomassescultivées 

àT20°C, T25°C  et T28°C  respectivement. On note la présence des bandes d’absorption de la 

chitine, du glucane, des protéines et des lipides. L’examen de ces spectres fait apparaitre des 

bandes d’absorptions caractéristiques regroupées dans le tableau7. 
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Figure 18 (a) : Spectre ATR de la biomasse cultivée à T20°C. 
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Figure 18 (b) : Micrographie  MEB de la biomasse cultivée àT20°C.
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Figure 19 (a) : Spectre ATR de la biomasse cultivée à T25°C. 
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Figure 19 (b) : Micrographie MEB de la biomasse cultivée à T25°C 
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Figure 20 (a) : Spectre ATR de la biomasse cultivée à T28°C 
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Figure 20 (b) : Micrographie MEB de la biomasse cultivée à T28°C 
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IV.4.1- Interprétation des spectres ATR des biomasses  

� Les spectres des biomasses T20°C, T25°C et T28°C montres une large bande d’absorption 

entre 3600et 3012 cm-1qui est probablement due aux vibrations de valence des groupements 

O-H et N-Hde la chitine et du groupement O-Hdu glucane (Shorik et al, 2010). 

� La biomasse T20°C marque un pic d’absorption à 2925,94 cm-1 et une bande large de faible 

intensité entre 1446-1408 cm-1qui correspond respectivement à la vibration  de valence et 

de déformation des liaisons C-H de la chitine et du glucane dans le complexe chitine-

glucane(Skorik et al, 2010).Dans le spectre de la biomasse T25°C on remarque aussi 

l’apparition d’un pic d’absorption de faible intensité à 2924,01 et 1449,56cm-1. Ces pics 

correspondent respectivement, à la vibration de valence et de déformation des liaisons C-H 

de la chitine et du glucane dansle complexe chitine-glucane(Skorik et al, 2010), on 

remarque également l’apparition d’un faible pic à 2921,38cm-1 dans le spectre de la 

biomasse T28°C,tandis que le pic à 1440cm-1 n’est pas séparé du pic adjacent malgré son 

existence. 

� Les spectres de T20°C  etT25°Cmarquent un pic de faible intensité à 2851,50 cm-1qui est 

légèrement décalé vers 2854,77cm-1dans le spectre de la biomasse T28°C indiquent la 

présence de petites quantités de lipides(Skorik et al, 2010). 

� La présence des pics d’absorption de faible intensité à 1641,38 ;1635,59cm-1 et d’une bande 

d’absorption à 1636 cm-1(qui est masqué) sur les spectres des biomasses cultivées à T20°C, 

T25°C et T28°C, respectivement, correspondent à l’amide I de la chitine età la vibration du 

groupement C-N des protéines (Skorik et al, 2010). 

� Les pics d’absorption à 1558,93 ;1558,84 ; 1586cm-1pour T20°C, T25°C et T28°C, 

respectivement,correspondent à l’amide II de la chitine et à la vibration des liaisons N-H 

des protéines (Skorik et al, 2010). 

� Les petits pics de très faible intensité à 1371,97 ; 1375,18 et 1377 cm-1qui apparaissent dans 

le spectre des biomasses T20°C, T25°C et T28°C, respectivement,sont attribués aux 

vibrations de déformation des groupements CH2 et CH3 de la chitine. 

� La présence des pics de très faible intensité à 1303,90 et 1312,35 cm-1sur le spectre de la 

biomasse T20°C et T25°C, respectivement, ainsi que l’apparition du pic de faible intensité 

à1313 cm-1sur le spectre de la biomasse T28°C correspondent tous aux vibrations de 

valence des liaisons C-N de l’amide III de la chitine. 

� Les petits pics de très faible intensité qui apparaissent à 1141,86 et 1142,76 cm-1sur le 

spectre de la biomasse T20°C et T25°C,respectivement,et le pic intense qui apparait à 
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1195cm-1sur le spectre de la biomasse T28°C sont attribués aux vibrations de valence de la 

liaison C-O-C et la liaison C-Cde la chitine. 

� Les pics d’intensité importante qui apparaissent à 1018,39 ;1041,95 et 1069cm-1 dans le 

spectre des biomassesT20°C, T25°C et T28°C, respectivement, correspondent à la vibration 

de valence des liaisons C-O-H de la chitine etdu glucane. 

� Les petits pics qui apparaissent à 926,90 et 930,18cm-1dans le spectre de la biomasse 

T20°C et T25°C, respectivement,ainsi que le pic intense qui apparait à 969 cm-1dans le 

spectre de la biomasseT28°Cindiquent que les unités glycosidiques de la chitine et du 

glucane sont liées par des liaisonsβ(Skorik et al, 2010) 

 

δ: vibration de déformation, ν: vibration de valence 

Les observations par ATR ont permis de conclure que les biomasses T20°C, T25°C et 

T28°C sont constituées d’un mélange de chitine, glucane(sous forme de complexe) dans 

lesquels les unités monomères sont liées par des liaisons β, et de quantité minimes de lipides et 

de protéines. 

Si on compare les biomasses cultivées à des températures différentes, on constate que 

les spectres ATR sont différents surtout à la température d’incubation de 28°C. Cette 

distinction se manifeste par le masquage du groupement amide I de la présence des pics très 

intenses dans la zone 1500-1100 cm-1. Contrairement aux températures 20°C et 25°C, le pic de 

Bandes d’absorption (cm-1) 
Attribution 

Biomasse T20°C Biomasse T25°C Biomasse T28°C 

3600 -3012 3600 -3012 3600 -3012 ν O-H et ν N-H  
 

1018,39 1041,95 1069  ν C-O-H 

2925 et 1446-1408 2924,01 et 1449,56 2921,38 et 1440 ν C-H et δ C-H 
 

1371,97 1375,18 1377 δ CH2 et δ CH3 

1330,90 1312,35 1313 Amide III : ν C−N 

1641,38 1635,59 1636 Amide I : ν C=O 

1558,93 1558,84 1586 Amide II : νN-H 

1141,86 1142,76 1195  ν C-O-C et ν C-C 

892,78 890,59 894,98 liaisons β 

Tableau 7: Attribution des principaux pics ATR présents dans les biomasses cultivées à T20°C, 
T25°C  et T28°C 
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l’amide I est très visible et les pics dans le domaine 1500

et non séparés.  

