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Introduction Générale

La chitine et le chitosane sont deux biopolymeémesipits par certains animausx, ils
sont donc biodégradables, deux propriétés primieiia notre époque ou la protection de

I'environnement joue un réle important.

La production de chitosane a partir de sourcesidfomeg a attiré I'attention des
chercheurs ces derniéres années en raison desgesotentiels par rapport a la source
actuelle. Par exemple, les crustacés, les appoovisments en déchets sont limités par les
saisons et l'industrie de la péche. Tandis queyyeélium fongique peut étre obtenu par
simple fermentation indépendamment de la situag@orgraphique ou de la saison (White
etal, 1979).

Le chitosane a suscité un intérét plus vif quehidire, étant donné le nombre le
plus important de groupe amines présents sur saeclidhang etl, 2003. Kittur etal,
2002). Les premieres applications ont été dévelppians les domaines ou le chitosane
présentait un intérét notoire notamment en pharfoges médecine et surtout en
traitement des eaux (Sriniva Saakt2004 ; Inger eél, 2003).

De plus, en 1996, I'argument principal sur la pobidin de chitosane a partir de
coquilles de crevettes était la présence de l'anéigle la crevette dans le produit final du
chitosane (Tan edl, 1996). Pour contrer ces problemes la producterchidtosane peut
étre contournée par I'extraction du chitosane @rphr mycélium fongique.

Par ailleurs, le fruit d&icus microcarpa peut constituer un substrat de choix pour
la production de substance a forte valeur ajoutéeest le chitosane en I'occurrence en
mettant en ceuvre la culture d'une moisissur@smbrgillus niger réputée meilleure

productrice du chitosane.

Aspergillus niger représente le microorganisme de choix a I'échielthistrielle
pour sa facilité de culture, sa stabilité génétigees rendements élevés, sa capacité
d’utilisation du matériel a bon marché et I'absewee métabolites indésirables (Zegat,
1996).

Le présent travail vise a étudier la possibilitéxtfaction du chitosane a partir de
mycélium fongique issu de la cultureAdpergillus niger dans des milieux préparés a base

de fruit deFicus microcarpa et du glucose comme substrats.
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Le procédé de production de chitosane peut se émrenode submergé et/ou en
surface. Cette étude comporte deux parties eshestieLa partie bibliographique qui

présente quatre chapitres.

Le premier qui s'intitule: Généralités siicus microcarpa dans lequel nous
parlerons sur les généralités, systématiques, idéear et les exigences d€&icus

microcarpa.

Dans le deuxieme chapitre nous parlerons sur laesrgktés du chitosane et ces

différents caractéristiques et applications.

Dans le troisieme chapitre nous nous intéresseaargyénéralités sukspergillus

niger.

Le quatrieme chapitre traite les différents modespdoduction patrAspergillus

niger.
La partie pratique qui contribue a :

Isolement, purification de la souche a partir degmoes (pourriture verte).
Préparation des milieux de culture a partir d’untfet le glucose.
Inoculation du milieu de fermentation et fermertati

Extraction du chitosane

ok~ 0N PR

C’est présenté en matériel et méthodes c’est (p@itién



Etude bibliographique
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Chapitre | : Généralités sur Ficus microcarpa

.1 Geénéralités surFicus microcarpa

Ficus (Moraceae) est I'un des plus grands et lles givers types de plantes a
fleurs. Les especes de Ficus se situent principalemans les régions subtropicales et
tropicales du monde (Berg et Corner 2005). Ce meBst classé en six sous-genres basés
principalement sur leurs différences dans les nalqgies d'habitude et d'inflorescence
(Berg, 2003) et des syndromes de pollinisation ifpées a la prise de vue de l'espéece
(Noort et Rasplus, 2015).

L’espéceFicus microcarpa est un arbre monologue a feuilles persistantggnaiire
du Sri Lanka a travers l'Inde vers le sud de lan€hBingapour, Taiwan, Japon, les iles
Ryukyu, le nord de I'Australie, la Nouvelle-Calé@ort de nombreuses iles du Pacifique,
ou elle pousse du niveau de la mer a environ 1r80félévation (Wagner ell, 1999;
Berg et Corner 2005; Tan @t 2009; Van Noort et Rasplus 2015).

l. 2 Classification

La classification dé&icus microcarpa est présentée comme sulit :
Famille : Moraceae
Nom latin : ficus microcarpa (Wagner at, 1999)

Synonymes : F.nitida sensu anct, F.retusa sensu anct (Wagneral.et1999)
Urostigmamicrocarpum (L.f), F.retusiformisH.Lev. i@douri 2002).

Noms communs :Chinese or Malayan banyan (Wagnealet1999) Indian Laurel (Bailey
et Bailey, 1976) curtain fig (Brickell et Zuk, 1997

Notes botaniques 1Le genre Ficugst constitué d'environs 1000 especes d'originpéctb
et subtropical (Wagner at, 1999).

Nomenclature :Le nom de I'especeajicrocarpa, se réfere a la petite taille des fruits.
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[.3 Description botanique

Ficus microcarpa est un arbre qui se caractérise par une hautetibmeou plus, il
comporte une couronne dense arrondie et une égaseelisse avec une seve laiteuse et
des racines aériennes longues, minces et pendamtesnt prolifiques en milieu urbain
(corlett 2006 ; Shuyi 2009).

Cet arbre a feuilles alternées, simples de 6 cnt @eéntes courtes et pointues,
ovales elliptiques en forme de diamant. Général¢nies feuilles sont de couleur vert
brillant profond. Les fleurs sont minuscules, uriggs cachées dans le figuier elles

permettent le développement en plusieurs fruit.

Les fruits (figure 1) sont petits de 1 Cm de dé&n@ de couleur vert tournant au

jaune ou au rouge foncicus microcarpa produit des fruits matures (Mckey 1989).

La figure ci-dessous représente des fruits matr@ematures dé€icus microcarpa

récoltés fin aoQt.

Figure 1 : Fruits immatures et matures Bieus microcar pa.

I.4 Exigences climatiques

En dehors de la culturds. microcarpa pousse sur les roches, les falaises et les
collines, en particulier sur le calcaire, le loresa6tes rocheuses, dans les foréts de plage,
sur les plaines d'inondation et les rives des mdgede marée, au bord des marais et des
mangroves, dans les foréts tropicales et souveatépiphyte sur d'autres arbres (Chew
1989; Keng eal, 1990; Corner 1997; Weber 2003; Berg et Corneb6200
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Dans les habitats coétiers, il est souvent expdsépalvérisation de sel et tolére les
sols exploités par I'eau dans un large éventadateentrations de salinité (Corner 1997;
Tan etal, 2009; Yeo et Tan 2011). En conséquelcenicrocarpa a été identifiée comme
un halophyte (Menzel et Lieth 2003; Yensen 2015).

En outre, Aronson (1989) I'a qualifié d'hydro-hdlgie. En MalaisieF. microcarpa
peut former des monocultures sur des sites camémme dans sa gamme native (Berg &
Corner 2005).

Ficus microcarpa est également réputée pour son adaptabilité ébléence aux
conditions séchées et difficiles dans sa gammeeatiou il a été introduite. Tout au long
de sa gamme, elle pousse dans des foréts tropmaldss sites cotiers secs, des habitats
fragmentés et perturbés, des climats méditerrangécizes a I'été et souvent en milieu
urbain (Starr eél, 2003; Weber 2003; Anbarashan et Parthasarathy; 20dtila 2015).
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Chapitre Il : Généralités sur le Chitosane

[I.1 Historique

En 1811, le Pr. Henri Braconnot, Directeur du jardiiologique a Nancy (France) a
isolé une substance fibreuse d'un certain typehdenpignon. De plus, il a observé que,
cette substance n'est pas soluble dans les sautigneuses acides. Une décennie plus
tard, en 1823, la méme substance a été trouvéecddiadns insectes (coléoptere) et a été
ensuite nommeée chitine (provient du mot grec "Kitpgi signifie I'enveloppe). En 1859,
Rouget a soumis la chitine a un traitement alcatiia observé les différentes solubilités de
la chitine. La substance, résultante du traitenadcdlin, a été dissoute dans les acides.
Cependant, seulement en 1894 cette substancenarétéée chitosane par Hoppe-Seyler
(Jaouen, 1994).

