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L'utilisation de biomatériaux tend a se développer en raison de leur faible colt de
préparation et la possibilitté de les produire a partir de sources renouvelables. Les
polysaccharides font partie de cette famille, ce sont des matériaux d’une importance sans
cesse croissante pour 1’industrie. Leurs propriétés exceptionnelles expliquent 1’engouement
pour ces macromolécules naturelles extraites de différentes origines (marine, vegétale ou
microbienne). Ces biopolyméres, a trés bon marché, peuvent participer a 1’élaboration de
nombreux produits commerciaux a haute valeur ajoutée.

Le chitosane est un polysaccharide, polycationique, chélatant ayant des propriétés
filmogénes en raison de la présence de groupes fonctionnels amines et hydroxyles. 1l présente
également un ensemble de propriétés biologiques, telles que I'activité antimicrobienne, la
résistance aux maladies induites chez les plantes et diverses propriétés stimulantes ou
inhibitrices a I'égard d'un certain nombre de lignées cellulaires humaines. Grace a ces
propriétés, le chitosane est fortement utilisé dans divers domaines, allant de la médecine, les
nano-sciences, le génie chimique, le pharmaceutique, la nutrition, I'agriculture et
I’environnement.

Traditionnellement, le chitosane est dérive de la chitine naturelle. Cette derniére provient
généralement des carapaces de crustaces, telles que les crabes et les crevettes. Le chitosane est
obtenu par désacétylation chimique de la chitine. Toutefois, les chitosanes obtenus a partir des
crustacés souffrent de certains inconvénients, tels que la non disponibilité des déchets de
crustacés qui sont limités par les saisons et les emplacements de 1’industrie de la péche. Par
conséquent, les approches biologiques pour la synthese du chitosane ont été explorées.

La présence naturelle de la chitine dans de nombreuses souches de champignons pourrait étre
considérée comme une bonne source du chitosane. De plus, ces souches fongiques sont
largement utilisées dans des procédés biotechnologiques a I'échelle industrielle. Dans cette
perspective, la production du chitosane a partir des parois cellulaires des champignons,
cultivés sous des conditions contrblées, offre un grand potentiel d'obtention d’un chitosane
homogeéne.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés, dans un premier temps a I’extraction
des polysaccharides (chitine/chitosane/glucane) a partir du mycélium d’un champignon
choisi : Penicillium camembertii (P. Camembertii) ainsi qu’a la caractérisation des
polysaccharides produits. Penicillium camembertii est une moisissure a usage comestible
fréguemment utilisée dans la fabrication des fromages a pate molle et a croQte fleurie tels que:

le camembert. 1l est a noter que ce champignon a largement montré sa capacité dans la
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production de métabolites a hautes valeurs ajoutées, alors que sa biomasse mycélienne n’a pas
été sujet d’étude dans 1’isolation de polysaccharides. Dans un deuxiéme temps, nous nous
sommes focalisés sur la préparation de membranes a partir de polysaccharides extraits du
champignon P. Camembertii en vue de les appliquer dans 1’élimination du colorant
cationique, le bleu de méthylene (BM).

Afin d’atteindre ces objectifs, nous avons subdivisé notre travail en 03 parties:

La premiere partie est consacrée a 1’état de I’art, permettant ainsi de donner un rappel
bibliographique portant sur les biopolymeéres (chitine, chitosane et glucane). Elle décrit leurs
structures, leurs sources et leurs caractéristiques. Un apercu sur le champignon P.
camembertii accompagné d’une synthése bibliographique, y sont aussi inclus. Dans cette
partie, un accent particulier est porté sur les applications environnementales des

biopolymeres.

Les aspects expérimentaux de ce travail, a savoir, la description du protocole d’extraction, le
matériel ainsi que les différentes techniques de caractérisation utilisées sont présentés dans la

deuxieme partie.
Il sera traité dans cette partie :

e La culture de P. camembertii en milieu YPG :
1/ L’¢étude de I’effet du mode de culture (solide et liquide) sur I’isolation de la
chitine et du chitosane libre
2/ L’étude de ’'influence de ’addition de 1’arginine sur I’1solation de la chitine
et du chitosane en milieu liquide
3/ L’étude de I’influence de la température de croissance du champignon sur la
production de la chitine et du chitosane en milieu solide
e L’application des membranes de chitosane fongique dans I’¢limination du
colorant, le bleu de méthylene (BM) en milieu aqueux. L’effet de 05 parametres
(durée de contact BM-membrane, concentration du colorant BM, pH initial, masse
de membrane et température) a été étudié et le calcul du rendement d’élimination
du colorant a été effectué¢ par chaque condition opératoire. L’étude a été
poursuivie par la détermination du type d’isotherme d’adsorption et de la

cinétique de réaction d’adsorption (pseudo-premier ordre et pseudo-second ordre).
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e [L’amélioration du rendement des bioplyméres (chitine et chitosane) par
I’optimisation des paramétres de culture de champignon P. Camembertii, en

utilisant la méthode du plan factoriel complet (PFC).

La troisieme partie est destinée a la présentation de tous les résultats obtenus ainsi qu’a leur

discussion.

La thése est finalisée par une conclusion générale suivie de quelques perspectives en vue de

valoriser les biopolymeéres fongiques.



Partie | : Synthese
Bibliographique



Chapitre I:Sources, caractéristiques, méthodes d’isolation et les applications
de la chitine et du chitosane

I.1. Les sources de la chitine et du chitosane

En 1811, Henri Braconnot a isolé une substance fibreuse d'un certain type de
champignon, qu’il a appelée "fongine". Il a observe que cette substance n'est pas soluble dans
les solutions aqueuses acides. Une décennie plus tard, en 1823, la méme substance a été
trouvée dans certains insectes (coléoptére) et a été nommeée chitine. En 1859, Rouget a soumis
la chitine & un traitement alcalin et il a observé les différentes solubilités de celle-ci. La
substance, résultat du traitement alcalin, a pu étre dissoute dans les acides. Cependant, c’est
seulement en 1894 que cette substance a été nommée chitosane par Hoppe-Seyler. La
production du chitosane a débuté en 1920, mais sa structure chimique n'a été identifiée que 50

ans plus tard grace a la cristallographie et la spectroscopie infrarouge (Malette, 1986).

1.1.1. Les sources animales

Les sources de la chitine sont variées, les premiers produits naturels sont d’origine
animale. Les arthropodes (crustacés, insectes et arachnides), comptant plus de 10° espéces,
constituent en particulier une source abondante de ce polymere. La chitine est présente dans
les crevettes, les homards, les crabes, les langoustines, les calamars et les insectes (blattes et
fourmis) (tableau 1.1) (Kurita, 2001 ; Tolaimate et al., 2003). Le pourcentage de la forme
a-chitine varie de 7% chez le Barnacle (Lepas anatifera) a 36% chez les écrevisses (Astacus
fuviatilis). Parmi les céphalopodes, 1’0s de seiche (Sepia ofcinalis) contient 20% de B-chitine
et le calamar (Loligo vulgaris) 40% (Tolaimate et al., 2003). Chez les mollusques bivalves,
I’a-chitine forme avec les protéines un complexe distribué dans I’axe et sur le bord de la
coquille. La chitine joue un réle dans les forces mécaniques servant a intégrer les régions
flexibles et a coordonner le changement au cours de la formation de coquilles (Weiss et
Schonitzer, 2006).