IV.4.2- Interprétation des micrograph

Les figures 18(b) ;19(b) 

àT20°C, T25°C et T28°C  respectivement. 

En comparant les micrographes des biomasses 

que les surfaces des biomasses 

apparaissent sous forme d’agrégats de particules 

biomasses cultivées à températures différentes manifestent des structur

du probablement à la présence du complexe chitine

IV.5-T raitement des biomasses 

IV.5.1- Extraction de la chitine et du chitosane libre

IV.5.1.1-Traitement alcalin

Pour chaque biomasse, 

avec450 ml d’une solution d’hydroxyde de 

20min (Figure 21). Les fractions 

pendant 15 min. Elles sont ensuite lavé

(Figure 23).Les masses des fractions 

le tableau 8. 

 

 

Figure 21 :Les fractions AIM issues du traitement alcalin (NaOH 1M) 
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l’amide I est très visible et les pics dans le domaine 1500-1100 cm-1sont de très faible intensité 

des micrographies MEB des  biomasses  

 et 20 (b) représentent les micrographies des 

respectivement.  

En comparant les micrographes des biomasses T20°C, T25°C et T28°C

les surfaces des biomasses sont de structure cristallines, hétérogène et poreuses. Elles 

raissent sous forme d’agrégats de particules de dimensions de l’ordre de 1µm

biomasses cultivées à températures différentes manifestent des structures semblables. Ceci est 

du probablement à la présence du complexe chitine-glucane identifié dans les spectres ATR.

raitement des biomasses  

de la chitine et du chitosane libre  

raitement alcalin (NaOH 1M) des biomasses 

Pour chaque biomasse, 15g de la fraction ayant un diamètre <85

une solution d’hydroxyde de sodium 1M dans l’autoclave à 120°C pendant 

fractions AIM sont récupérées par centrifugation 

lles sont ensuite lavées jusqu’à pH stable (Figure 22),puis 

fractions AIM obtenues de chaque biomasse sont regroupé

issues du traitement alcalin (NaOH 1M) desbiomasses cultivées à 

T28°C, T25°C  etT20°C  
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sont de très faible intensité 

es des biomassescultivées 

et T28°C, on a constaté 

sont de structure cristallines, hétérogène et poreuses. Elles 

de dimensions de l’ordre de 1µm.Les trois 

s semblables. Ceci est 

es spectres ATR. 

on ayant un diamètre <850µm sont traités 

autoclave à 120°C pendant 

par centrifugation à 12000  tr /min 

puis séchées et broyées 

s de chaque biomasse sont regroupées dans 

 

biomasses cultivées à 
Fraction AIM 
en solution 

aqueuse 
neutre 

Surnageant 
clair 
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La coloration marron d

dueà la solubilisation des protéines dans NaOH 1M

fractions AIM retrouve leur coloration initiale.

 

 

 

 

 

Les masses des fractions 

biomasses sont  presque identique

Température 
d’incubation (°C)  

Masse de la fraction 
AIM (g) 

(a) 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

20

AIM (mg/g de 

biomasse)

Figure 23:Les fractions AIM après séchage et broyage  

des biomasses cultivées à différentes températures

Tableau 8: Les masses des fractions AIM obtenues de chaque biomasse après traitement alcalin 

Figure 24:Pourcentage des fractions AIM récupérées 

cultivées à

Figure 22:Les fractions AIM obtenues après lavage jusqu’à pH6 

T25°C  etT2
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La coloration marron du surnageant obtenue par traitement alcalin des biomasses

eà la solubilisation des protéines dans NaOH 1M.Après lavage jusqu’à pH 6

coloration initiale. 

fractions AIM(Tableau 8) obtenues après traitement alcalin des 

identiques et situées entre 2,31g et 2,45 g, si on tient compte des

T20°C T25°C 

2,31 2,33 

(b) 

25 28

AIM après séchage et broyage  obtenues par le traitement alcalin 

des biomasses cultivées à différentes températures : (a) T20°C, (b) T25°C et 

Les masses des fractions AIM obtenues de chaque biomasse après traitement alcalin 

(NaOH 1M) 

fractions AIM récupérées après traitement alcalin (NaOH 1M) des biomasses

cultivées à T20°C, T25°C et T28°C 

obtenues après lavage jusqu’à pH6 desbiomasses cultivées à 

etT20°C et traitées par NaOH 1M 
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traitement alcalin des biomasses est 

lavage jusqu’à pH 6et séchage, les 

obtenues après traitement alcalin des 

si on tient compte des pertes 

T28°C 

2,45 

(c) 

Température de 

croissance(°C)

obtenues par le traitement alcalin 

°C et (c)T20°C  

Les masses des fractions AIM obtenues de chaque biomasse après traitement alcalin 

après traitement alcalin (NaOH 1M) des biomasses 

sbiomasses cultivées à T28°C, 
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dues au lavage répété de la biomasse. Dans le milieu nutritif YPGA (Yeast Peptone Glucose 

Agar), la biomasse renferme une grande proportion (plus de 80%) de protéines, des polyosides 

et d’autres polysaccharides solubles dans le milieu alcalin (NaOH 1M). Seule une faible 

quantité insoluble est donc obtenue 15,4% ; 15,53% et 16,33% correspondant à 15 g de 

biomasses cultivées à T20°C, T25° et T28°C, respectivement,(Figure 24). Ces quantités malgré 

faibles ont subies différent traitements afin d’extraire des polysaccharides à haute valeur 

ajoutée. 

IV.5.1.1.1-Analyse des AIM par Microscope Electronique à Balayage MEB 

Les micrographies MEB des fractions AIM T20°C, T25°Cet T28°C issues du traitement 

alcalin (NaOH 1M) sont illustrées sur les figures 25, 26 et 27, respectivement. 