Entre 1930 et 1940, ces biopolyméres (la chitineleetchitosane) ont suscité
beaucoup d'intérét dans le monde oriental, priteipant leur I'application dans le
domaine meédical et la purification de I'eau. Depl®¥0, la production industrielle et
I'utilisation de ces deux biopolymeéres sont en tam® augmentation grace a leur

abondance dans la nature et leurs sources renbleg(@®uzzarelli, 1977).
11.2 Définition

Le chitosane est un polymere naturel de la fandiéle polysaccharides (Payetakt
2002), il est principalement dérivé de la chitireobtenu par N-deacétylation en milieu
alcalin concentré on le trouve aussi chez certelr@npignons et certains insectes, mais

son abondance est beaucoup moins étendue quéssakede la chitine (Gaf robert 1992).

Ledit polymere (Figure 2) est un polyoside compibséa distribution aléatoire de D-
glucosamine lié em3-(1-4) (unité desacetylée et de N-acetyl-D-glucasain (unité
acétylée) (Crini eal, 2007).
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Figure 2 : Structure chimique de chitosane (Nugraha, 2006)

Le chitosane est composé de trois types de groigmesionnels, un groupement
amine et deux groupements hydroxyles en posiipf,et C; respectivement. Grace a ses
groupements amines libres, ce composé possede rdpaéfés trés intéressantes. Ce
premier est soluble dans les acides faibles, pessae charge positive alors que, la plupart

des polysaccharides sont chargés négativementi(sieahl, 1999).
[1.3 Source de chitosane (origine)

Le chitosane, est un dérivé de la ohijtise situe naturellement dans la paroi des
zygomycetes, la paroi de certaines algues vergee$agbn temporaire, dans les carapaces
d’arthropodes lors de leur mue (Crini @t 2009). Néanmoins, la principale source de
chitosane demeure la chitine que l'on traite chueigent par hydrolyse basique

(désacétylation) ou enzymatique.

Le diagramme ci-dessous présente les difféerentdgpeetadoptées pour extraire le chitosane

par voie chimique & partir de la chitine des cacepale crustaces.
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Carapaces de

A 4 v

Déminéralisation Déproteinisation

A 4 \ 4

Déproteinisation Déminéralisation

vy

Purification

Déacétylation

i

Figure 3 : Procédé d’extraction de chitosane a partir déhidne des carapaces de

crustaces (Suyatma 2006)

1.4 Propriétés physico-chimiques
[1.4.1 Degré d’acétylation

Le chitosane est principalement caractérisé pardegné d’acétylation (DA) et par
sa masse molaire, dont la détermination nécessitaise en solution du polymere. Le
degré d’acétylation présente le taux de groupeylc@tar apport au groupe non acétylé
(Figure 2).
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De nombreuses méthodes sont proposées afin denitéeede DA des échantillons
solides : la spectroscopie IR (Brugnerotto, 200'Bnalyse élémentaire (Kasaai éf,
1999), la RMN solide (Heux etl, 2000), ou sur les échantillons en solution : deday
(Maghami et Roberts, 1988), titrage colloidal (Cle¢al, 1997), RMM liquide (Yang et
Montgomery, 2000).

[1.4.2 Solubilité

Le chitosane est insoluble dans I'eau et dansdegians alcalines concentrées ou
diluées. Il est également insoluble dans les stévpurs et les acides concentrés, en raison
de l'impossibilité d'hydrater le matériau (Kurig®06). L'acide le plus utilisé pour préparer
une solution de chitosane est l'acide acétique qul-1 %).

La solubilité du chitosane dépend de la valeupDBede la force ionique, du pH, de
la nature de Il'acide utilisé et de la distributoles groupes acétyles le long de la chaine
macromoléculaire (Rinaudo, 2006). De ce fait, umoslane avec un DD supérieur a 70 %

est utilisé pour augmenter sa solubilité.

Selon Grabovaet al, (2005), la solubilité du chitosane augmente loeslgumasse
molaire diminue. Le tableau | présente la corréfagintre les valeurs de DD et la solubilité

du chitosane.
Tableau | : corrélation entre les valeurs DD et la solubititéchitosane a pH 6 (Thanou et

Junginger, 2005)

DD (%) Solubilité du chitosane
> 75 parfaite
=50 moyen
<40 faible
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Le chitosane est soluble dans les acides diluésegadla protonation de ses fonctions

amines suivant lI'équilibre (1) :

DH3+ + H,O < -NH, + H30+ ............................ (1)
Ka = [-NHg] . [HsO' T/ [-NH>+] oo, 2)
11.4.3 Viscosité

La viscosité du chitosane dépend du degréésacétylation (DD) de ce polymeére.
Plus il est désacetylé, plus il ya de groupememtsnes libres, plus le chitosane est
soluble et par voie de conséquence sa viscositplestimportante. La viscosité dépend
également : de la concentration du polymére (allgmeente avec la concentration), de la
température (diminue lorsque la température augshetiti poids moléculaire (la viscosité
intrinséque augmente en fonction de 'augmentadiorpoids moléculaire) et enfin du pH

(plus il est bas plus la viscosité est élevée)t(Betal, 1998).
11.5 Propriétés biologiques
Le chitosane présente I'avantage de réunir degiptép tres intéressantes.

En effet, il inhibe la croissance de nombreux pteaset il réduit le développement
des infections : c'est un bon agent antibactétiem&fongique (Shét al, 2006).

En outre, ce polymére a des propriétés anti turesyantivirales, ainsi que des
propriétés cicatrisantes remarquables (Baebral, 2000). Il augmente la vitesse de
cicatrisation des plaies ouvertes et la reconstmictles tissus tout en prévenant les

infections microbiennes.

Le chitosane stimule non seulement la croissanitelaiee, mais il peut également
étre utilisé comme substrat pour la culture cellaléles cellules adherent au matériau et le

colonisent) (Muzzarelli et Muzzarelli, 2005).

La biocompatibilité, la biodégradabilité, non-toxicité, I'inertie physiologique et

I'affinité remarquable aux protéines ont été aéssdiees (LGM, 2009).

10
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11.6 Applications du chitosane

De part leurs bonnes caractéristiques et propriéiéfogiques, le chitosane
présente  des applications étendues et trés divecsenme dans les industries
d’alimentation, de textile et de produits de beaush plus des applications
environnementales et biomédicales (Ayerakt2000) Le tableau Il présente quelques

applications du chitosane.

Tableau Il : Les applications du chitosane (Grégorio et Piermean2007)

Domaines Applications

D

Protection des plantes ; augmentation des rendsnamtrécolt

1%

Agriculture (réduction de la croissance des mycétes phytopagitple); enduit d

graine et d'engrais; traitement du sol.

Activités biologiques (antifongique, antimicrobjeamti-infectieux)

_ agent anti-tumoral; effet hémostatique ; augmemtatide |3
Technologie , _ , o
o coagulation du sang; favorise la croissance dwtistimule de la
Biomédicale o o _
prolifération des cellules; peau artificielle ;sfide suture/bandage,

ophtalmologie ; lentilles de contact.

Immobilisation des cellules et des enzymes ; mat&rstimulants de

Biotechnologie . gE e £
cellules ; matrice pour I'affinité ou les membranes

Purification d'eau (chélation des métaux) ; tecbgie de I'eal

1S5

Chimie (floculation, absorption) ; traitement des bouesmgmbrane

192}

Industrielle d’osmose inverse, membranes de filtration ; séjerales gaz |

production de films d'emballage biodégradablescatalyse.

Les laques pour les cheveux ; lotion ; créme peucdrps et le

[2)

Cosmeétique et
mains; shampooing ; cremes hydratantes.

Toiletrie
Régime alimentaire et fibre diététique ; activiggpbcholestérolémie
(liaison cholestérol, acides gras et mono glycédidda conservation
Industrie des nourritures de la détérioration microbienne jbloconversion
Alimentaire pour la production de produits alimentaires a valadditionnée

rétablissement des déchets de la transformation plesluits

alimentaires ; clarification et désacidificationsdes de fruit et des
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boissons ; agent émulsionnant; stabilisant de ocoujeadditives

alimentaires des animaux.

Pharmaceutique

Commandés de micro capsules (formant des gelssatapsules avec
des polymeres anioniques) ; transporteur des maéeiais a libération

contrdlée ; produits dermatologiques (traitementatme).