Pour le chitosane, sa source majeure provient de la désacétylation de la chitine extraite des
crustacés. Principalement, les crevettes et les crabes représentent les deux sources naturelles
les plus abondantes. En raison des inquiétudes sanitaires liées aux maladies animales et la
réduction des ressources naturelles, de nouvelles voies alternatives sont apparues telles que les

cultures des moisissures (Aspergillus niger, Mucor rouxii) (Tayel et al., 2010).
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Tableau 1.1: Pourcentage de chitine dans les étres vivants marins (Tolaimate et al., 2003)

Sources de chitine Type de chitine  Pourcentage de chitine
Anatife (Lepas anatifera) Chitine a 7
Crabe marbré (Grapsus marmoratus) Il 10
Crabe rouge (Portunus puber) Il 10
Araignée de mer (Maia squinado) Il 16
Homard (Homarus vulgaris) Il 17
Petite cigale de mer (Scyllarus arctus)  // 25
Langouste (Palinurus vulgaris) I 32
Ecrevisse (Astacus fluviatilis) I 36
Crevette (Palaemon fabricius) Il 22
Mante de mer (Squilla mantis) Il 24
Seiche (Sepia officinalis) Chitine 20
Calamar (Loligo vulgaris) I 40

I.1.1.1. Caractéristiques du chitosane d’origine animale

a) Pureté

La pureté du produit est importante pour les applications dans le domaine de la
biomédecine, des produits pharmaceutiques ou cosmétiques. Les protéines résiduelles dans le
chitosane peuvent provoquer des réactions allergiques telles qu'une hypersensibilité (Aranaz
et al., 2009), ce qui limite l'utilisation du chitosane dans le secteur de la biomédecine (Lin et
Lin, 2003 ; Percot et al., 2003 ; Van-De-Velde et Kiekens, 2004).
Pour diverses applications, telles que le traitement des eaux usées ou le chitosane de pureté
inférieure est utilisé, la pureté est un facteur préoccupant, car les cendres ou les protéines
restantes ont tendance a bloquer les sites actifs du chitosane, en particulier les groupements
amines. En raison du blocage de ces sites, ils ne seront pas disponibles pour étre liés. Par

conséquent, une plus grande quantité du chitosane est nécessaire pour un traitement efficace.
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b) 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 paramétre extrémement
important car il influence d’une part, les caractéristiques physique et chimique du chitosane,
telles que la solubilité, la flexibilité des chaines macromoléculaires, la conformation du
polymere, et donc la viscosité des solutions et d’autre part, la biodégradation et ’activité
immunologique de celui-ci. Diverses méthodes ont été développées afin de déterminer le
degré de désacétylation (DDA : il s’agit de la spectroscopie Infra Rouge (Domszy et Roberts,
1985 ; Brugnerotto et al., 2001), l'analyse élémentaire (Kasaai et al., 1999), RMN du liquide
(Yang et Montgomery, 1999) et la RMN du solide (Heux et al., 2000). La méthode la plus
utilisée par les chercheurs est celle proposée par Khan et al (2000). Elle se repose sur la

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

ACO

DDA(%) = 100 — 100 x | — ;;0*’ (1.1

Ao et Ao représentent 1’absorbance du groupement carbonyle de I’amide I et 1’absorbance
du groupement hydroxyle qui est stable dans la structure de la chitine et du chitosane, et qui
n’est pas affecté par I’hydrolyse de la chitine en chitosane.

Le facteur 1,33 représente le rapport (Aco / Aon) pour un chitosane entierement désacétylé.

c) Solubilité

La solubilité du chitosane est couramment évaluée dans ’acide acétique ; toutefois, le
volume d’acide nécessaire dépend de la quantité du chitosane a dissoudre et du nombre de
protons nécessaires, ce dernier est égal a celui des unités amine NH,. Cette caractéristique est
utile pour déterminer la pureté des produits obtenus (Crini et al., 2009). En général, la
solubilité du chitosane dépend non seulement de la valeur moyenne de degré de DA, mais
aussi de la distribution des groupements acétylés le long de la chaine macromoléculaire et
également de son poids moléculaire (Rinaudo et Domard, 1989 ; Kubota et Eguchi, 1997). La
solubilité du chitosane diminue lorsque la valeur de DDA diminue (tableau 1.2). Le chitosane
est en effet insoluble dans I'eau et dans les solutions alcalines concentrées ou diluées, ainsi
que dans les solvants purs et les acides concentrés en raison de I'impossibilité d’hydrater le
matériau (Kurita, 2006).
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Tableau 1.2: Variation de la solubilité du chitosane en fonction du DDA a pH = 6 (Thanou et
Junginger, 2005)

Degré de désacétylation (DDA %) Solubilité du chitosane

>75 Parfaite
=50 Moyenne
<40 Faible

d) Cristallinité

La cristallinité est un paramétre important car elle contréle un certain nombre de
propriétés comme l'accessibilité des sites internes dans les chaines macromoléculaires, les
propriétés de gonflement dans I'eau ou encore les propriétés diffusionnelles (Rinaudo, 2006).
La cristallinité est, en général, déterminée par des mesures de diffraction de rayons X
(Roberts, 1992). En fait, le chitosane est, généralement, une substance semi-cristalline. Il
cristallise dans le systeme orthorhombique. Deux types de produits sont connus: le chitosane |
(faible DDA, sous forme de sel) est plus désordonné que le chitosane Il (fort DDA, forme
amine libre) (Kurita, 2006).

e) Poids moléculaire

Le poids moléculaire d’un agent polymérique coagulant est considéré comme étant
une des caractéristiques les plus importantes affectant la fonctionnalité du polymere en
question. Parmi les différentes méthodes décrites dans la littérature, la chromatographie par
perméation de gel est la plus couramment utilisée pour la détermination du poids moléculaire
du chitosane ainsi que de sa polydispersité. Par ailleurs, la viscosimetrie demeure une
méthode simple et rapide (Felt et al., 1998).
A linstar de sa composition, le poids moléculaire du chitosane varie selon la source du
produit brut utilisée ainsi que la méthode de préparation. En général, les hautes températures
et les conditions drastiques peuvent provoquer la dégradation du chitosane, induisant ainsi la

diminution de son poids moléculaire (Felt et al., 1998).

1.1.2. Les sources fongiques

La chitine est largement répandue dans le regne des champignons, notamment dans les
zygomycetes, les ascomyceétes, les basidiomycétes et les phycomycetes ou elle est un

composant des parois cellulaires et des membranes structurelles des mycéliums, des tiges et

7
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des spores. La quantité de chitine varie de traces a 40-45% de la fraction organique, le reste
étant principalement constitué de protéines, lipides, glucanes et mannanes (tableau 1.3)
(Wessels et Sietsma, 1981 ; Roberts, 1992). Cependant, les variations dans les quantités de
chitine peuvent dépendre des modifications physiologiques de I'environnement naturel ainsi
que des conditions de fermentation pendant le traitement biologique des cultures fongiques.