Pour toutes les biomasses cultivées à T20°C, T25°C et T28°C, le traitement basique 1M 

a modifié leurs structures. Pour l’ensemble, il y a disparition des pores et de la structure 

cristalline et apparition par fusion des agrégats donnant naissance à une nouvelle forme 

compacte et rigide. Les agrégats se sont étalés en longueurs créant ainsi une surface assez 

importante et homogène.   
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Figure 25: Micrographie MEB de la fraction AIM T20°C 
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Figure 26: Micrographie MEBde la fraction AIM T25°C  
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IV.5.1.2-Traitement acide des fractions AIM  

La solubilisation des fractions AIM dans l’acide acétique 2% a permis de produire 02 

phases séparées : fraction insoluble AAIM et fraction soluble AcSM. Cette dernière manifeste 

une précipitation lorsqu’un ajustement du pH avec la solution NaOH 2M  a été effectué. La 

fraction insoluble AAIM ainsi que le précipité obtenu sont lavés à l’eau distillée jusqu’à pH 

neutre puis séchés (Figure 28). Les résultats des différentes fractions solides sont rassemblés 

dans les tableaux 9 et 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Température d’incubation (°C) 20 25 28 

Masse de la fraction AAIM*  
(mg) 

1790 1780 1760 

Précipité  + + ++ 

Masse du chitosane libr (mg) négligeable négligeable 20 

(a) (b) (c) 

Figure 28:Les fractions AAIM après séchage et broyage : (a) T20°C, (b) T25°C et (c) T28°C 

Tableau 9:Masses des fractions insolubles AAIM et celles des précipités correspondantes  

* : Correspondant à 2g de chaque AIM 

+ : Faible présence 

++ : Forte présence 
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On constate que toutes les fractions AIM sont constituées majoritairement (88-89,5%) 

de molécules insolubles dans l’acide acétique 2% pour les températures T20°C, T25°C et 

T28°C (Figure 28). Le reste de ces fractions AIM contiennent de très faibles quantités de 

molécules qui se précipitent dans NaOH 2M (Figure 29). 

 

 

 

Température d’incubation (°C) T20°C T25°C T28°C 

Fraction AAIM* (%) 89,5 89 88 

Chitosane libre* (%) négligeable négligeable 1 

0

20

40

60

80

100

120

140

20 25 28

AAIM (mg /g de 

biomasse)

Température de

croissance(°C)

Tableau 10: Pourcentage de la chitine et du chitosane dans la fraction AIM 

* :Calculé par rapport à 2 g de chaque AIM  

Figure 29 :Pourcentage des fractions AAIM obtenues après le traitement acide à 2% des AIM T20°C, 

T25°C et T28°C 
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Le tableau 11 donne les quantités de chitine et du chitosane libre obtenues à partir de 

Penicillium camemberti(exprimées en g/100 g de biomasse sèche). 

 

 

Il a été démontré, dans cette étude, que la température d’incubation du Penicillium 

camembertisur milieu YPGA influe sur la production de la biomasse. La meilleure production 

est obtenue à 25°C, tandis qu’à 28°C la quantité de biomasse est faible. Le traitement alcalin 

suivi du traitement acide a permis d’extraire 13,78 ; 13,83 et 14,38% de molécules insolubles 

en milieu alcalin et acide (AAIM) pour 15 g de biomassecultivés aux températures 

T20°C,T25°Cet T28°C, respectivement. La meilleure fraction AAIM semble correspondre à la 

Température de 
croissance (°C) 

Concentration de la 
biomasse*(g/l) 

g/100g de biomasse 

Chitine Chitosane 

20 7,5 13,78 Négligeable 

25 7,5 13,83 Négligeable 

28 7,5 14,38 0,13 

(c) (b) (a) 

Figure 30 :Précipités obtenusde T20°C, T25°C et T28°C après ajout de NaOH 2M pour la 

fraction soluble dans l’acide acétique :(a) T20°C, (b) T25°C et (c) T28°C 

Tableau 11:Pourcentages de chitine et de chitosane obtenuespour chaque biomasse cultivée 

àdifférentes températures 

* : volume nutritionnel 2l 
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température de 28°C où la croissance mycélienne est la plus faible (9,77g/l contre 14,10 g/l à 

25 °C) 

IV.5.1.2.1- Analyses des fractions AAIM par spectroscopie ATR et par Microscope 

Electronique à Balayage MEB 

Les fractions AAIM issues du traitement basique et acide des biomasses T20°C, T25°C 

et T28°C sont analysées par spectroscopie ATR et par Microscope Electronique à Balayage 

MEB, les spectres ATR sont comparés à ceux de la chitine commerciale (Figure 34). 

Il est remarqué que la zone située entre 1100 et 900 cm-1 présente des pics visibles chez 

la chitine et non pas chez les différentes fractions AAIM. Probablement, ce résultat démontre 

que nos produits représentent une chitine liée dite chitine brute. En effet, selon Ruiz-

Herrera(1992), le champignon étudié appartenant à la classe des Ascomycètes est composé de 

complexe chitine-glucane au lieu du chitosane-glucane. 

L’attribution des principaux pics pour AAIMT20°C, AAIM T25°C et AAIM T28°C est 

présentée sur le tableau 12: 

 

νas ,νs :vibrations de valence asymétrique et symétrique  ; δ vibrations de déformation 

Bandes d’absorption IR (cm-1) 

Attribution Chitine 
commerciale 

AAIM T20°C AAIM T25°C AAIM T28°C 

3436,72 et 
3259,57 

3351,20 3327,79 3340,22 ν O-H et ν N-H  
 

2923,42 et 
1424,39 

2919,64 et 
1426,75 

2919,24 et 
1426,01 

2921,10 et 1428,94 ν C-H et δ C-H 
 

1626,56 1645,45 1641,06 1643,93 Amide I :νas C=O 

1551,58 1556,94 1554,02 1554,75 
Amide II : νs N-

H  
1372,16 1374,08 1371,89 1372 ,62  δCH2 et δ CH3 

1307,80 1308,98 1311,18 1311,91 
Amide III 
: ν C−N 

1152,60 et 
1077,65 

1155,38  1152,45  1153,18   ν C-O-C et ν C-
C 

1024,65 1027,37 1027,37 1025,18 ν C-O-H 

946,58 892,78 890,59 894,98 Liaison β  

Tableau 12: Principales bandes d’absorption des fractions AAIM T20°C, AAIM T25°C et AAIM 
T28°C et de la chitine commerciale 
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Figure 31 (a) : Spectre ATR de la fraction AAIM T20°C 
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Figure 31 (b) : Micrographies MEB de la fraction AAIM T20°C 
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Figure 32 (a) : Spectre ATR de la fraction AAIM T25°C 
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Figure 32 (b) : Micrographies MEB de la fraction AAIM T25°C   
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Figure 33 (a) : spectre ATR  de la fraction AAIM T28°C  
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Figure 33 (b) : Micrographies MEB de la fraction AAIM T28°C   
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Figure 34: Spectre ATR de la chitine commerciale 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

0

6

12

A
bs

or
ba

nc
e(

ua
)

Nombre d'onde(cm-1)

34
36

,7
2

32
59

,5
7

29
23

,4
2

16
29

,5
6

15
51

,5
8

13
72

,1
6

14
24

,3
9

13
07

,8
0

10
77

,6
5

10
24

,6
5

69
4,

57
96

3,
08 54

5,
42

11
52

,6
0

 



Chapitre IV :                                                                          Résultats et discussion 

 

73 

IV.5.1.2.1.1-Interprétation des spectres ATR des fractions insolublesAAIM  

Les spectres d’absorption des AAIM T20°C, AAIM T25°C et AAIM T28°C sont 

représenté sur les figures 31(a) ; 32(a) et 33(a), respectivement. On remarque que les trois 

spectres sont similaires à celui de la chitine commerciale (Figure 34). 