Autres

Textile (propriétés anti- bactériennes) ; pulp@aier (résistance au
mouillage) ; oenologie (clarification, désacidificen) ; dentisterie

(implants dentaires) ; photographie (papier).
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Chapitre 1l : Microorganismes producteurs de Chitosane :
Aspergillus

[11.1 Introduction

Des progres récents dans la technologie de la featien suggerent que, la culture
de champignons peut fournir une autre source desamne. Les murs cellulaires fongiques
et les septa d'’Ascomycetes, Zygomycetes, Basidietaget Deuteromycetes contiennent
principalement de la chitine. Cette derniere maittia forme, la force et l'intégrité de la
structure (Ruiz-Herrera at, 1992; Hon 1996).

Le chitosan se retrouve comme un matériaux de esoutians de nombreux
organismes aquatiques (coquilles de crevettegrates, des plaques osseuses, de calmars
et de seiches), dans de nombreux insectes (moestiqafards, abeilles, vers a soie,
Drosophilamelanogaster, Extatosomatiaratum et 6Sigghasipylus), Les crustaces
(Armadillidiumvulgare, Porcellioscaber), dans leématodes, dans les champignons
(Agaricusbisporus, Auricularia auriculajudae, Laotaedodes, Trametesversicolor,
Armillariamellea, Pleurotusostreatus, Pleurotussajoand Pleurotuseryngii) et dans
certains microorganismes (levure, champignon ealgges) (Carlberg, 1982; Nemtsev et
al, 2004; Veronico eal, 2001; Paulino eal, 2006; Moussian atl, 2005; Tauber, 2005;
Hild etal, 2008; Anantaraman et Ravindranath, 1976; Poclamelv et Suntornsuk, 2002;
Mario etal, 2008; Yen & Mau, 2007 cité dans Nweagt2010).

Il .2 Généralités sur Aspergillus niger

Aspergillus nigerest un champignon cosmopolite. Il peut étre istdé&ous les
continents et n'est pas tres sélectif par rappottcanditions environnementales. Il croit
entre 6 et 47 °C, pH 1,5 et 9,8 et une activitérigye de> 0,77 (Pitt et Hocking 2009).

Ledit champignon, prospere dans le sol et surdeénau végétal en décomposition,
mais est également abondant dans les environnermeifitsels. Par exemple, il se trouve
sur le sol et dans des poussiéres de tapis et tidasméFlannigan adl, 2011). Il est aussi
utilisé comme usine cellulaire pour la productiéendymes comme pectinase, protéase et
amyloglucosidase qui étaient les premieres a étpdoees et ont été initialement

produites en culture de surface (Schustat,e2002).
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Ces enzymes sont utilisées dans une grande vdtatplications allant de la clarification
des jus de fruits, de I'hydrolyse des lipides pehda production du fromage et de la

dégradation du phytate dans les aliments pour aniri&6sten eal, 2007).

D'apres Bocquet, (1993), la position systématigeel Aspergillus niger est

résumée comme suit :

* Regne Myceétes (Fungi)
e«  Embranchement Amastigomycota
* Sous-embranchement Deutéromycotina
* Classe Deutéromycétes
* Ordre Moniliales
e Famille Mniliaceae (mucedinaceae)
« Genre Aspergillus
* [Espece Aspergillus niger
[11.4 Ecologie

L'A.niger est cosmopolite et d'occurrence trés commune.eCetpéce peut se
développer sur les matieres organiques en condita@mobies (Schuster at, 2002) et
d’autres substrats tels que le sol, dans le compbssur la matiére végétale en
décomposition. De méme, elle peut se trouver swr dels glacés et dans les
environnements marins, mais elle préfere habitoedle les sols secs et chauds (Schuster
etal, 2002; Samson ei, 2004).

Ces capacités est l'abondante productiencdnidies qui sont distribués par
I'intermédiaire de I'air, garantissent l'occurrenomniprésente de l'espéce avec une

fréequence plus élevée aux lieux chauds et humBlesuster eal, 2002).
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[11.5 Reproduction

L’état asexuel d’Aspergillus est ce qui attirgplas souvent les bio-technologistes.
Il est en fait caractérisé par la production djwand nombre de spore en chaine.

La sporulation produit des conidies contenant dpsres asexuées haploides,
disséminées dans I'atmosphere apres maturatioardissance végétative est initiée par la
germination des spores avec formation d’'un hypbalaire (extension strictement apicale)
donnant naissance a un réseau mycelien par ratroficgui acquiert les éléments nutritifs
de I'environnement (Meyer al, 2004 ; Ward eal, 2006).

[11.6 Aspect macroscopique

Ce champignon pousse rapidement (2 - &)aur les milieux de culture classiques
(géloses au malt et Sabouraud). La températurenafetide croissance varie généralement
entre 25 et 30°C, mais.nigerpeut se développer jusqu'a 42°C. Les coloni@sigjersont

granuleuses, blanches au début, puis jaunatresiatuité elles deviennent noires.

Le revers des colonies est incolore aungapale montrant parfois des zones
concentrées (Guillaume, 2006). Sur le milieu Czapkkiger forme des colonies a

mycélium blanc ou jaune, et revers souvent incglore
[11.7 Aspect microscopique

Les tétes cnidiennes, bisériées et radisest disposées en plusieurs colonnes
brunatres a noires. Les conidiophores sont lortgggaant 1.5 - 3 mm, lisses a stipes non
cloisonnés, hyalins ou brunatres dans leur moiigéseure, formés d'une cellule courte
appelée cellule podale (Footcell) avec un hyphtldelLes vésicules (50 - 70 um) sont
globuleuses avec des tétes aspergillaires hémigpkérvolumineuses, a panache radié.
Les phialides (7-3x 3-3.5 pum) sont portées par des metules brunaleesiimensions
variables (10-15 um). Les conidies sont habituedieirglobuleuses, parfois légerement
aplaties de couleur brunatre et qui mesurent 3% am ; parfois légerement aplaties de
couleur brunatre et qui mesurent 3.5 a 4.5 umfpgusqu'a 6 um de diametre (figure 4)
(Abraca etal, 2004 ; Pasqualotto, 2010).
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Figure 4: a) Aspect microscopiqui) représentation schématique de la conidiophoke d’

niger (Pasqualotto, 2010).

[11.8 Besoins nutritionnels et culturaux des Asperglus

Carbone

Les Aspergillus peuvent métaboliser plusieurs caggpaarbonés, tel que, glucose,
fructose, mannose, saccharose et maltose (Pagalk2000).

Les sucres réducteurs (fructose et glucose) sohtsimlans le cycle de la glycolyse
par contre, le saccharose et le maltose doivemth@tirolysés en sucre simple. Les

substances carbonées sont soit assimilées ou feyasguar les Aspergillus.

Il est a noter que la source et la teneur en azffeezte d’'une maniére nette la
croissance d’Aspergillus. Les sources d'azote séidls en fermentation sont le

sulfate d’ammonium, le nitrate de sodium, le nédrde potassium et l'urée. Ainsi,
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une teneur élevée en azote a pour effet, une augtisende la croissance cellulaire
et de la consommation des sucres (Mattey, 1992tiKnisen et Sinclair, 1978).

Sels minéraux

Les sels minéraux sont des éléments indispensaldas la croissance et la
multiplication des aspergillus et leurs déficiences leurs exces ont des
répercussions négatives sur la fermentation. A effdt, une forte teneur en
phosphore conduit a une élévation de la croissaetiglaire (Kubicek et Rohr,
1997 ; Papagianni, 2007).

Besoins culturaux
La température idéale pour la croissance des apsrgst comprise entre 20 et 42
°C, un pH de 2 a 6,5 et une activité de I'eau (&@mle soit 0,77 (Cahagnier, 1997).
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Chapitre 1V : Mode de production par Aspergillus niger

V.1 Introduction

La fermentation est le processus le plus économitargement utilisé pour la
production commerciale de l'acide citrique. Airdg#s 1919 un fabriquant Belge de l'acide
citrique a I'échelle industriel en employakspergillus niger et en utilisant un procédé de
fermentation appelé culture de surface. Cette niéttavait été adoptée a grand échelle
pour produire de l'acide citrique jusqu'a 1950. &pla deuxiéme guerre mondiale, une
compagnie ameéricaine (Milles) a adoptée un autecqué qui est la fermentation
submergée pour produire de l'acide citrique a déiehindustriel. Depuis ce temps ce

procédé s'est généralisé progressivement (Guebidstor-Darias, 2001).
V.2 Modes de culture

Actuellement, il existe trois types de qdés de culture Aspergillus niger et nous

prenons comme exemple la production d'acide cirjgar ce dernier :

- Culture sur surface.
- Culture submergée.