Le chitosane, le dérivé désacétylé de la chitine, est un constituant important de la paroi
cellulaire a différents moments du cycle de vie de certaines espéces de champignons
(Christodoulidou et al., 1996). Le chitosane n'est pas synthétisé directement mais I'enzyme
désacétylase peut agir efficacement pour convertir la chitine en chitosane. La N-
désacétylation est une étape courante dans la modification des fragments de sucre, ce qui peut
conférer une résistance a l'action du lysozyme (Muzzarelli, 1977). 1l est suggéré, par certains
auteurs que les chitines désacétylases se trouvent a proximité des régions ou la chitine
traverse la membrane plasmique (Araki et Ito, 1975; Kafetzopoulos et al., 1993). Lorsque la
chitine est synthétisée, I'enzyme désacétylase la convertit en chitosane. Parmi les rares
especes fongiques synthétisant le chitosane, celles appartenant a la classe des Mucora se sont
avérées générer du chitosane au cours de la phase de croissance végétative (Orlowski, 1991),
tandis que S. cerevisiae ne produit du chitosane qu'au cours de la sporulation (Christodoulidou
etal., 1996).

Tableau 1.3 : Différents polymeres présents dans la paroi cellulaire des champignons

Polyméres de la paroi cellulaire
Groupes taxonomiques

Soluble en milieu alcalin Insoluble en milieu alcalin
Basidiomycetes Xylo-manno-protéine (1-3)-B/(1-6)-p-D-glucane
(1-3)-a-D-glucane * chitine
Ascomycetes (Galacto)-manno-proteine (1-3)-B/(1-6)-p-D-glucane
(1-3)-a-D-glucane ? Chitine
Zygomycetes Glucuronomanno-proteine  Acide polyglucuronique
Polyphosphate Chitosane chitine
Chytridiomycétes Glucane ® Glucane® chitine
Hyphochytridiomycétes Non déterminé Chitine, cellulose
Oomycétes (1-3)-p/(1-6)-B-D-glucane (1-3)-p/(1-6)-p-D-glucane
Cellulose

% Dans un certain nombre de cas, la fraction soluble dans les traitements alcalins contient également une partie
du (1-3)-p/(1-6)-p-D-glucane.

b. Incomplétement caractérisé ; probablement (1-3)-B/(1-6)—B-lié.
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1.1.2.1. Zygomycetes

La paroi cellulaire de la classe des zygomyceétes est principalement composée de 20 a
50% de chitine et du chitosane alors que les polymeéres d’acide glucuronique sont présents a
des concentrations plus faibles. Dans cette classe de champignons, le glucose ne se trouve que
dans les spores (Ruiz-Herrera, 1992). Les phosphates, considérés comme des contaminants
majeurs, sont également présents dans les parois cellulaires de ces champignons. Dans la
paroi cellulaire des zygomyceétes, le chitosane peut interagir avec d'autres polysaccharides et
phosphates pour former un complexe, de sorte que, les traitements acides courants ne soient
pas capables de rompre et d'extraire complétement le chitosane de la paroi cellulaire. Dans ce
cas, une quantité considérable du chitosane reste dans le matériau insoluble en traitements

alcalin et acide.

a) Rhizopus

Nadarajah et al (2001) ont étudié I'extraction du chitosane a partir des différentes
souches de Zygomycetes, telles que Rhizopus oryzae. KNOlet Rhizopus oryzae KNO2. Ils ont
démontré que la plus grande quantité du chitosane peut étre obtenue pendant la phase de
croissance exponentielle. Le chitosane produit par R. oryzae présentait une activité

antibactérienne plus élevée comparé au chitosane des coques de crabe.

b) Mucor

Parmi les zygomycetes, les Mucorales sont les seuls a contenir a la fois de la chitine et
du chitosane dans leurs parois cellulaires. Les chitosanes isolés a partir des Mucorales
présentent généralement un poids moléculaire compris entre 4 x10° et 1,2 x10° daltons.
Mucor rouxii est un champignon largement étudié pour la production du chitosane. Ses
rendements en chitosane varient de 6 a 25% de la masse cellulaire séche (White et al., 1979 ;
Nadarajah et al., 2001). Synoweicki et Al-Khateeb (1997) ont étudié I'influence du temps de
croissance de M. rouxii sur le rendement en chitosane. Ces auteurs ont démontré que la
quantité du chitosane extractible atteignait un rendement maximal de 7,3% de mycélium sec
apres 48 heures d'incubation et que le rendement n'était pas influencé par une croissance

prolongée pouvant aller jusqu'a 5 jours.

¢) Rhizomucor
Appartenant aux Zygomycetes, Rhizomucor pusillus CCUG 11292 a été cultivé pour
I'extraction du chitosane par l'acide sulfurique dilué (Zamani et al., 2007). Le champignon a
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été cultive dans les eaux usées riches en xylose d'une usine d'éthanol industriel. Le rendement

était de 45,3% de matiéere insoluble dans le traitement alcalin.

d) Absidia

Jaworska et Konieczna (2001) ont étudié l'influence des ions ferreux, des ions
manganese, des ions cobalt, de la trypsine et de la chitine en tant que suppléments individuels
du milieu nutritif sur I'activité de la chitine synthase et de la chitine désacétylase pour former
le chitosane dans le champignon Absidia orchidis. lls ont réussi a déemontrer que le
manganése et le fer donnaient des résultats plus significatifs avec une augmentation de la
production du chitosane en augmentant la production de biomasse plutot qu'en augmentant le
contenu en chitosane dans les parois cellulaires. Rane et Hoover (1993) ont ¢tudié 1’effet des
milieux sur la production du chitosane a partir d’Absidia coerulea. Les rendements les plus
élevés en chitosane ont été obtenus avec des cultures riches en minéraux par rapport aux
cultures développées dans des milieux minimums. Hu et al (1999) ont démontré que du
chitosane pur avec un rendement éleve (490,4 + 6,6 mg du chitosane/g de AIM) est produit a
partir d'Absidia glauca cultivé dans des conditions de culture submergées. Rane et Hoover
(1993) ont également démontré que le pH du milieu de culture influe sur le rendement et le
degré de N-acétylation du chitosane d’Absidia coerulea, probablement en raison du pH
optimal (4,5) de la chitine désacétylase, enzyme responsable de la conversion de la chitine en

chitosane.

e) Gongronella butleri

Nwe et Stevens (2002) ont développé une méthode améliorée d'extraction du chitosane
en utilisant la culture a I'état solide de Gongronella butleri (USDB 0201) pendant 6 jours,
suivi de I'extraction du chitosane. Le chitosane de Gongronella butleri est extrait a I'aide de
NaOH 11 M a 45 °C, solubilisé dans I'acide acétique 0,35 M a 95 °C puis clarifié en utilisant
une enzyme a-amylase thermostable. Des rendements en chitosane de 4 a 6% de mycélium
sec et un poids moléculaire moyen de 44-54 kDa ont été obtenus. Nwe et Stevens (2004) ont
étudié l'influence de I’urée comme source d'azote afin d'optimiser la production du chitosane.