Les bandes d’absorption à 3351,20 ; 3327,79 et 3340,22 cm-1qui apparaissent sur les spectres 

de AAIM T20°C, AAIM T25°C et AAIM T28°C, respectivement,sont caractéristique des 

vibrations de valence des fonctions O-H et des fonctions N-H de la chitine. 

Les pics à 2919,64 et 1426,75 ; 2919,24 et 1426,01 ; 2921,10 et 1428,94 cm-1 qui apparaissent 

sur les spectres de AAIM T20°C, AAIM T25°C et AAIM T28°C, respectivement, sont 

caractéristiques des vibrations de valence et de déformation des liaisons C-H de la chitine. 

Les deux pics non séparés à 1645,45  cm-1 pour la AAIM T20°C ; à 1643,93 cm-1 pour la 

AAIM T25°C et à 1630,82 cm-1 sur le spectre de AAIM T28°C correspondent à la vibration 

asymétrique de valence du groupement C=O de l’amide I de la chitine. 

Les pics intenses à 1556,94 ; 1554,02 et à 1554,75 cm-1 sur les spectres AAIM T20°C, AAIM 

T25°C et AAIM T28°C, respectivement, sont attribués aux vibrations symétriques de valence 

des liaisons N-H de l’amide II de la chitine. 

Les pics moyennement intense à 1374,08 ;1371,89 et à 1372,62 cm-1sur les spectres de AAIM 

T20°C, AAIM T25°C et AAIM T28°C, respectivement, correspondent aux vibrations de 

déformation du groupement CH2 et CH3 de la chitine. 

L’apparition du pic d’absorption à 1308,98 cm-1 pour AAIM T20°C ; à 1311,18 cm-1et à 

1311,91 cm-1 pour AAIM T28°C confirme la présence de vibration de valence de la liaison C-

N de l’amide III de la chitine. 

Les pics intenses à 1155,38 et 1027,37cm-1 pour AAIM T20°C ; à 1152,45 et 1027,37 cm-1 

pour AAIM T25°C, ainsi qu’à 1153,18 et 1025,18cm-1pour AAIM T28°C  sont attribués aux 

vibrations de valence de la liaison C-O-C et C-C de la chitine. 

Selon Skorik et al(2010), Les pics de faible intensité qui apparaissent à 892,78 ; 890,59 

et à 894,98 cm-1sur les spectres de AAIM T20°C, AAIM T25°C et AAIM T28°C, 
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respectivement,  indiquent que les unités glycosidiques de la chitine sont liées par des liaisons 

β. 

IV.5.1.2.1.2- Interprétation des micrographies MEB des fractionsinsolubles AAIM  

Les figures31(b),32(b)et 33(b) montrent les micrographies des fractions AAIM T20°C, 

T25°C et T28°C, respectivement. Ces dernières sont semblables à celles des fractions AIM 

correspondantes, mais avec apparition d’une structure plus fibreuse notamment à la température 

d’incubation de 28°C. Cette morphologie est très spécifique à la chitine commerciale.   

IV.5.1.2.1.3-Analyses du produit finalobtenu de la biomasse T28°Cpar spectroscopie ATR 

et par Microscope Electronique à Balayage MEB 

Seul le produite final à T28°C a été analysé car les quantités obtenues pour des 

biomasses cultivées àT20°C et T25°C sont très faibles et insuffisantes.Le spectre du produit 

final T28°C (figure 33 (a)) est comparé au spectre du chitosane commercial (Figure 34 

(a))L’attribution des principaux pics pour le chitosane commercial ainsi que pour leproduit 

final de T28°C est présentée sur le tableau13. 

ν :vibrations de valence  ; δ vibrations de déformation  

ν :vibrations de valence  ; δ vibrations de déformation 

 

Bandes d’absorption IR cm-1 
Attribution 

Produit final de T28°C Chitosane commercial 

3357,99 3356,47 ν O-H et νN-H 

2925,94 et 1456,22 2859,83 et 1421,50 ν C-H 

1635,59 1659,85 Amide I :ν  C=O 

1581,59 1575,05 ν NH2 

n’est pas séparé du pic adjacent 1317,65 Amide III :ν C-N 

1371,35 1369,13  δCH2 et δ CH3 

1012,60 1028,44 ν C-O-H 

Tableau 13: Principale bandes d’absorption du produit final T28°C et du chitosane commercial 
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Figure 35 (a) : Spectre ATR du produit final T28°C 
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Figure 35 (b) :Micrographies MEB du produit final T28°C 
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Figure 36 (a) : Spectre ATR du chitosane commerciale 
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Figure 36 (b): Micrographies MEBdu chitosane commercial  
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IV.5.1.2.1.3.1-Interprétation des spectres ATR du produit final obtenu de la biomasse  

T28°C  

 

� La bande large à 3357,99 cm-1 est attribué aux vibrations de valence des fonctions O-H et 

N-H du chitosane 

� Le pic de faible intensité à 2925,94 et à 1456,22 cm-1sont dues respectivement aux 

vibrations de valence et de déformation des liaisons C-H du chitosane 

� Le pic caractéristique des vibrations de valence du groupement C=O de l’amide I du 

chitosane est présent mais avec un déplacement vers 1635,59 cm-1 accompagné d’un 

affaiblissement de l’intensité d’absorption par rapport à celle observé dans le spectre de la 

chitine T28°C (AAIM T28°C). 

� L’apparition du pic à 1581,59 cm-1correspond aux vibrations de valence du groupement 

amine (-NH2), ce pic est absent dans le spectre de la AAIM T28°C. 