- Culture en semi-conducteurs.
IV.2.1 Culture sur surface

C’est une méthode originale et d’'une sailion simple. Aussi, elle consomme moins
d’énergie et nécessitant moins de main d’ceuvresiAie milieu de fermentation est
stérilisé, refroidi et pompé dans des bacs dedaiptofondeurs. L’inoculation est faite en
soufflant avec I'air des sporesAdpergillus niger sur la surface des bacs en aluminium
ayant une capacité de 50 a 100 litres. Aussi, Eairapporté au dessus de la surface de
culture afin de fournir 'oxygéne nécessaire auieuilde fermentation. Les spores en
germant forment un tapis mycélien. Le milieu deure utilisé est dilué de facon a avoir
une teneur en sucre de 15%. La température estanaamentre 28 et 30°C.

Le pH de milieu de culture doit étre iméer a 2, au-dela d’'un pH 3. L’humidité
relative est fixée entre 40 et 60%. La durée dexéatation est de 8 a 12 jours. A la fin de
fermentation, le milieu de culture fermenté estseedans des bacs et I'acide citrique est
séparé de myceélium par filtration (Drysdale et McKEQ95).

18



Chapitre 1V : Mode de production par Aspergillus niger

IV.2.2 Culture submergée

Les microorganismes sont cultivés en susipa dans des cuves de grandes
dimensions, sous des conditions environnementalietesnent controlées. On préconise
pour la production de chitosane, le mode de culsutemergée. Pour ce mode, on utilise
des fermenteurs peuvent avoir des capacités ememilllen. Ces fermenteurs sont
fabriqués en acier inoxydable qui peut étre st&dia la chaleur et doivent a la fois étre

tres étanches et lisses, pour éviter la contansimgt@r d’autres microorganismes.

Les fermenteurs doivent étre munies de plusieungertwres pour placer les
différents instruments de mesure, les entrées réesales différents produits utilisés et
I'entretien (Sikander, 2004).

IV.2.3 Culture en semi-conducteurs

La fermentation SSF (solide state fermentation) esractérisée par le
développement de microorganisme dans un milieuoseprésentant une teneur en eau
faible et sur un matériau non soluble agissant #oikacomme source de nutriments et
comme support physique. Cependant, il n’est passséire de combiner le réle de I'appui
et du substrat mais de reproduire plutét les canditd’'une faible activité de I'eau et d’'un
haut transfert d’oxygéene en employant un maténiette imbibé d’une solution d’éléments

nutritifs.

SSF offre de nombreux avantages en aamant par l'utilisation des résidus des
industries agro-alimentaires aussi, elle consomn@nsnd’énergie par apport a la
fermentation submergée (Pintad@kt1998; Prado edl, 2005).
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Chapitre V : Matériel et méthodes

V.1 Cadre de I'étude

Notre étude expérimentale a été réakgesein des laboratoires communs (I et Il)
D’analyses physico-chimiques, de méme que le labioeapédagogique de microbiologie
de I'Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou (UMND)). Ainsi que le laboratoire de

I'Université de Boumerdes INH (Institut NationaHi/drocarbure).

L’objectif principal de ce travail, esbgtimiser la production du chitosane a partir
de mycélium fongique Aspergillus niger) au moyen de deux cultures (surface et

submergée).

Le travail pratique est divisé en quatre partiegasues :

1. Isolement et purification de la souche

2. Préparations des deux sirops pour la culture.

3. Inoculation du milieu de fermentation et fermertati

4. Extraction et caractérisation de la poudre (chite¥a
V.2 Matériel

V.2.1 Matériel végétal

Le fruit deFicus microcarpa a été utilisé comme substrat durant cette étude. L
récolte a été faite dans la wilaya de Boumerdésd(de I'Algérie) durant la période allant

du mois d’Octobre jusqu'au mois de Novembre 2016.

Le fruit est trié, lavé a l'eau de robjratis transformé en sirop et conservé a 4°C

réfrigérateur avant son utilisation.
V.2.2 Matériel biologique

La souche de moisissure utilisée poucdata fermentation est une souche sauvage
appartenant au genre Aspergillus a été isolée tr ghune pourriture d'orange par les
ingénieurs de laboratoire de microbiologie de Vangité Mouloud Mammeri de Tizi-
Ouzou. Par la suite, la souche a été purifiées panservée a 4°C sur gélose inclinée
(Sabouraud).
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V.3Méthodes

V.3.1 Préparation du sirop

Dans cette étude, nous avons utilisé deux substeatsrmentation dans un but comparatif
(Figure 5). Le premier a été préparé a partir dé fte Ficus microcarpa et l'autre est a

base de glucose.
V.3.1.1 Sirop de fruit

Le fruit est lavé et coupé en petits morceauxidd'd'un mixeur, le broyat est trempé
dans de I'eau en respectant le rapport (1/3) {glteau, puis chauffé a 65°C dans un bain
marie pendant 3heures avec agitation manuelle.

A la fin on réalise une filtration afin d'extrail® maximum de sucres. Le sirop ainsi

obtenu est stérilisé par tyndallisation puis conseau réfrigérateur a 4°C.
V.3.1.2 Sirop de glucose

Le sirop de glucose a été préparé en respectan€ihee pourcentage de Brix que
celui du sirop de fruit qui est de I'ordre de 5%.¢e la poudre de glucose est dissoute dans
100ml d'eau distillée a l'aide d'un agitateur méigoné jusqu'a homogénéisation totale. La
solution obtenue est tyndallisée par une série pasBurisations de 1h a une température
de 60 a 70° C séparées par un intervalle de 24ekeartempérature ambiante puis

conservée a 4°C au réfrigérateur.

(a) (b)

Figure 5: a) photo de sirop de fruit, b) photo de siromltieEose
21



Chapitre V : Matériel et méthodes

V.3.2 Prélevement et purification de la souche

Le prélevement a été réalisé aseptiquement a ldlidee anse a boucle flambée a
partir d'une pourriture d’un orange de couleur e/ekfisolement a été effectué au niveau

du laboratoire de microbiologie de I'Université Moud Mammeri de Tizi-Ouzou

Pour se faire, un échantillon de la pourriturdesest ensemencé sur la surface d'un
milieu de culture (Oxytetracycline Glucose Agar (®Q{ contenu dans trois boites de
Pétri.

Les boites sont ensuite mises a incab87°C pendant 7 jours. Par la suite, une
purification a été réalisée cing fois sur le ménikemn dont le but d’avoir des colonies

identiques (Delarras, 2007).
V.3.3 Identification
V.3.3.1 Identification macroscopique

Les criteres macroscopiques (couleur, taille,uiext.) de la souche obtenue ont été

déterminés visuellement a I'aide d’'une loupe biraice
V.3.3.2 Identification microscopique

L'examen microscopique a été effectlig@de d'un microscope photonique par
étalement sur lame et lamelle avec une goutte disélié stérile.

Généralement, un examen a l'objectif d0saffisant pour mettre en évidence la
plupart descaractéristiques microscopique d'Aspergillus nig&€ahegnier et Richard-
Mollard 1998).

L'observation microscopique permet dectér la présence du thalle, la présence
ou l'absence du septum, la nature de la produetidars caractéristiques des fructifications
et des spores (Hawkswarthagt 1995).

V.3.4 Caractérisation des sirops

Des analyses physico-chimiques son¢#é&tuées sur les deux sirops a savoir :
le pH, I'acidité, le Brix et les sucres.
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V.3.5 Fermentation
% Préparation de l'inoculum

La souche a été ensemencée stérilement dans B3 lbleitPétri contenant le milieu
OGA et incubée pendant 7 jours dans une étuvgpe(MEMMERT) a 37°C pour

récupérer le maximum de spores.

Apres incubation, les spores apparaissent a lacidu tapis mycélien. Elles sont
récupérées dans de l'eau distillée stérile puiordérées a l'aide de la cellule de

malassez (Zergat, 1996).

La suspension fongique est ensuite diluée de facobtenir une concentration de
l'ordre de 310° spores/ml (voir annexe 1). Cette concentratiofiitspbur inoculer
50 ml de modt (Zergat, 1996).

++ Inoculation des milieux de fermentation

On ensemence stérilement les deux sirops de feat@mpar la méme concentration
en spores A.niger a raison de (50/300) (v/v) inoculum/milieu de fentsion et ce

pour les deux modes de culture (culture en sukasebmergée).

Le tableau ci-dessous résume les différentes dondide fermentation respectées

pour les deux modes de cultures en utilisant leg deops.