Ils ont obtenu un rendement en chitosane de 11% de la masse cellulaire séche.

1.1.2.2. Ascomycetes

La présence naturelle de la chitine dans ces souches fongiques pourrait étre considérée

comme une source alternative du chitosane peu codteuse en plus de la source industrielle
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traditionnelle de déchets des crustacés. Ces souches fongiques sont largement utilisées dans
divers procédes biotechnologiques a une échelle industrielle. Ainsi, les déchets de mycélium
de différentes souches fongiques résultant de divers processus de fermentation peuvent étre

utilisés pour I'extraction du chitosane.

a) Aspergillus

Les souches d'Aspergillus niger (A. niger) sont largement utilisées pour la production
d'acide citrique et d'autres produits biotechnologiques et pharmaceutiques (Dhillon et al.,
2010 ; Dhillon et al., 2011). La production mondiale annuelle d’acide citrique est estimée a
1,7 million de tonnes, ce qui donnera 0,34 million de tonnes de déchets de mycélium d'A.
Niger (Kucera, 2004). Le résidu de la paroi cellulaire insoluble dans les traitements alcalins
de la biomasse d’A. niger est principalement constitué du chitosane, de la chitine et de -
glucanes, avec une prévalence significative de (1-3)-p-D-glucane. Maghsoodi et al (2008) ont
étudié I'effet des différentes sources d'azote sur la quantité du chitosane produite par A. niger
(PTCC 5012). Les auteurs ont utilisé des substrats de déchets naturels, tels que des graines de
soja, des graines de mais et du canola comme substrats pour la culture d'A. Niger. Ils ont
obtenu la plus grande quantité du chitosane (17,05 * 0,95 g/kg des déchets) a partir de résidus
de soja ayant une teneur en azote de 8,4 + 0,26% apres une période d’incubation de 12 jours.
Cependant, les résidus de semences de mais, ayant une teneur en azote de 1,9 + 0,4%, ont

entrainé des rendements beaucoup plus faibles en chitosane.

b) Penicillium

Penicillium chrysogenum (P. chrysogenum) est utilisé pour la production a grande
échelle d'antibiotiques. En tant que sous-produit de l'industrie des antibiotiques, une grande
quantité de mycéliums de P. chrysogenum est éliminée par incinération. Seul un faible
pourcentage est utilisé en tant qu'additif pour l'alimentation du bétail et en tant qu'engrais.
L'utilisation de cette biomasse pour produire du chitosane présente, non seulement, un
avantage commercial, mais également un avantage écologique.
Tiangi et al (2007) ont mis au point une méthode d'extraction intégrative du chitosane, de
I'ergostérol et du (1-3)-a-D-glucane a partir de mycélium du P. chrysogenum fourni par une
société pharmaceutique. Un rendement en chitosane de 5,7% a été atteint avec un DDA de
86%. Ebrahimzadeh et al (2013) ont utilisé des Penicillium spp pour produire du chitosane, le
rendement obtenu varie entre 20 et 30%. La viscosité et le DDA du chitosane étaient dans la
gamme de 8,9 a 11,3 cP et 47 a 65%, respectivement. Ces travaux ont montré que les
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mycéliums issus des industries biotechnologique et pharmaceutique, tels que les déchets du
Penicillium provenant de la production d’antibiotiques sont des sources prometteuses de

chitosane fongique.

1.1.2.3. Basidiomyceétes

Kannan et al (2010) ont utilisé trois champignons appartenant a la famille des
basidiomyceétes, notamment Agaricus sp, Pleurotus sp et Ganoderma sp pour la production du
chitosane par fermentation a I'état solide en utilisant différentes compositions en substrat
solide. Les auteurs ont montré que la durée d’incubation, la température et la concentration de
la base et d’acide affectaient de maniere significative la production et les propriétés physico-
chimiques du chitosane lors de I’extraction de ce dernier par des traitements alcalins et acides.
Dans la littérature, les plus hauts rendements en chitosane fongique ont été obtenus
principalement pendant la phase de croissance exponentielle, ce qui démontre que le chitosane
formé par la chitine désacétylase est prédominé a ce stade. 1l est constaté que pendant la phase
de croissance, la chitine présente une structure moins cristalline (Davis et Bartinicki-Garcia,
1984). Les champignons comestibles, tels que le champignon blanc et Agaricus bisporus sont
produits et consommés a grande échelle. La quantité de déchets qui reste apres 1’élimination
de la partie comestible se compose principalement de tiges et de carpophores de dimensions et
de formes irréguliéres, elle représente 5 & 20% du volume de production totale. Aux Etats-
Unis, la production de champignons donne prés de 50000 tonnes métriques de déchets de
champignons par an sans application commerciale appropriée (Wu et al., 2005). Compte tenu
de I’énorme quantité de déchets de champignons comestibles d’importance commerciale, tels
que Agaricus bisporus, Lentinus edodes, Pleurotus sajor-caju et Volvariella volvacea, il est

nécessaire d’en rechercher les applications potentielles.

I.2. Les polysaccharides fongiques

La paroi fongique est constituée essentiellement de polysaccharides (80 a 90%) tels que
la chitine, le chitosane, les glucanes (organisés en microfibrilles), de proteines et de mannanes
(Bartnicki-Garcia, 1968 ; Buckeridge, 2010).Tous ces composants sont associés entre eux
pour donner lieu a une structure rigide, décrite dans la figure I.1.

Suivant leurs fonctions, les polysaccharides fongiques peuvent étre classés en deux

catégories:
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e Les polymeres dits structurels ou polysaccharides fibrillaires : situés a proximité de la
membrane plasmique (couche interne de la paroi cellulaire) pour étre en mesure
d'accomplir leur fonction mécanique, ils sont donc responsables de la rigidité de la
paroi cellulaire (Lipke et Ovalle, 1998 ; De Groot et al., 2005). La chitine forme une
barri¢re physique entre le corps de I’organisme et son environnement. Elle participe a
sa protection contre les radiations, la chaleur et les agressions chimiques et physiques
(Roer et Dillaman, 1984).

e Les polymeres de matrice ou polysaccharides amorphes (les glucanes) : de type gel
matriciel (matrice extracellulaire), ils agissent comme des interconnexions entre les
molécules de la couche interne (chitine) et la couche externe (les glycoprotéines). Ils
sont présents dans la paroi cellulaire entiere (Wessels et Sietsma, 1981 ; Wessels,
1994).