� Le pic à 1371,35 cm-1 est associé aux vibrations de déformation des groupements CH3 et 

CH2, tandis que les pics correspondant aux vibrations des liaisons C-N de l’amide III et aux 

vibrations des liaisonsC-O-C qui doivent apparaitre normalement à1319,78 et 1120,14cm-1 

respectivement ne sont pas séparé des autres pics  

� Le pic à 1012,60 cm-1 est attribué aux vibrations de valence des liaisons C-O-H. 

Le spectre ATR du produit final extrait de la biomasse cultivée à T28°C n’est pas 

identique à celui du chitosane d’origine marine, mais il ressemble au spectre du chitosane 

extrait de l’espèce Penicillium viridicatum étudiée par Ebrahimzadeh et ces collaborateurs 

(2012) 

IV.5.1.2.3.1.2-Interprétation des micrographies MEB du produit final obtenu de la 

biomasse T28°C  

Les micrographies MEB du produit final extrait de la biomasse cultivée à T28°C 

montrent une structure différente de celle du chitosane commercial. Le calcul du degré de 

désacétylationDDA permet d’expliquer ce résultat obtenu. 

Le degré de désacétylationDDA du chitosane obtenue de la biomasse cultivée à T28°C  

est déterminé en utilisant la formule de Khan et al (2000) : 
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DDA% �
��
��
�
100 
 100 �

�
�
A���� A�����

1,33
�
��
��
��
�
 

 

Cette méthode est considérée par certains auteurs comme méthode absolue, et les résultats 

obtenus par cette dernière sont en bon accord avec les valeurs de la RMN(Czechowska-Biskup, 

R et al, 2012) 

Le degré de désacétylation DDA du chitosane commerciale est calculé par la formule 

suivante (Brungnerotto et al ,2001).  

���% � 100 

�
�
 ���!� ���!�� " 
 0,3822

0,03233
�
��� 

 
Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 14 
 
 

 
 

 

  D’aprèsle tableau,on remarque que le chitosane T28°C possède un degré de désacétylation DD 

acceptable, cette valeur est proche de celle du chitosane extrait de l’espèce P.viridicatumcultivée (qui est 

d’environ 49,4%) (Ebrahimzadeh, 2012). Cette différence est probablement due au temps d’incubation et 

à la nature du milieu de culture .en effet,le champignon P.camembertia été cultivé sur milieu solide 

(YPGA) pendant 6 jours à 28°C, tandis que l’espèce P.viridicatuma été cultivée sur milieu liquide (YPG) 

pendant 14 jours à 27°C. Ce résultat nous permet de voir l’influence des conditions de cultures 

notamment la nature du milieu de croissance et la durée d’incubation sur les caractéristiques du chitosane. 

IV.5.2- Conclusion sur l’extraction du chitosane libre  

L’échantillon A 1655 cm-1 A 3450 cm-1 DDA% 

Chitosane T28°C (CTS 
T28 °C) 

0,024 
1635,59 cm-1 

0,039 
3357,99 cm-1 

54,46 

Chitosane commercial 
 1,867 

1317,65  cm-1 
 

2,27 
1421,5cm-1 76 ,68 

Tableau 14:Degré de désacétylation du produit final extrait de la biomasse cultivée à T 28°C  et du 

chitosane commercial 
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  Dans cette partie, nous avons procédé à l’extraction du chitosane libre de la paroi cellulaire du 

champignonP.camembertidéveloppé à différentes températures (20°C, 25°C et 28°C) en utilisant le 

procédé proposé par Rane and Hoover, 1993 et par Cristini et ces collaborateurs , 1996.La température 

25°C a donné le meilleure rendement de biomasse(28,21g pour un volume réactionnel de 2 l), c’est la 

température optimale pour la production de la biomasse, mais à 28°C, le rendement de la biomasse est 

plus faible (19,54g). Le pourcentage de la fraction AIM issu du traitement alcalin de la biomasse 

T28°C étant le plus signifiant (16 ,33%) comparativement à celle obtenues à 20°C et 25 °C.D’après 

lescalculs des masses, la fraction AIM T28°C contient une quantité importante de chitine liée, 

accompagnée d’une très faible quantité du chitosane libre. La quantité du chitosane obtenue des 

biomasses T20°C et T25°C est négligeable. 

  Lamoisissure P.camemberticultivée sur solide (milieu YPGA) présente une faible teneur en 

chitosane libre comparativement aux rendements de chitosane obtenus avec d’autres espèces de 

penicillium (P.waksmanii, P.citrinum, P.viridicatum et P.aurantiogriseum) cités par Ebrahimzadeh et ces 

collaborateurs (2012). 

IV.5.3- Extraction du chitosane total (chitosane libre et chitosane lié au glucane)  
 

  Il faut signaler qu’aucuns travaux n’ont été cités concernant l’extraction du chitosane total du 

mycélium de la souche Penicillium. Notons que le procédé adopté dans cette étude concerne celui 

proposé par Nwe et Stevens (2002) pour les Zygomycètes. 

IV.5.3.1- Traitement alcalin des biomasses  

  Pour chaque biomasse déjà séchée et broyée, une quantité de 5g ayant un diamètre <850 µm a été 

mélangée à la solution basique d’hydroxyde de sodium 11M afin de solubilisé les protéines et autres 

constituants solubles en milieu alcalin (Figure 37). Les fractions AIM sont récupérées, lavées jusqu’à ce 

que le pH soit stable (Figure 38), puis séchées et broyées (Figure 39). Les masses des AIM obtenues pour 

chaque biomasse sont regroupées 

dans le tableau 

15. 