Tableau Il : Les conditions de fermentation pour les deux caffwurface et submergée

Conditions de fermentation Culture en surfdce  @elan submergée
Durée de fermentation 14 jours 14 jours
Brix 5% 5%
Mout de fermentation (sirop de fruit 300ml 300ml
inoculum 50ml 50ml
Concentration des spores 310 3.1¢
Température d'incubation (°C) 37°C 37°C
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V.3.6 Suivi des parametres de la fermentation
s Prélévements

Des préléevements ont été réalisés tous les deux @in de contréler les paramétres
de fermentation qui consistait en la mesure du lf#djdité, la teneur en sucres

totaux et réducteurs, et la mesure de Brix.
V.3.6.1Mesure du pH

La détermination du pH, est essentietlar le contrdle du modQt, avant et au cours
de la fermentation. Cette mesure nous renseignkastivité métabolique du champignon,
donc la transformation des sucres en chitosane.dalsiste en une lecture directe a l'aide

d'un pH metre préalablement étalonné (Figure 6).

Figure 6 : photo d’'un pH métre (INOLAB)

V.3.6.2 Détermination de l'acidité titrable

Nous avons utilisé la méthode colorimétrique déquiir la norme Francaise (NFV
05 - 101 du janvier 1994).

v Principe
Le titrage de l'acidité fait avec une solutiomydiroxyde de sodium NaOH de

0,1 N en présence de quelgues gouttes de phénéipetabmme indicateur.
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v" Mode opératoire

* Prélever 25ml de modt de fermentation et les vedsers une fiole
jaugé de 250ml, compléter jusqu’au trait de jawggcale I'eau distillée
puis agiter (dilution).

e Prélever un volume de V=25ml de la solution prépamis ajouter
0,25 a 0,5 ml de phénophtaléine.

» Doser cette solution a l'aide d’'une solution dedsode concentration
0,1 N et repérer le volume équivalent au momentvdage de

l'indicateur coloré (coloration rose).

L’expression des résultats sont représentésadarrhule suivante :

250 V, 100

0

- Vo= volume en ml de I'échantillon.

- V;=volume en ml de la solution d'hydroxyde de sodyinN utilisée.

V.3.6.3 Mesure de Brix

v Principe
Le degré de Brix est mesuré par un refractoméigri(€ 7) et les résultats sont

exprimeés en pourcentage (%) et la températurefdeenee est de 20°C.

v' Mode opératoire

* Avant l'utilisation de I'appareil, réaliser son tahge avec I'eau
distillée. Tourner la vis de réglage et faire caiec la ligne de
séparation des parties bleues-blanches avec leessoyer et sécher
le prisme.

* Placer ensuite, une goutte de I'échantillon a a®algur la surface
dépoilée de prisme.

» Rabattre le prisme en évitant la formation de Isull@ir.

» Regarder a travers 'oculaire en lisant directentamts I'échelle de

concentration.
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* Lalecture du degré Brix se fait directement, et Irésultats

obtenus sont exprimés en pourcentage de Brix.

Figure 7 : Photo de refractometre (RB 80).

V.3.6.4 Dosage des sucres (AFNOR 1986)

La méthode est basée sur la capacité des sucnesteérs a réduire I'hydroxyde

cuivrigue en oxyde cuivreux selon la réaction soiga

2Cutt + 20H™ + 26 > Cu,0 + H,0

On titre a chaud un volume donné de iRgha l'aide de solution de sucre en

présence du bleu de méthylene comme indicateuré&olo

Avant le dosage on a préparé la solution Fehlirgg Behling B et des filtrats (1 et 2) dont
la composition est:

* Filtrat1:
- 20 ml de I'échantillon
- 5 ml d'acétate de plomb (zinc)
- Ajuster a 100 ml avec I'eau distillée

- Filtrer le mélange
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* Filtrat 2 :
- Prélever 50 ml de filtrat 1
- Ajouter 5 ml d'HCL concentré
- Porter au bain marie (T /5 min)
- neutraliser avec NaOH a 10N en présence de phalépi® a 2% jusqu'a

apparition d'une couleur rose persistante.

* Mode opératoire de dosage des sucres réducteurs
- Introduire 5 ml de Fehling A et 5 ml de Fehling &d un bécher de 500 mi
- Ajuster a 100 ml avec I'eau de robinet et mettbudlition.
- Verser 2 gouttes de bleu de méthylene dans laisoluiluée de liqueur en
ébullition
- Titrer ce mélange par le filtrat (1) jusqu'a ce tpeoloration bleue soit remplacée

par une coloration rouge brique.

La teneur en sucres réducteurs \SRprimée en g/l est présentée par la formule

suivante :

240

=— X
v, = 0,05 <10

SR

Soit :
-V :volume de I'échantillon analysé (ml)
- V; : volume de filtrat consommé
* Mode opératoire de dosage des sucres totaux

Dans ce dosage le titrage est effectué &wdidtrat (2) jusqu'a apparition d'une

coloration marron cuivrée

La teneur en sucres totaux (ST), exprimée en @stllonnée par la formule suivante :

500

=———X
v, =005 <10

ST
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Soit :

-V :volume de I'échantillon analysé (ml)

-V, : volume de filtrat consommé.
V.3.6.5 Etude de la cinétique de fermentation

La croissance mycélienneAgbergillus niger en culture surface et submergée se

déroule en cinq phases.

* Phase de germination de spores
La durée de cette phase dépendant étroitementtdmjgerature, peut étre écourtée
par l'utilisation de spores pré germées.

* Phase exponentielle de croissance
Dépendant de la température, cette phase est @aséet par une intense

multiplication du mycélium et par un taux de craisse (1) constant.

La croissance mycélienne obéit a I'équation suévant

Xt: xaé.l (t-ta)

Xt: poids sec du mycélium au temps t en (g/l).

Xa: poids sec du mycélium au temps ta en (g/l).

t : temps marquant le début de la phase 2 (heure).
i: taux de croissance (hethje

La vitesse de croissance obéit a I'équation :

— =X

dt
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* Phase de perturbation de la croissance
Lors de cette phase, nous assistons a une inlilgiéda croissance et a un début de
la production de chitosane. Le taux de croissarstecaractérisé par 03 étapes

successives ; il diminue, s'annule puis augmente.

* Phase secondaire de croissance
Cette phase est caractérisée par une accéléragida ditesse de production de
chitosane. La variation de la croissance mycéliesuitd'équation suivante:

X=X + 2K(t-)

e Xt : poids sec du mycélium au temps tc en (g/l).

e Xc : temps marquant le début de la phase 4.

K : constante de la croissance secondaire g2/I12h.

La vitesse de croissance obéit a I'équation:

Z-k.x?
dt

V.3.7 Extraction du chitosan

L'extraction chimique du chitosan a partir de lanbasse fongique a été effectuée en
utilisant un protocole standard (Newagt2010; Aghdam, 2010).

Le mycélium fongique a été homogénéisé et mis spession dans 25ml de NaOH

(10M) sous une agitation pendant une nuit.

La suspension a été centrifugée a 5000 tr/min pe#r@a minutes et le culot a été
traité avec HSO, (1M). La suspension ainsi obtenue est filtréerhl2de NaOH (10M)
ont été ajoutés au filtrat. Les matieres insoluldkslins (AIM) ont été récupérées par
centrifugation a 5000 tr/min pendant 30 minutegeds 3a4 fois avec de l'eau distillée et

séchées.
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Le chitosan a été extrait d'AIM en utilisant teide acétique a 1% a 95°C pendant
8h, puis centrifugé a 1000 tr/min pendant 2 minutesfraction insoluble a été éliminée et
le pH du supernageant a été ajusté a 10 avec Na®IH [a solution est centrifugée a
nouveau a 10000 tr/min pendant 2 minutes et leosait précipité est lavé avec de l'eau
distillée et séché a I'étuve a 60°C.
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Aprés séchage la poudre a été grattée et pesgdead'une balance a précision.

Culture en surface

|

Culture submergée

!

Récupération de la biomasse mycélienne

!

Traitement a la soude (filtrat + 25ml de NaOH (10M))

!

Centrifugation a 5000 t/min pendant (30min)

!

Récupération du culot

!