100 nm : | == Mannan == B-16-glucan == Chitin |
; | s Proteins == [}-13-glucan

Couche
externe

Couche

interne
-
B A N} 15
e} ¥ ' & Wi ¥4 ' (=)
1 ()
S ) - S (0 7/ Membrane cellulaire

Figure 1.1: Structure générale de la paroi cellulaire de Candida albicans (Netea et al., 2008)
1.2.1. Chitine : Définition, structure et caractéristiques

La chitine est le biopolymére le plus abondant dans la nature aprés la cellulose
(Vincent et Wegst, 2004). C’est un polysaccharide, plus précisément, un aminoglucopyranane

relié par des liaisons covalentes B (1-4) (figure 1.2) (Berezina, 2016).
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La présence des groupements acétamide confére a la chitine des fonctions biologiques telles
que la biodégradabilité et la biocompatibilité, ce qui fait de ce biopolymere un matériau
fonctionnel de grande importance (Muzzarelli, 1977). Entre 20-400 chaines du polysaccharide
s’associent par l’intermédiaire de liaisons hydrogenes pour créer la forme structurale du
polysaccharide et donner naissances a des microfibrilles qui conférent le réle squelettique de
la chitine (Ruiz-Herrera et San-Blas, 2003). La chitine posséde également une grande stabilité
structurale due a la présence de fortes liaisons hydrogéne intra- et inter-moléculaires.

La chitine se présente sous trois formes cristallines: a, B et y (tableau 1.4). Ces formes
different par 1’arrangement de la chaine polysaccharidique et la disposition des liaisons
hydrogene (Peesan et al., 2003; Rudall et Kenchington, 1973).

L’a-chitine est la forme la plus stable et la plus abondante présente chez les champignons
(Noishiki et al., 2005). Elle est caractérisée par des chaines antiparalléles constituant une
structure cristalline réguliére. Les liaisons hydrogéne intermoléculaires attribuent au polymeére
une grande stabilité vis-a-vis des solvants et des solutions aqueuses. Cependant, 1’utilisation
de solvants spécifiques tels que le N, N-diméthylacétamide (DMAC), contenant de 5-10% de
LiCl et des solutions a base de fluorine hexafluoroacétone et hexafluoro-2-propanol, favorise
la solubilisation de I’a-chitine. Cette solubilité dépend également de la source du polymeére
(Austin, 1984).

Concernant la B-chitine, les macromolécules sont organisées sous un arrangement parallele
conduisant a des liaisons intermoléculaires de faible énergie. Dans ce cas, les groupements
N-acétyl jouent le role d'espaceurs facilitant ainsi l'acces aux molécules d'eau a des fins
d'hydratation et de formation de gel (Thomas et al., 2013). En opposition avec 1’a-chitine, la
B-chitine a une grande affinité pour les solvants organiques et I’ecau (Sannan et al., 1976). Elle
se trouve essentiellement dans les épines des diatomées et 1’endosquelette de seiche (Noishiki
et al., 2005).

La vy-chitine a été identifiée dans les cocons des insectes (Atkins, 1985). Elle est
principalement composée de deux couches paralléles et une antiparallele. Sa force et sa
résistance sont plus proches du type B. Les groupements N-acétyl jouent le méme réle dans
ces deux arrangements (Rudall, 1969 ; Kenchington, 1976).
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Figure 1.2: Structure chimique de la chitine (Olteanu et Enescu, 2007)

Tableau 1.4 : Arrangement des chaines dans les trois formes de chitine (Crini, 2009)

Forme Arrangement des chaines Schématisation

Chaine-a Antiparallele VN AA
Chaine-p Parallele AN
Chaine-y Deux paralleles pour une antiparalléle NN

1.2.2. Chitosane : Définition, structure et caractéristiques

Le chitosane est un copolymére linéaire constitué d’unités D-glucosamine (GIcN) et
N-acétyl-D-glucosamine (GIcNAc) reliées par une liaison B-(1-4) (figure 1.3). Le terme
«chitosane» est habituellement limité a toute chitine suffisamment N-désacétylée pour étre
soluble en milieu acide dilué. Pour parler du chitosane, il faut que la chitine soit désacétylée
plus de 50% (Rinaudo, 2007 ; Rinaudo, 2008).

Le chitosane posséde trois types de groupement fonctionnels réactifs, un groupement amine et
deux groupements hydroxyles en positions C,, C3 et Cg, respectivement. Grace a ses
groupements amine libres, ce composé posséde des propriétés intéressantes tres différentes de
celles de la chitine. Le chitosane est soluble dans les acides faibles, il possede une charge
positive alors que la plupart des polysaccharides sont chargés négativement (Rinaudo, 2006).

Le chitosane issu des champignons a un degré de désacétylation de 60 a 90% et un poids
moléculaire moyen de 1 & 2.10° Da. Ces paramétres dépendent fortement de ’espéce fongique
utilisée et des conditions de traitement appliquées au cours du processus d’extraction du

chitosane (lvshina et al., 2009).
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Figure 1.3: Structure chimique du chitosane (Olteanu et Enescu, 2007).
1.2.3. Glucanes : Définition, structure et caractéristiques

Le glucane est un polysaccharide d’importance majeure dans la structure pariétale. Ce
polymere est constitué exclusivement de monomeres de D-glucose. Selon leur structure, les
glucanes peuvent étre divisés en deux grands groupes: les a-glucanes et les B-glucanes. Les
deux sont présents dans un grand nombre de champignons a quelques exceptions pres de
certaines especes de Basidiomycota, par exemple Armillaria mellea (Hernandez et al., 1993)
et les Zygomycota. Presque toutes les études sur ces polysaccharides ont été réalisées avec des
champignons Ascomycota, le pourcentage des glucanes présents dans la paroi de ces derniers
est le plus signifiant (Bowman et Free, 2006).

La plupart des a-glucanes sont constitués d'unités glucosyle reliées par des liaisons a-(1-3) ou
a-(1-4). Les a-(1-3)-glucanes, liés a la paroi cellulaire, sont des homopolymeres linéaires
insolubles dans I'eau, mais soluble dans les solutions alcalines froides (Sanchez-Hernandez et
al., 1993). Les B-glucanes sont principalement constitués d'unités glucosyle liées par des
liaisons B-(1-3) et/ou B-(1-6). Les PB-(1-3)-glucanes sont les polysaccharides les plus
abondants présents dans les parois cellulaires des champignons, ces B-(1-3)-glucanes sont
faiblement cristallins (figure 1.4). Les B-glucanes sont liées a la chitine par des liaisons
covalentes en passant par des acides aminés, ce lien explique I’insolubilité d’une partie des

glucanes sous les conditions alcalines (Sietsma et al., 1977 ; Ruiz-Herrera, 2012).