 

 

Surnageant 
coloré 
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(a) (b) (c) 

(a) (c) (b) 

Figure 38:Les fractions AIM obtenues après lavage jusqu’à pH 6:(a) T20°C, (b) T25°C  et (c) T28°C 

Figure 39: les AIM issus du traitement avec NaOH 11M après séchage

Figure 37:Les fractions AIM obtenues après traitement alcalin (NaOH 11M) : (a) T20°C, (b) T25°C  
et (c) T28°C (pH=12) 

(a) 
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* : pour 5 g de biomasse 
 
 

 

 

 

 

La biomasse T28°C traitée par NaOH 11M a donné la quantité de AIM la plus 

importante avec une masse de 1,06 g, contre 0,51 g pour la biomasse T25°C,et biomasse 0,40g 

pour la bimasse T20°C (Figure 40). Ces résultats montrent que la moisissure 

P.camembertisdéveloppée à 20°C et 25°C synthétise plus deprotéines que de polysaccharides 

telsque la chitine et le glucane.Ceci justifie les faibles quantitésde AIM récupérés après 

traitement alcalin des biomasses. Tandis que, lorsque la température est moins favorable à la 

Température d’incubation 
(°C) 

20 25 28 

Masse de la fraction AIM 
(g) 

0,40 0,51 1,06 

Tableau 15: Masses des AIM obtenues de chaque biomasse après traitement alcalin (NaOH 11M 

Figure 40: Pourcentage des fractions AIM obtenues après traitement alcalin (NaOH 11M) des biomasses 

T20°C, T25°C et T28°C  
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croissance (28°C), le champignon synthétise des polysaccharides qui lui confère une résistance 

contre les contaminations  entourant le mycélium et provenant du milieu extérieur. 

On remarque également que les fractions AIM issues du traitement alcalin (NaOH 11M) 

des biomasses possèdent une couleur claire contrairement aux fractions AIM résultant du 

traitement alcalin (1M), car la solution basique de concentration 11M a provoqué la 

solubilisation totale des protéines, elles sont donc entrainées par les eaux de lavage. Tandis 

qu’en solution alcaline (1M), la solubilisation des protéines est partielle, la quantité restante 

donne la coloration aux fractions AIM. 

 

 

IV.5.3.1.1- Analyse des AIM issus du traitement basique (NaOH 11M)par spectroscopie 

ATR et par Microscope Electronique à Balayage MEB 

Les spectres d’absorption des AIM T20°C, T25°C et T28°C sont représentés sur les 

figures 41(a), 42(a) et 43(a), respectivement. Ces derniers sont comparés au spectre du 

chitosane commerciale (Figure 36(a))Les micrographies des AIM T20°C, T25°C et T28°C sont 

représentées sur les figures 41(b)42(b)et 43(b) respectivement et sont également comparées aux 

micrographies du chitosane commercial (Figure 36(b)). 

L’attribution des principaux pics d’absorption des fractions AIM T20°C, T25°C etT28°C 

est regroupée dans le tableau 16. 

Bandes d’absorption IR (cm-1) 
Attribution 

AIM T20°C AIM T25°C AIM T28°C Chitosane commercial 

3356,06 3351,20 3319,74 3356,47 ν O-H et νN-H 

2924,01 ; 2850,72 
et 1419,57 

2919,64 ; 2850,15 
et 1420,16 

2920,37 ; 2846,49 
et 1422,36 

2859,83 et 1421,50 ν C-H et δ C-H 

1639,45 1646,18 1643,99 1659,85 Amide I :ν  C=O 

1578,66 1576,69 1576,69 1575,05 ν NH2 

1367,50 1372,62 1366,03 1369,13  δCH2 et δ CH3 

1309,63 1314,10 1314,10 1317,65 Amide III :ν C-N 
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1148,06 et 1074,92 
1150,99 et 
1066,87 

1146,60 1149,57  ν C-O-C et ν C-C 

1028,84 1038,34 1027,37 1028,44 ν C-O-H 

Tableau 16: Principale bandes d’absorption des fractions AIM issues du traitement alcalin (NaOH 11M) 

des biomasses cultivées à T20°C, T25°C et T28°C 

δ: vibration de déformation, ν: vibration de valence 
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Figure 41 (a) :Spectre ATR de la fraction AIM T20°C 
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Figure 41(b) : Micrographie MEB de la fraction AIM T20°C 
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Figure 42 (a) : Spectre ATR de la fraction AIM T25°C 
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Figure 42 (b) : Micrographie MEB de la fraction AIM T25°C 
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Figure 43 (a) : Spectre ATR de la fraction AIM T28°C 
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Figure 43 (b) : Micrographies MEB de la fraction AIM T28°C 
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IV.5.3.1.1.1- Interprétation des spectres ATR des fractions insolubles AIM  

Pour le spectrede AIM T20°C  

� La bande à 3356,06 cm-1 est caractéristique des vibrations de valence des fonctions O-H 

et N-H du chitosane 

� Les pics à 2924,01 et 2850,72 cm-1correspondent aux vibrations de valence des liaisons 

C-H du chitosane, et le pic à 1419,57cm-1 correspond aux vibrations de déformation des 

mêmes liaisons. 

� Le pic fin à 1639,45 cm-1 est attribué aux vibrations de valence du groupement C=O de 

l’amide I du chitosane, avec un léger déplacement et un affaiblissement de l’intensité 

d’absorption par rapport au pic observé sur le spectre de la biomasse T20°C à 1641,38 

cm-1. 

� Le pic à 1578,66 cm-1est caractéristique des vibrations de valence du groupement amine 

qui caractérise le chitosane, ce pic est absent sur le spectre de la biomasse T20°C  

� Disparition du pic caractéristique de l’amide II, qui est probablement masqué par les 

ramifications du glucane. 

� Les pics à 1367,50 et à 1309,63cm-1 correspondent respectivement aux vibrations de 

déformation de -CH3 et -CH2 et aux vibrations de valence des liaisons C-N de l’amide III  

� L’apparition des pics à 1148,06 et 1074,92cm-1 est due aux vibrations de valence des 

liaisons C-O-C et des liaisons C-C.Le pic à 1028,84 cm-1correspond aux vibrations de 

valence des liaisons C-O-H. 

Pour le spectre de AIM T25°C  

� La bande à3351, 20 cm-1 correspond aux vibrations de valence des fonctions O-H et N-H du 

chitosane . 

� Les deux pics de faible intensité à 2919,64 et 2850,15cm-1 sont attribués aux vibrations de 

valence des liaisons C-H, et le pic à 1420,26cm-1 correspond aux vibrations de déformation 

des liaisons C-H. 

� La liaison C=O (amide I) est aussi présente avec un déplacement vers 1646,18 cm-1 et une 

diminution de l’intensité d’absorption par rapport au pic à 1635,59 cm-1 qui apparait sur le 

spectre de la biomasse T25°C. 