Traitement avec H,S0, (1M)

'

Filtration

|

Lavage a I'eau distillée stérilisée (2 fois)

'

Séchage a I'étuve a 60°C (ou lyophilisation)

Figure 8: Diagramme d’extraction de chitosane a partir de@danasse mycélienne (New
etal, 2010; Aghdam, 2010).
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V.4 Caractérisation du Chitosane

V.4.1Analyse des groupements fonctionnels par InfrRrouge

Principe

La spectroscopie infrarouge est une méethode d’aagifysique rapide, simple
a mettre en ceuvre et ne nécessitant que peu déatgudmmatiere a analyser.
Basée sur les transitions entre les états vibnagisnet rotationnels d’'une
molécule, elle est employée tout aussi facilemantdes échantillons bruts ou
purifiés. Lorsque la longueur d'onde (I'énergiepafee par le faisceau
lumineux est voisine de I'énergie de vibration @enblécule, cette derniére va
absorber le rayonnement et on enregistrera unendiian de lintensité

réfléchie ou transmise. Le domaine infrarouge e#®@0 cm' et 400 crit (2,5

— 25um) correspond au domaine d'énergie de vibratiomu#scules.

L’'analyse d’infrarouge d’'un échantillon d’origingolbgique est une méthode
gualitative qui permet de repérer la présence deaine groupements

fonctionnels caractéristiques présents dans la culglé Les spectres des
poudres sont obtenus par un spectrométre (BRUCKERIte analyse a été
réalisée au niveau du laboratoire de chimie phagntaque de I'Université de

Boumerdes.

Les photos ci-dessous représentent les différagmpsirails utilisés pour réaliser

l'analyse infrarouge.

(a) (b) c)(

Figure 9:a) Photo du Spectre infrarouge ( BRUCKER ALPHB),Photo de l'ordinateur

(Hpcompagq)c) Photo de I'imprimante (EPSON).
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V.4.2 Spectre UV-visible a balayage

Une solution de chitosan de 5mg/100ml Hcl a ét@anée. Ensuite, un échantillon
de cette solution a été balayé par un spectre WNdei de 200-800 nm par le
spectrophotometre UV-visible. Le trajet optiqueceéule utilisée est de 1cm. Pour chaque
longueur d'onde l'absorbance est mesurée et lesédsirecueillies sont utilisées pour
tracer les variations de l'absorbance (en ordonrege$onction de la longueur d'onde (en
abscisse). Le graphique ainsi obtenu constitugoaotse UV-visible.

La photo ci-dessous représente le spectre UV-esiilledline) utilisé pour

effectuer I'analyse de spectroscopie a balayage.

Figure 10: Photo du spectrophotométre (Medline)
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VI.1Résultats de l'identification macroscopique

* Les colonies @&spergillus nigeont un aspect laineux et granuleux.
* Lesreliefs des colonies dspergillus nigeront un aspect plissé et mou.

e La couleur des colonies apparait blanche, ensaiteg et a la fin noiratre et le

verso présente une coloration jaune pale (Dig@aQp

La photo ci-dessous représente une photo origdel&aspect macroscopique du tapis
mycélien d'Aspergillus nigepoussée sur milieu OGA:

Figure 11 :Aspect macroscopique du tapis mycélieksgergillus nige(photo
originale)

V1.2 Identification microscopique

- Le thalle &spergillus niger possede un appareil végétatif constitué des

filaments (les hyphes). Ce premier a la forme olon® (septé).

- Les spores, sont le produit de adpction asexuée, les spores (les conidies)
d'Aspergillus nigessont exogenes et sont formés par bourgeonnenpartiad'une cellule
spécialisée.

L’espéce éetudiépossede des amérospores qui sont unicellulairgsetiee taille et cet

aspect est distingué selon la forme et les modaligeseptation (Diguta, 2010).
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La photo N 12 présente une photo originale dedetsmicroscopique Aspergillus niger
observée par un microscope photonique au G 400.

Figure 12 : Aspect microscopique Aspergillus nigephoto originale)

VI.3 Caractéristiques physico-chimiques des sirops

Le tableau IV résume les résultats des différeatamétres physico-chimiques des sirops
(sirop de glucose et sirop de fruit):

Tableau IV: paramétrephysico-chimiques des deux sirops

Sirop de fruit Sirop de glucose
pH 5.8+0.025 6,75+0.015
Brix 5% 5%
Sucres totaux (g/ml) 67.80+0.025 33.61+0.03
Sucres réducteurs (g/ml) 13.81+0.025 32.54+0.03
Acidité (%) 2 0.8

Les résultats de ce tableau révélent que, le sirbpse de fruit est moins concentré en

sucres réducteurs et possede une acidité élevémmgraraison avec le sirop préparé a base
de glucose.
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V1.4 Suivi de la fermentation
VI.4.1 La croissance mycélienne

Pour la croissance mycélienne on consfage la croissance A niger pour les deux
cultures en surface et submergée en utilisantrdp sle fruit présente la méme allure. Le
poids du tapis mycélien obtenu a la fin de ferm@onaest de 41+0.25 g/l pour la culture
en surface et de 37.2+0.25 g/l pour la culturerserigée.

Par contre, pour le sirop de glucose, inhibition de la croissance a été enregistrée
aprés deux jours de culture et pour les deux mdeessurface et submergée). Cette
inhibition peut étre expliquée par manque des éhsnminéraux nécessaires a la culture

de cette moisissure.

Donc le sirop de fruit constitue estham milieu de culture poukspergillus niger
assurant une bonne croissance et une bonne produde chitosane grace a la

disponibilité des éléments essentiels et en qémsndiquilibrées.

Pour couvrir les besoins de ce miggaarsme, le moGt doit contenir de bonnes

proportions d'éléments minéraux (Zergat, 1996).
VI.4.2 Evolution du pH

L’évolution du pH des modts de fermentation posrdeux modes de culture est présentée
dans les figures 13et 14.

surface glucose

surface fruit

pH
O P N W b U1 OO N
[
¢
]
|

1 2 4j 8i  10j  12j 14

jours

Figure 13 : Evolution du pH en fonction du temps ca de la culture en surface.
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HE oA
.|

submergée glucose

submergée fruit

pH
O R N W » U1 O N @
I
\
\

1 2 4j 8j 10j  12j 14

jours

Figure 14 : Evolution du pH en fonction du temps ca de la culture submergée.

D’aprés ces figures nous constatonbajéament que, le pH des modts diminue et
ce pour les deux modes de culture adoptés poumctedes valeurs acides.

Ces résultats sont en accord avec capportés par Synowiecki et Al-khateeb
(2003). Selon les deux auteurs un pH de 4,5 eshala pour la production fongique de
chitosane par la souclhizopug10mg /50ml).

Cependant, un pH qui varie de 4,5 a 5,5 favorisg@rtzduction de la chitine
désacétylase par voie enzymatique. Cette enzymeedd la chitine en chitosane dans la

paroi cellulaire fongique (Arcidiacono et kaplaf92).

C’est résultats sont cohérents avec ceux rapppaefenahmed djilali 2015 sur
I'abaissements du pH (prés de 2,8) dans les diffémilieu étudié dans les deux culture

pour la production d’acide citrique pl&k niger .
VI.4.3 Résultats de l'acidité titrable

Apres titrage de I'acidité des deux cultures effiesgr et submergée, nous
constatons des valeurs en acidité tres faiblegestrées a la fin de fermentation (Figures
15 et 16).

Cette diminution est due a la formation d’acidegaoiques restent a identifier et

aussi en partie, a des acides minéraux mis erdibéiesel, 1913).
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2,5

2 Ai\
1,5

\ \‘—"-\ —ao— surface glucose
0,5 .
\_,*_.__A._c —m—surface fruit

1 2j 4 8 10j 12 14

acidité
(SN

jours

Figure 15 : Evolution de l'acidité en fonction du €mps cas de la culture en surface

2,5

2 - i
1,5 \
1 .
\-_’_'\ —o—submergée glucose
0,5 \ —m—submergée fruit

1 2§ 4 8 10j 12j 14

acidité

jours

Figure 16 : Evolution de l'acidité en fonction dutemps cas de la culture submergée

VI.4.4 Degré de Brix

Les résultats d'analyses de degré de Brix poutdas sirops (fruit et glucose) des deux

cultures en surface et submergée sont représemtédas figures 17 et 18.