1.2.3.1. B-(1-3)-glucanes

Les B-(1-3)-glucanes sont composes de longs polymeéres linéaires de B-(1-3)-glucose
avec quelques branchements en [-(1-6) (Legentil et al., 2015). Les chaines de B-(1-3)-
glucanes sont constituées d’environ 1500 unités de glucose, avec une structure microfibrillaire

qui peut participer a la rigidité des parois cellulaires. Les B-(1-3)-glucanes peuvent étre liés
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covalemment a d’autres composés des parois : ses régions non réductrices se lient aux
extrémités réductrices de chaines de chitine via des liaisons B-(1-4), B-(1-6) et B-(1-3)-
glucanes (Lesage et Bussey, 2006). Chez les levures, les parois cellulaires de C. albicans et
S. cerevisiae contiennent, respectivement, 30-39% et 30-45% de B-(1-3)-glucanes (Aguilar-
Uscanga et Frangois, 2003 ; Ruiz-Herrera et al., 2006). Chez les oomycetes, des études
détaillées chez le genre Phytophthora ont permis de déterminer la teneur et la structure des
B-(1-3)-glucanes, appelés aussi glucanes non cellulosiques. En effet, le mycélium de
Phytophthora cinnamomi contient 66% de B-(1-3)-glucanes (Bartnicki-Garcia, 1966). Chez
I’espece Phytophthora palmivora, les parois cellulaires des kystes et des sporanges
contiennent respectivement 48% et 54% de glucanes dont 6-8% sont des unités de glucoses

avec des liaisons B-(1-3).

1.2.3.2. B-(1-6)-glucanes

Les B-(1-6)-glucanes sont formés d’environ 350 monomeres de glucose. Les chaines
de B-(1-6)-glucose sont de nature amorphe et pourraient agir comme une «colle» en formant
des liaisons covalentes avec des B-(1-3)-glucanes, de la chitine et des mannoprotéines des
parois cellulaires (Kollar et al., 1997). Les B-(1-6)-glucanes représentent des teneurs variables
dans la paroi cellulaire des champignons (Ruiz-Herrera et al., 2006). Les -(1-6)-glucanes ont
été largement rapportés parmi les champignons filamenteux, incluant les Hemi-ascomycetes,
archaea (Archéobactéries), Euascomycetes (vrais ascomycetes) et Basidiomycetes (Vink et
al., 2004).

/‘ B (1-3)-linkle\d Branch
CH)OH | & N
- . CH,0H CH,0H
""""" /_ ( OICHa 00 00
| 0 0 ..... B (1-6) Branch point
i 8 ! CHOH CH,OH
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Figure 1.4: Liaisons B-(1-3) et B-(1-6) d’un polysaccharide B-glucane des levures (Volman et
al., 2008)
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1.3. Présentation de I’espéce fongique « Penicillium camembertii »

Les moisissures sont des champignons inférieurs, microscopiques, hétérotrophes,
filamenteux et immobiles dont la structure cellulaire est celle d’une cellule eucaryote
classique et comportant environ 1850 genres et 15000 especes (Botton et al., 1990),
essentiellement aérobies. Certaines sont des saprophytes se développant aux dépens de
substrats inertes ou en voie de décomposition, d’autres vivent en symbiose avec des végétaux,
d’autres enfin sont des parasites des animaux et des végétaux (Bourgeois, 1996 ; Bouix et
Leveau, 1993). Les moisissures possédent un appareil végétatif constitué par des hyphes plus
ou moins enchevétrés provenant des spores et constituant un thalle filamenteux appelé
mycélium. Les moisissures ont marqué leurs intenses utilisations dans divers domaines
industriels : la transformation des stéroides (Chabasse et al., 2002), la production
d'antibiotiques ainsi que la production d'enzymes ou d'acides organiques (Sicard, 1982).

Les spores, du genre Penicillium, sont dispersées dans lI'atmosphére avec le moindre courant
dair. Elles ne germent pas dans I'eau pure mais peuvent le faire rapidement en présence de
traces de nourriture ou sur les fruits. Le nom Penicillium signifie en latin « pinceau » et fait
référence a l'apparence du conidiophore (l'organe qui porte les spores) du champignon (figure
1.5) (Pitt, 1979).

Penicillium camembertii (P. camembertii) est une moisissure filamenteuse blanche pouvant
étre responsable de 1’apparence caractéristique des fromages a pate molle, tels que le
Camembert, le Brie et les flaveurs associées a ces types de fromages affinés (Lenoir, 1970 ;
Desmazeaud et al., 1976 ; Karahadian et al., 1985 ; Molimard et Spinnler, 1996).

1.3.1. Taxonomie

P. camembertii est une moisissure anamorphe (reproductrice asexuée) qui forme un
mycélium blanc duveteux (Samson et al., 2004). Sa classification est basée sur des caractéres
purement morphologiques comme : la structure, les modes de reproduction ainsi que les
caractéristiques des spores (Davet, 1996). Selon les travaux de Webster et Weber (2007),
P. camembertii est classé comme suit:

e Régne :Fungi
e Division : Ascomycota
e Classe : Eurotiomycetes

e Ordre : Eurotiales
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e Famille : Trichocomaceae

e Genre :Penicillium Link (1809)

e Espece : Penicillium camembertii
Penicillium camembertii peut étre nommé de plusieurs fagons et ce en raison d'anciennes
appellations. En 1809, apres avoir identifié le genre Penicillium, le chercheur Link le divisa
en trois espéces et donna le nom de Penicillium candidum a toutes les variantes blanches
(Moreau, 1979). Ce nom est encore fréquemment utiliseé dans I'industrie fromagere
(Bockelman, 2010). En 1905, Mazé nomme Penicillium album la moisissure du Camembert,
pourtant ce nom avait préalablement été donné a d'autres moisissures. Des fromagers frangais
emploient encore le nom de Penicillium album pour le ferment d'affinage du Camembert
méme si celui-ci n'a jamais été scientifiquement approuvé (Moreau, 1979). En 1977, Samson
et ses collaborateurs, ont proposé de réunir deux types de moisissures utilisées pour la
fabrication du Camembert sous le nom de P. camemberti : P. caseicolum Bainer, formant des
thalles blancs et P. camemberti Thom, formant des thalles blancs devenant l1égérement gris.
Ces espéces eétaient auparavant jugées différentes sur des bases morphologiques et

physiologiques peu spécifiques (Samson et al., 1977).

1.3.2. Caractéres morphologiques

Les Penicillium se distinguent par leur organisation en pinceaux. Le thalle, composé
de filaments mycéliens septés et hyalins, porte des conidiophores lisses ou granuleux, ramifiés
ou simples qui se termine par un pénicille. Les conidiophores peuvent étre agrégés en
corémies individualisés ou groupés en faisceaux, comme ils peuvent étre isolés (figure 1.5)
(Ripert, 2013). Selon Pitt (1979), I’espéce P. camembertii possede les caractéres
morphologiques suivants:

« Sur milieu de Czapek gélosé, thalles croissant lentement, atteignant un diametre de

2-3,5 cm en 2 semaines a 25 °C, constitués de mycélium aérien floconneux pouvant

avoir jusqu'a 1 cm de hauteur, d'abord blanc, demeurant de cette couleur ou devenant

jaunatre, créme (rarement) ou gris-verdatre, cette derniére coloration apparait
généralement assez tardivement au cours du développement du thalle.

* Pénicilles grands et irréguliers: biverticillés, triverticillés ou quadriverticillés.