� Le pic de faible intensité qui apparait à 1576,69 cm-1 correspond aux vibrations du 

groupement amine, ce pic qui est propre au chitosane n’apparait pas sur le spectre de la 

biomasse T25°C.On note l’absence du pic caractéristique de l’amide II. 
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� L’apparition du pic de faible intensité à 1372,62 et 1314,10 cm-1 est due respectivement aux 

vibrations de déformation des liaisons -CH3 et -CH2 et aux vibrations de valence des 

liaisons C-N de l’amide III. 

� Les pics qui apparaissent à 1150,99 et 1066,87 cm-1 sont dus aux vibrations de valence des 

liaisons C-O-C et C-C. Le pic à 1038,34 cm-1 correspond aux vibrations de valence des 

liaisons C-O-H. 

 

Pour le spectre de AIM T28°C  

� La bande à 3319,74 cm-1 est caractéristique des vibrations de valence des fonctions O-H et 

des fonctions N-H du chitosane 

� Les pics à 2920,37 et 2846,49 cm-1 sont attribués aux vibrations de valence des liaisons C-

H, et le pic à 1422,3 6cm-1 correspond aux vibrations de déformation des liaisons C-Hdu 

chitosane. 

� La bande de vibration de valence qui apparait sur le spectre à 1643,99 cm-1 est attribuée à la 

présence des liaisons C=O (amide I) du chitosane avec un déplacement et un 

affaiblissement de l’intensité d’absorption par rapport au pic à 1636cm-1sur le spectre de la 

biomasse T28°C . 

� Le pic de faible intensité qui apparait à 1576,69cm-1correspond aux vibrations de valence 

du groupement amine, il est absent dans le spectre de la biomasse T 28°C, mais le pic 

caractéristique des vibrations de l’amide II n’apparait pas sur ce spectre  

� Les pics à 1366,03 et 1314,10 cm-1 correspondent respectivement aux vibrations de 

déformation des liaisons -CH2 et -CH3 et aux vibrations de valence des liaisons C-N de 

l’amide III du chitosane  

� Le pic à 1146,60 cm-1 correspond aux vibrations de valence des liaisons C-O-C et C-C, le 

pic intense qui apparait à 1027,37cm-1 correspond aux vibrations de valence des liaisons C-

O-H. 

 

Les trois spectres des fractions AIM T20°C, T25°C et T28°C sont identiques. Ils ne 

ressemblent ni au spectre du chitosane commercial, ni au spectre de la chitine libre. On 

remarque l’absence du pic caractéristique du groupement de l’amide II sur les spectres des 

fractions AIM, celui-ci est probablement masqué par les ramifications du glucane. On note 

également que l’intensité d’absorption du groupement amine observé sur les trois spectres 

est moins importante que celle de l’amine du chitosane commercial (chitosane libre). Ces 

différences sont évidentes, car les fractions AIM obtenues avec NaOH 11M contiennent du 
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chitosane lié au glucane, tandis que le chitosane commerciale est un chitosane libre. La 

présence de la fonction amine dans les spectres des AIM confirme que, pratiquement, toute 

la chitine présente dans la paroi du champignon Penicillium camemberti (démontrée dans la 

1ère partie de l’étude), sous sa forme libre ou lié au glucane est désacétylé sous l’effet de 

NaOH concentré (11M). 

IV.5.3.1.1.2-Interprétation des micrographies MEB des fractions insolubles AIM  

Les micrographies MEB des AIM issue du traitement alcalin (NaOH 11M) des 

biomasses cultivées à T20°C, T25°C et àT28°C montrent une structure moins cristalline très 

similaire à celle du chitosane commercial. 

IV.5.3.2-Traitement acide des fractions insolubles AIM  

A partir de 0,3g de chaque AIM séché, le traitement avec l’acide acétique 2% a formé 

une suspension de AIM (Figure 44) présentant une forte turbidité supérieure à 800 NTU.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le trouble observé après traitement acide des fractions AIM est du à la présence du 

complexe chitosane-glucane, du chitosane et du glucane dans la suspension. Ce résultat a été 

obtenu dans les travaux de Nwe et Stevens (2002). 

(a) (b) 

Figure 44: Suspensions de AIM obtenues après le reflux acide des fractions AIM (pH=5, turbidité >800 

NTU)   
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IV.5.3.3- Séparation des fractions solubles et insolubles dans le milieu acide 

La séparation par centrifugation a produit un surnageant transparent et un précipité de 

couleur marron. Ce dernier a été lavé jusqu’à pH stable puis séché à 40°C et pesé. Le 

surnageant a subi un ajustement du pH jusqu’à 9-10 à l’aide de NaOH 2M, le précipité ainsi 

obtenu est lavé jusqu’à pH stable puis séché à 40°C et pesé. Les masses des deux précipités 

sont rapportées dans le tableau 17 : 

 

 Précipité obtenu après 

centrifugation 

Précipité obtenu après l’ajustement 

du pH du surnageant 

Masse (g) 0.007 0,025 

 

IV.5.4- Conclusion sur l’extraction du chitosane total  

  Le traitement des biomasses avec NaOH 11M a permet d’obtenir des fractions AIM ayant une 

couleur claire, comparativement à ceux qui sont issu du traitement avec NaOH 1M. On constate donc que 

la solubilisation des protéines est meilleure dans un milieu alcalin concentré. Par la suite, le traitement 

acide des fractions AIM a donné une solution de turbidité importante (suspension stable), contrairement 

au premier cas où on a obtenu deux phases bien séparées. Ce résultat montre la présence du complexe 

chitosane/chitine glucane. 

 

 

 

 

 

 

Tableau 17 : Masse des précipités obtenus après centrifugation et ajustement du pH 
de surnageant 
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L’objectif de cette étude réside dans l’isolation du chitosane, sous forme libre et/oulié  

à partir du mycélium d’un champignon comestible Penicillium camemberticultivé pendant 6 

jours sur milieu solide (milieu YPGA) à pH 5par variation delatempérature de développement 

de 20°Cà 28°C. Le meilleur rendement de biomasse a été obtenu pour cette souche 

développée à 20°C ainsi qu’à 25°C avec 11,73 g/l et 14,10 g/l respectivement, tandis qu’à 

28°C, la concentration de la biomasse est de 9,77 g/l seulement.  