Au cours de la fermentation, le taux dix Bu modt de fruit diminue pour les deux
cultures (surface et submergée) pour atteindralizuy de 2% au bout de quatre jours
puis il se stabilise a cette valeur jusqu'a ladfirfermentation.
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Par contre, pour le sirop de gludesgegré de Brix se stabilise a 4% a partir du
deuxieme jour jusqu'a la fin de fermentation. Cditirence de dégradation des sucres
peut s’expliquer par l'inhibition de la croissard@.nigersous l'effet de I'absence totale

des minéraux dans le sirop de glucose en comparaiser la dégradation des sucres dans

le sirop de fruit.

degré de Brix
w

1j 2j 4 8j 10j 12j 14j
jours

=@=—surface glucose = ==@==surface fruit

Figure 17 : évolution de Brix en fonction du tempgas de la culture en surface

£ 4 ¢ ¢ ¢ ¢ ®
=]
(]
T 3
‘O
1.
bo
a> o o & a
1
0
1j 2j 4j 8j 10j 12j 14

jours

—=@=submergée glucose  ==@==submergée fruit

Figure 18 : évolution de Brix en fonction du tempgas de la culture submergée
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VI.4.5 Résultats de dosage des sucres réducteurs

Les taux de sucres réducteurs diminaarfonction du temps, et nous constatons
une diminution rapide des sucres réducteurs auscoes deux premiers jours de
fermentation pour les deux cultures submergée aueiace et ce pour les deux types de
sirops.

A partir du deuxiéme jour, les tawxslicres diminuent progressivement jusqu'a la

fin de fermentation pour les deux cultures.

Les taux de sucres réducteurs anlalé fermentation sont de 4,89+0.02 g/ml

pour le sirop de glucose et de 0,55+0.02g/ml pewirop de fruit cas de la culture en
surface.

Pour la culture submergée, les @escsucres réducteurs a la fin de fermentation
sont respectivement de 4,53+£0.02 et 1,39+0.02 |eosirop de glucose et de fruit.

40
35
30
25
20 =
15

10

taux dz sucres reducteurs (g/ml)

1j 2j 4 8j 10j 12j 14j
jours

surface glucose surface fruit

Figure 19 : Evolution des taux des sucres réductesiten fonction du temps cas de la

culture en surface
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40
35
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25
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10

taux des sucres reducteurs (g/ml)
K

1j 2j 4 8j 10j 12j 14j
jours

submergée glucose submergée fruit

Figure 20 : Evolution des taux des sucres réductesiten fonction du temps cas de la
culture submergée
VI.4.6 Résultats de dosage des sucres totaux

On constate une diminution rapide dans les tauwsderes totaux au cours des

deux premiers jours, pour les deux modes de cutturgurface et submergée.

Les taux de sucres totaux diminuent progressivejnsqgt'a atteindre une valeur

de 1,18%0.04 pour le sirop de fruit et de 0,75x(0r le sirop de glucose en surface.

Pour la culture submergée les taux des sucresctatéeignent une valeur de

1,48%0.2 pour le sirop de fruit et de 0,89+0.02rdeusirop de glucose.

40



Chapitre VI : Résultats et Discussion
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Figure 21 : Evolution des taux de sucres totaux eionction du temps cas de la

culture en surface.
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Figure 22 : Evolution des taux des sucres totaux donction du temps cas de la

culture submergée.
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VI.4.7 Cinétique de la fermentation

La cinétique de fermentation est une étaps importante parce qu'elle permet
d'étudier la vitesse de production de cellules otiignnes ou des produits métabolisés par

celles-ci dans le temps, en fonction du milieu sanmant (Zergat, 1996).
VI.4.8 Croissance mycélienne
» Evolution de la croissance

Les courbes d'évolution de la croissangeélienne dans le sirop de fruit pour les
types de culture, présentent presque la méme alluee tapis mycélien évolue
progressivement pour atteindre a la fin de la fetat@n de masse soit 41 g/m1 pour la
culture surface et 37,2g/m1 pour la culture subgerg

L'évolution de la biomasse de la souche est irfégulLa croissance myceélienne se

déroule en 4 phases :

La phase de latence n'étant pas appareoigs pensons que cela serait du a
l'utilisation de spores pré germées.

Au cours de la premiere étape et qui d&gours, la croissance du mycélium est
exponentielle. A cette étape les vitesses de @oigs du mycélium atteignent leur
maximum soit respectivement : 10.06g/m1/j et 12)061/j pour la culture en surface et la
culture submergée. La consommation des sucres tdoetie phase est tres importante,
tandis que le pH est faiblement modifié. Cette oom®mation se traduit par une forte

production mycélienne qui est corrélée par uneueékeveée en chitosan.

La seconde étape est caractérisée parule cdes vitesses de croissance atteignent
0,56g/m1/j aprés 8 jours pour la culture surface, @8 g/mll/j aprés 8 jours pour la culture

submergée.

Selon Zergat (1996), la diminution de vitesse daessance serait due a la perturbation du
métabolisme primaire Aspergillus nigerqui résulterait de I'épuisement du milieu en

phosphore et en azote.
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Au cours de la 3éme étape, les vitesEegroissance augmentent de nouveau
atteignant 1.45 g/m1/j et 0.69 au douzieme joypeesvement pour la culture surface et la
culture submergeée.

Selon Chmie (1975) in Zergat (1996),aticette phase il y a un déclenchement du
métabolisme secondaireAdpergillus nigerinduit par la concentration élevée en sucres
dans le milieu.

La quatrieme étape dure 2 jours. Aursade celle-ci le champignon réduit sa
vitesse de croissance qui atteint a la fin de tanémtation 1.39 g/ml/j et 0.64 g/ml/j

respectivement pour les deux cultures en surfaselehergée.

45
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—@—surface —@—submergée

Figure 23: évolution du poids sec de mycélium au acs de la fermentation.
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14
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Figure 24 : évolution des vitesses de la croissanogcélienne au cours de la

fermentation.

VI1.4.9 Résultats des rendements en chitosane

Les quantités de chitosane extraites a partir deadsses mycéliennes issues de la

culture dA.niger dans les deux sirops pour la culture en surfacsubimergée sont

présentées dans le tableau suivant:

Tableau V: Quantités de chitosane issues des deux cultudenstles différents sirops.

Sirop de fruit

Sirop de glucose

Quantité de chitosane pour la culture en surf

ace 5532 5,6 mg/g

Pas de productign

Quantité de chitosane pour la culture subme

'd9e62 + 3,6 mg/g

Pas de production

Les photos ci-dessous représentent les poudrdsitdsane issues de la culture en surface

et la culture submergée aprés séchage a I'étudG 6
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Figure 25 : a)photo de chitosane issu de la culture surfagphoto de chitosane issu de

la culture submergée.

La production de chitosane est élevées da cas d'utilisation du sirop de fruit par
apport au sirop de glucose on a eu aucune produdgcchitosane par ce que il y' pas de
développement mycélien et cela peut étre di au neadg certains composants qui sont
présents dans le sirop de fruit et absents dassdp de glucose tels que les minéraux.
Selon White etal, (1979), la teneur en chitosane des champignopsndédes souches
fongiques utilisées, de I'dge du mycélium, du mitle culture et des conditions de culture.
De méme, elle dépend également de la méthode atixmn.

Selon KATARINAet al, (1982) in Zergat (1996), le fer, le zinc et levee aident a
la consommation des sucres, de l'azote et du pbhosph

Selon Dasguptet al, (1981) in Benyahia (1992), le magnésium seraitiam
essentiel pour l'utilisation des sucres par ce ghgmon.

La quantité en chitosane produite Aspergillus nigerurant cette étude est proche
a celle signalée par Crestini @t (1996) en utilisant le champigndnedodes Selon cet
auteur, le rendement en chitosanelLdedodesétait de 20-50 mg/g de poids sec. Cette
guantité produite est inferieure a celle produite gR.oryzaequi est de 270-700 mg/l
(Hang 1990) et celle produite par Rbizopus.spgtait de 330-645 mg/l (Shimaharaagt
1989).

Le milieu a base de fruit est choisi comme meillenitieu de culture pour la
production du chitosane
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VI.4.10 Reésultats de la caractérisation du chitosee
a) Analyse des groupements fonctionnels par InfrRrouge

Les spectres des poudres de chitosanesisse la culture Aspergillus nigeren

surface et submergée dans le sirop de fruit s@sigptés dans la figure 26.
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Figure 26: Les résultats de l'infrarouge de chitosane pawulture surface et submergée.

Les poudres de chitosane obtenues a partir deltarewd’A.niger en surface et
submergée sont analysées par IR. Elles préseleemémes groupements fonctionnels
avec des intensités variables. Les deux spectveteré la présence de plusieurs composés

qui rentrent dans la composition du chitosane.

- La variation d'élongation & 3448.34 ¢ret 3442.48 cireprésentent la liaison N-
H (amine primaire).

- A 1646.06 crit et 1640.36 cm appartient & la vibration d’élongation du
groupement amide.