+ Conidiophores finement granuleux ou rarement lisses portés par des hyphes aériens.

* Conidies lisses disposées en chaines enchevétrées sub-globuleuses ou globuleuses de

taille variable.
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* Paroi des stipes lisse ou rugueuse.
* Appareil sporifere triverticillé.

* Phialides ampouliformes, avec un col long et large (Cerning et al., 1987).

Conidiophore :  structure
formée des phialides, de
I'hyphe fertile et de ses
ramifications. entre 1'hyphe
végétatif et les conidies

Phialide : cellule-mére fertile
« bourgeannant » des conidies

Métule : est la derniére

i Conidies : spores
ramification

asexuées formant des

porteuse des
cellules

chaines

tnverticillé

Figure 1.5: Structure de I’appareil sporifére du Penicillium camembertii (Cerning et al., 1987)

1.3.3. Structure et composition de la paroi cellulaire du Penicillium camembertii

La paroi fongique est une enveloppe fibreuse qui représente environ 30% du poids sec
total de la cellule (Valentin et al., 1987), elle assure la protection des moisissures vis-a-vis des
agressions du milieu extérieur, telles que la pression osmotique, la variation du pH, la
température ou les chocs mécaniques (Klis et al., 2009).

La paroi cellulaire est constituée d’une structure squelettique interne formée par un réseau
tridimensionnel de B-(1-3)-glucanes qui entoure la cellule entiere. Des mannoprotéines sont
retrouvées a I’extérieur de cette structure squelettique. La structure squelettique est aussi
renforcée par une quantité de chitine liée covalemment aux f3-(1-3)-glucanes.

Les lipides constituent une composante mineure de la paroi cellulaire, allant de 1 a 10%. La
présence des stérols, des esters de stérol, des triglycérides, des acides gras libres et des
phospholipides est également décrite dans la littérature, 1l est possible que ces éléments jouent
un réle dans la protection de la paroi contre le desséchement (Ruiz-Herrera, 1992). La souche
P. camembertii contient 25,2% de lipide (Bizet et al., 1997), en accord avec Fanni (1977) qui
a rapporté une quantité de 23,5% pour la méme souche se développant sur le fromage.
Cochrane (1958) a montré une variabilité élevée de la teneur en lipides, de 1,4 a 34,5% en

matiére séche pour P. chrysogenum et P. griseofulvum, respectivement.
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Les protéines représentent 2 a 30% du poids sec de la paroi d’un champignon. Les plus
fréguemment retrouvées sont des glycoprotéines (Bowman et Free, 2006). L’espéce
P. camembertii contient 33,3% de glucides totaux (Bizet et al., 1997). Cavazzoni et Adami
(1992) estiment la teneur en glucides dans les champignons est comprise entre 30 et 61,2%.
En ce qui concerne les cendres, P. camembertii contient 4,5% (Bizet et al., 1997). Les
minéraux représentent 3,4% de poids sec (Bizet et al., 1997).

Il faut signaler que la composition de la paroi fongique peut étre modifiée selon la
phase du cycle cellulaire, les conditions du milieu ainsi que le stade de développement du
champignon (De Groot et al., 2005). Le taux de chaque composant dépend des conditions de
croissance, de la nature de la source des éléments nutritifs, du pH, de la température et du
mode de culture des cellules (milieu solide ou liquide) (Grisaro et al., 1968 ; Aguilar-Uscanga
et Francois, 2003 ; Ruiz-Herrera, 2012).

1.3.4. Caractéres physiologiques

a) Vitesse de croissance

La croissance de P. camembertii commence par la germination des spores. Cette étape
survient lorsque des conditions favorables sont présentes (Roca et al., 2005). Comparé a
d’autres espéces, P. camembertii a une faible vitesse de croissance, il forme des colonies de
25 a 35 mm de diameétre sur I’extrait de malt-gélose en deux semaines a 25 °C (Choisy et al.,
1984). Geénéralement, les Penicillium ont une croissance plus importante et surtout plus rapide
en début de culture. Le temps nécessaire a l'apparition d'une teinte verte pale, due a la
sporulation, est trés variable, de 4 a 14 jours a 22 °C pour les variétés blanches ; mais il peut
étre beaucoup plus court si on se réfere a Rapper et Thom (1949). Ces auteurs ont constaté
que I'épaisseur du mycélium se situe entre 2 et 3 mm ou entre 5 et 7 mm apres le quatrieme

jour de croissance (Rapper et Thom, 1949).

b) Température

La température joue un rble prépondérant dans la croissance mycélienne de
P. camembertii, elle intervient également dans la sporulation et la germination des spores
(Tiwari et al., 2007).
La plupart des moisissures sont mésophiles, se développent entre 15 et 30 °C avec une
croissance optimale aux environs de 25-30 °C (Botton et al., 1990 ; Julien, 2002). Chez

certaines espéces (psychrophiles ou psychrotolérantes), les spores survivent a de tres basses
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températures (jusqu'a -190 °C) et resteront aptes & germer lors du retour & des conditions
normales (Sun et al., 2008). D’autres espéces sont thermophiles et peuvent croitre dans de
hautes températures (au-dessus de 50 °C) avec une croissance optimale aux environs de 20 a
25 °C (Botton et al., 1990). P. camembertii a une croissance optimale a une température qui
se situe entre 20 et 25 °C. Il peut croitre lentement & 4 °C mais pas a 37°C (Jakobsen et al.,

2002). Ces données concordent avec les températures de la production de Camembert.

¢) Humidite

Les moisissures ont, en général, un besoin faible en eau par rapport aux autres
microorganismes. Néanmoins, I’humidité a une grande influence sur le développement des
moisissures, non seulement sur la croissance mycélienne et la sporulation mais également sur
la germination des spores (Bourgeois, 1996).
Les moisissures a mycélium non cloisonné sont les plus sensibles a la dessiccation ; leur
développement s’arréte lorsque le potentiel hydrique descend au-dessous de -4 MPa, tandis
que les moisissures & mycélium cloisonné sont les plus résistantes, elles peuvent supporter
jusqu’al0 MPa environ. Cependant, les Penicillium peuvent, en général, se développer a des
potentiels hydriques de I’ordre de -20 MPa (Davet, 1996).
La souche P.camembertii affectionne principalement les milieux humides ou I’activité de

I’eau est élevée (aw).

d) Oxygene (aération)

La quantité d’oxygeéne mise a la disposition des moisissures est un facteur important
pour le développement (Nathalie et al., 1993). P. camembertii est une moisissure strictement
aérobie (Pitt, 1979) ; les souches les plus exigeantes vivent dans les régions périphériques des
substrats, les moins exigeants peuvent se développer en profondeur. Certaines peuvent méme
supporter une anaérobiose trés stricte (Bourgeois, 1996 ; Botton et al., 1990). Généralement,
c’est I’oxygene dissous dans le milieu qui influe sur le développement plus que 1I’oxygéne
atmosphérique, d’ou I’intérét d’une agitation vigoureuse (150 a 200 rpm) pour avoir une

aération adéquate et suffisante pour un bon développement de la moisissure (Pitt, 1979).

e) pH
La grande majorité des champignons filamenteux se développent dans une zone de pH
de 4,5-8,0 (Botton et al., 1990), mais ils peuvent croitre dans une large gamme de pH avec

une tendance a croitre dans des milieux Iégerement acides.
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Le pH influe sur la croissance des moisissures, soit directement par action sur la membrane
cellulaire, soit indirectement en agissant sur la disponibilité des éléments nutritifs (a pH acide,
le fer reste sous forme d’ions ferreux assimilables). La plupart des moisissures n’ont que peu
d’exigence concernant le pH car elles savent 1’ajuster rapidement a leur convenance (Nigam
et Singh, 1995) ; elles modifient souvent le pH du milieu par absorption sélective, échange
d’ions, production de CO, ou de NH3 ou par production d’acides organiques (Boiron, 1996).