Les rendements des fractions AIM obtenus après le traitement des biomasses avec la 

solution d’hydroxyde de sodium 1 Msont presque identiques. Néanmoins, la biomasse 

cultivée à T28°C a donné le meilleur rendement qui est de 16,33 %, suivi de la biomasse 

cultivée à T25°C avec 15,53% de AIM, le plus faible rendement est obtenue de la biomasse 

cultivée à T20°C avec 15 ,4% de AIM. Par la suite, la solubilisation des fractions AIM dans 

l’acide acétique 2% a permis de séparé les constituants de cette dernières en une fraction 

insoluble  dans le milieu acide AAIM et une autre fraction soluble AcSM. La fraction AIM 

renferme 89,5% ; 89% et 88% de molécules insoluble dans l’acide acétique pour les 

températures de croissance T20°C, T25°C et T28°C  respectivement.  Les micrographies de la 

fraction AAIM  obtenue par Microscope Electronique à Balayage sont semblables à celle de 

la fraction AIM, mais avec la présence d’une structure très spécifique de la chitine, cela 

démontre la présence de la chitine dans la paroi cellulaire du champignon Penicillium 

camemberti avec des quantités très importantes. Le rendement du précipité,qui est 

probablement du chitosane, obtenue par ajustement de pH  de la fraction soluble dans l’acide 

acétique jusqu’à 9-12 par NaOH 2M est négligeables pour les températuresoptimales de 

croissance de P.camemberti T20°C et T25°C,et il est de 1% pour la température T28°C.  

La caractérisation du chitosanerécupéré par spectroscopie ATR et Microscope 

Electronique à Balayage MEB ainsi que le calcul du degré de désacétylationa été faite et 

comparée au chitosane commercial. Le spectre ATR ainsi que les micrographies MEB du 

chitosane extrait de la biomasse cultivée à T28°C sont différents de celles du chitosane 

commercial qui est d’origine marin. On a également remarqué que le chitosane qu’on a 

obtenue et le chitosane commercial représentent des degrés de désacétylation différents 

(54,46% et 76,68% respectivement), ils ont donc des propriétés différentes ce qui explique le 

résultat obtenue. 
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L’ensemble des résultats montre que la moisissure Penicillium camemberti cultivée à 

28°C sur YPGA renferme de la chitine ainsi que du chitosane libre qui est présent en faible 

quantité. 

Le traitement alcalin (NaOH 11M)a abouti à l’obtention des rendements de  8% ; 

10,2% et 21,20% de fraction AIM pour les biomasses cultivées à T20°C, T25°C et T28°C 

respectivement qui ont une couleur claire par rapport à celles obtenus du traitement alcalin par 

NaOH 1M, cela indique la solubilisation totale des protéines et d’autres composants solubles 

en milieu basique et leur élimination durant l’étape de lavage. Les spectres ATR des 

différentes fractions AIM ainsi obtenues sont différents du spectre de la chitine commerciale 

ainsi que duchitosane commercial. Ce résultat montre que le traitement alcalin concentré et 

adopté à la biomasse fongique a permis de convertir la chitine en complexe de chitosane. En 

effet, il est observé l’existence d’une cristallinité dans les spectres des AIM. Le traitement 

acide a conduit à une suspension caractérisée par une forte turbidité (supérieure à 800NTU). 

Probablement, les fractions AIM issues du traitement alcalin 11M contiennent un complexe 

dechitosane. SelonNwe et Stevens (2002), le traitement enzymatique est nécessaire pour 

rompre les liaisons  glycosidiquesα-(1,4) liant le chitosane au le glucane. 

Dans les perspectives, une séparation du chitosane et du glucane est à envisager par 

traitement enzymatique. L’utilisation de l’α-amylase est préconisée par Nwe et Stevens 

(2002). A l’essor de la présente étude, il serait intéressant de mener une étude plus 

approfondie sur la culture du mycélium permettant de produire des quantités plus élevée de 

biomasse, et les paramètres liés à la fermentation (physico-chimiques et nutritionnels) pour 

augmenter la quantité de fractions AIM riches en chitine/chitosane. L’optimisation par plan 

composite sera proposée afin de déterminer les rendements maximums, il serait également 

important de produire de l’enzyme alpha-amylase à partir du Penicillium camemberti afin de 

séparer le chitosane et le glucane du complexe formé par le traitement alcalin 11M. 
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Résumé  

Dans le cadre de notre étude, nous avons appliqué le procédé proposé par les auteurs Rane et 

Hoover (1993), Cristini et ces collaborateurs (1996), afin d’extraire la chitine et le chitosane 

libre du mycélium du champignon comestible Penicillium camemberti. Nous avons également 

appliqué le procédé de Nwe et Stevens (2002) pour la mise en évidence de la présence du 

complexe chitosane-Glucane dans la paroi cellulaire de cette espèce fongique. L’optimisation 

du paramètre de la température de croissance a été effectuée : 20°C, 25°C et 28°C. Les 

résultats ont montré que le meilleur rendement de fractions insolubles en milieu alcalin 

(NaOH 1M et 11M) est obtenu de la biomasse cultivée à 28°C où la croissance mycélienne 

n’est pas la plus élevé. La suspension stable obtenue après traitement acide des fractions 

insolubles  AIM issues du traitement basique (NaOH 11M) a permis de démontré la présence 

du complexe chitosane-glucane dans la paroi de l’espèce fongique P. camemberti. Le 

rendement le plus élevé du chitosanelibre est obtenu de la biomasse cultivée à 28°C. 

 

Mots clés :Penicillium camemberti, mycélium, extraction, chitosane-glucane, chitosane libre. 

 

Abstract 

The objective of this study was, in one hand, to extract free chitosan from the mycelium of the 

moisturePenicillium camemberti grown at different temperatures 20°C, 25°C and 28°C by 

using the procedure proposed by Raneand Hoover (1993), Cristini and its collaborator (1996). 

In other hand, the objective was to extract the chitosan bonded to β-glucan and the free 

chitosan from the same moisture by using the procedure of New and Stevens (2002).The 

results showed that the best yield of Alkaline Insoluble Material AIM was obtained from the 

treatment of the biomass grown at 28°C by NaOH (1M and 11M). The turbid suspension 

obtained after acid treatment of the AIM resulted in alkalinetreatment with NaOH 11M 

showed the presence of the chitosan-glucan complex in the cell wall of Penicillium 

camemberti. According to our results, the best yield of free chitosan was obtained from 

P.camemberti which is growing at 28°C. While, the yield of this biopolymer was very low for 

both temperatures of growth 20°C and 25°C.    

Keywords:Penicillium camemberti, mycelium, extraction, free chtiosan, chitosan-glucan. 