- La vibration d'élongation & 1559.16 ¢net 1558.60 ci représentent la C-NO
groupement nitro aliphatique.

- La vibration d'élongation & 1414.90 &net 1414.41 cm représentent la liaison
OH (alcool tertiaire).

- A 653.78 cni et 651.84 cil appartient & la vibration de déformation du C-H.
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Ces résultats sont en bon accord avec un spectie tRitosane réalisé par Focher,
et al, (1990). De méme, ces résultats sont aussi tresh@soa celui produit par
Aspergillus nigediTCC 7635.09 signalés par Wuadt (2005).

b) Spectre UV-visible a balayage

Les bandes d’absorbance maximalesr pesi deux cultures en surface et
submergée ont été détectées respectivement a 34veenune valeur de 0.177 pour la

culture surface et une valeur de 0.120 pour lauceibubmergée.
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Do surface Do submergée

Figure 27 :spectre UV visible a balayage pour les deux cudtgrgface et submergée
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Conclusion et perspectives

Ce travail avait pour objet d'étudier la productido chitosane paAspergillus

niger en utilisant comme modt de fermentation le siregrdit deFicus microcar pa.

Nous avons utilisé deux types de culture en sudasebmergée avec deux milieux
différents : sirop de fruit et sirop de glucoses crniers sont inoculés pAspergillus

niger & raison de 3.fGpores/ml & une température de 37°C.

La meilleure production a été obtenue dans le mitie culture préparé a base de
sirop de fruit avec une valeur égale a 32,55 xmbgsg pour la culture en surface et de

19,62 £ 3,6 mg/g pour la culture submergée.

L’analyse par spectroscopie FTIR nous a permis éterchiner la structure de

chitosane et la détermination de ces différentsggments.

Dans les perspectives certains aspects de casati@n n'ont pas pu étre abordés
dans ce travail et completeraient idéalement Issltas présentés. Plus particulierement,
la microscopie a balayage (MEB) qui permet I'oba@bn directe de la morphologie de
membrane, la distribution des phases et éventuetiedes domaines remixés.

Enfin, il serait intéressant d’en faire des étudbs viscosité, rayons X et

détermination de I'activité antimicrobienne du okdne.
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Annexe 1

Tableaux 1 : Appareillage, solvants, réactifs chimiques etenik de culture et matériel

utilisé

agitateurs variés (a barreau magnétique
chauffant et non)

Autoclave de paillasse (WEBECO)
Balance de précision 0,001g (KERN)
Bain marie

Etuve (MEMMERT)

Centrifugeuse

Four a moufle (NABERTHERM)
Réfractomeétre (RB 80)

Microscope photonique

pH metre (INOLAB)

plague chauffante (RYPA)
spectrophotomeétre UV visible
Réfrigérateur ENIEM 4°c

Bec bunsen

Acide chlorhydrique HCI

Acide sulfurique HSOy

Acétate de plomb

Bleu de méthylene

Eau distillée

Eau physiologique stérile (9g/1)
Fehling A

Fehling B

Hydroxyde de sodium NaOH (0 ,1N,
10N, 10M, 2M)

Eau de robinet
Phénolphtaléine a (2%, 1%)
Poudre de gélose

Gélose glucosée a l'oxytetracycline OGA
Gélose Sabouraud

Sirop de fruit

Sirop de glucose

Boites Pétri

Anse de platine

Béchers, burettes, fioles, erlenmeyer,
entonnoir, flacons, pipettes gradués,
pipettes Pasteur, cristallisoirs,
éprouvettes et tubes a essai ...etc.
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Annexe 2

Procédé de comptage pardellule de Malassez

La cellule de Malassez possede un quadélspécifique comportant 100 rectangles
Parmi les 100 rectangles totaux, on trouve 25 ngttéa qui sont divisés en 20 petits carrés
afin de faciliter le comptage.

Le volume correspondant au quadrillagal test égal & mm’= 10°10 dm?® chaque

rectangle correspond & un volume 100 fois pludda#wit0,01 mn¥=10° dm?

1. Remplissage de la cellule de numération

* Humecter les deux plateaux latéraux. Faire adip@ndaitement la lamelle aux
plateaux latéraux : pour cela placer la lamellecgsrplateaux, puis a I'aide des
pouces poseés sur la lamelle, exercer une pressida Emelle tout en pratiquant
un  mouvement de va et vient jusqu’a percepdiane résistance.

» Placer la cellule de comptage sur une surface pldm@ogénéiser la suspension
cellulaire, et prélever celle ci a l'aide d’une glifg Pasteur. Remplir la chambre de
comptage par capillarité, en placant la pointeedgpette Iégerement inclinée pres
de la lamelle sur la plate-forme centrale quadillé

* Le remplissage doit étre fait en une seule foiss $aulles d’air, et sans faire
déborder le liquide dans les rigoles. Laisser sédtar les cellules sur le
quadrillage quelques minutes, et passer a la ndiméra

» Apreés utilisation, la lame porte-objet et la laregilanée sont immergées dans un
bain d’eau de Javel pendant 5 minutes, puis sonées avec de I'eau distillée et

essuyées avec du papier (sans frotter, en paeiuli niveau du quadrillage).

2. Numération
* Observer a l'objectifx10 pour repérer la position du quadrillage, et veérifie
’homogénéité de la réparation des cellules a cemfi la répartition est mauvaise,
recommencer).

» Observer ensuite a I'object#0 pour réaliser le comptage (1 rectangle par champ).
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» Compter les cellules contenues dans 4, 10, 20ams la totalité des 100 rectangles du
quadrillage.

Remarque : pour les cellules chevauchant les lignes de quage) compter seulement
celles qui chevauchent 2 arétes du rectangle gan $ratique, on choisit de prendre en

compte les cellules chevauchant la ligne horizergapérieure, et la ligne verticale droite).

3. Calcul de la concentration cellulaire

Apres avoir effectué la manipulation, on calcule dancentration cellulaire de la
suspension de cellules étudiée.

Soient :

- n:nombre de cellules comptées.

V : volume de comptage.

f : facteur de dilution.

- N :nombre de cellules par litres.

Sion a n cellules dans V litres, alors on a Nuted dans un litre :
NxV=nx1N=n/V

Si la solution avait été diluéeN:= (n/ V) x f
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Tableau 3 : Evolution de la biomasse et de la vites de la croissance mycélienne au

Cours de la fermentation dans le milieu de sirop dé&uit

Culture en surface

Culture en submergée

Poids sec du | Vitesse de Poids sec du | Vitesse de
Temps myceélium (g/l) | croissance mycélium (g/l) | croissance
mycélienne mycélienne
(9/lf) (9/lf)
0 0 0 0 0
2 21,20 24,1 12,05
10,6
4 28,54 3,67 29,5 2,7
6 30,32 0,89 31,54 1,02
8 31,45 0,56 33,40 0,93
10 35,30 1,92 34,52 0,56
12 38,21 1,45 35,91 0,69
14 41 1,39 35,2 0,64

Vitesse de croissance mycélienn%’tf:(glllj)

dx_ X—X0
dt  t—to

X= poids sec du mycélium au t
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X0 = poids sec du mycélium au t0



Résumé

La production du chitosane p&: niger cultivée en surface et submergée a été
réaliséeen utilisant le sirop de fruit décus microcarpa.

Le rendement en chitosane obtenu aprés 14joursrohehtation dans le sirop de ce
fruit est de I'ordre de 32,55 + 5,6 mg/g pour ldtane en surface et de I'ordre de 19,62 +

3,6 mg/g pour la culture submergée.

L’analyse infrarouge des poudres de chitesissues des deux cultures a prouvé que
le spectre de chitosane était tres similaire a cauxchitosane commercialisé et du

chitosane extrait de crevette.

Mots clé: Aspergillus niger - chitosane - culture en surface - culture subéergsirop de

fruit (ficus microcarpa).

Summary

Production of chitosan by surface-growspeagillus niger and submerged was

carried out using the fruit syrup of ficus micrqeaa.

The yield of chitosan obtained after B/slof fermentation in the syrup of this fruit
is of the order of 32.55 + 5.6 mg / g for the soefaultivation and of the order of 19.62 +

3.6 mg / G for submerged cultivation.

Infrared analysis of chitosan powderfrboth cultures demonstrated that the
chitosan spectrum was very similar to that of dato marketed and chitosan shrimp

extract.

Key words. Aspergillus niger- chitosan - cultivation surface - submerged celturfruit

syrup ficus microcarpa).