P. camembertii marque une croissance optimale dans une gamme de pH comprise entre 4,0 et
6,0. Les variations de 3,0 et 8,0 ont peu d’influence sur le développement des souches

commerciales (Pandey et al., 2000).

f) Lumiere

Généralement, les radiations du spectre visible (380 -720 nm) n’ont pas d’action sur la
croissance vegeétative des champignons mais peuvent agir sur la sporulation. La plupart des
moisissures n’exigent pas de lumiére pour leur croissance, ni pour la germination de leurs
spores (Botton et al., 1990).

1.3.5. Les exigences nutritionnelles

Les moisissures sont des microorganismes hétérotrophes, elles exigent donc la
présence des eléments nutritifs de base (carbone, azote et ions minéraux) dans le milieu qui
assure leur croissance. La panoplie enzymatique extrémement riche qu’elles possédent leur
confere I’aptitude d’utiliser les substrats les plus complexes d’une maniere plus efficace que
les bactéries.

Leur digestion doit commencer dans le milieu extérieur par des enzymes excrétées
(extracellulaires) ou liées a la paroi, car seules les molécules de taille relativement petite

peuvent franchir les parois et gagner le cytoplasme (Davet, 1996).

a) Sources de carbone et d’azote

Les moisissures se comportent, généralement, en chimio-organotrophes hétérotrophes.
La nature des substances carbonées conditionne le développement des spores présentes sur un
substrat donné et sera a l’origine des successions des flores qui colonisent ce dernier
(Lamberet et Lenoir ,1976).
La croissance la plus élevée est obtenue avec le fructose et le maltose (Botton et al., 1990).
Les substances organiques, telles que les déchets issus de 1’industrie agro-alimentaire comme

les mélasses des betteraves, des oranges, des abricots, des dattes et le lactosérum provoquent a
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la fois une meilleure sporulation et une meilleure croissance pondérale des moisissures
(Gerhartz, 1990 ; Krasniewski et al., 2006).

La source d’azote n’a pas seulement un effet sur la croissance des microorganismes ; elle est
ajoutée particuliérement dans les cultures pour produire de métabolites et d’enzymes. On
utilise des sources azotées minérales comme le sulfate d’ammonium (NH,4),SO,4 (Pederson et

Nielsen, 2000) ou organique comme les caséines (Kathiresan et Manivannana, 2006).

b) Les sels minéraux

La présence des ions minéraux et des métaux dans le milieu de culture est nécessaire
pour la croissance et la reproduction de plusieurs espéces fongiques, il s’agit essentiellement
de SO,%, PO,>, Mn*" K* et Na* avec des concentrations plus au moins différentes selon
I’espece (Uchikoba et al., 2001).
Le genre Penicillium pourrait voir sa croissance légerement stimulée aux faibles
concentrations en sel, de 1 a 5%, mais une concentration de 20% est nécessaire pour entrainer
une inhibition totale de la croissance (Lamberet et al., 1976) ; Choisy et al., 1984). Pour
P. camembertii, la sensibilité au sel est assez faible (il tolére 20-25% de NaCl). La présence
de phosphates, de magnésium et de divers oligo-éléments minéraux dans le milieu de culture

est favorable a la croissance de P. camembertii (Lenoir et al., 1979).

1.3.6. Les applications industrielles du Penicillium camembertii

Actuellement, les moisissures jouent un role primordial dans divers domaines; elles
sont mises a profit des industries alimentaires et chimiques, de la biolixiviation et de la
biotransformation. Leur intérét économique provient essentiellement de leur activité
biologique dans la production d’un ensemble trés varié de molécules produites au cours des
métabolismes primaires et secondaires, exploitées en particulier en médecine ainsi que par

I’industrie pharmaceutique (Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992).

a) Fabrication des fromages

La souche P. camembertii joue un réle prédominant dans le développement de la
texture molle et des arémes caractéristiques des fromages a crolte fleurie (Molimard et
Spinnler, 1996 ; Desmasures, 2014). Du point de vue des caracteristiques physiques, le
mycélium de cette moisissure présente une grande élasticité qui lui permet de s'adapter a la
déformation durant le conditionnement du fromage. Sa faible perméabilité a la vapeur d'eau

(2,42.10"° m®s?) (Bizet et al., 1997), ainsi que la forte capacité de fixation de vapeur d'eau
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du film, ralentissent les transferts d'eau entre la crolte du fromage et l'air ambiant. Par
conséquent, P. camembertii joue véritablement le r6le de premier emballage autour du
fromage, ce qui lui donne une résistance contre les microorganismes pathogenes (Bizet et al.,
1997).

b) Fabrications pharmaceutiques
L’enzyme a-amylase est produite industriellement a partir de P. camembertii
(Nouadri, 2011). Les a- amylases fongiques sont utilisées comme:

e Aide digestif pour éviter les dyspepsies et les fermentations intestinales (Liu et al.,
2010).

e Agent anti-inflammatoire en soutenant le traitement antibiotique (Lo et al., 2001).

c) Lutte contre la pollution

La souche P. camembertii joue un role prépondérant dans la bioremédiation des
polluants. Elle se trouve trés efficace dans le traitement des effluents formés pendant le
blanchiment au chlore des péates a papier. Ces dernieres contiennent une large gamme de
composés organiques chlorés qui sont connus pour leur comportement récalcitrant dans
I'environnement en raison de leurs teneurs élevés en chlore ainsi que leur toxicité aigué
(Taseli et Gokcay ,1999). Les études effectuées avec le pentachlorophénol (PCP), le
2-chlorophénol et I'acide trichloroacétique ont montré que des hydrocarbures aromatiques
chlorés étaient mieux déchlorées par P. camembertii par rapport aux hydrocarbures
aliphatiques chlorés et que les composeés cycliques avec de nombreux atomes de chlore étaient
mieux dégradées que ceux ayant moins d'atomes de chlore. Il faut signaler que PCP est un
hydrocarbure chloré utilisé comme insecticide et fongicide, il est principalement utilisé pour
protéger le bois contre la pourriture fongique et les insectes xylophages. Ce composeé est tres
toxique, notamment lorsqu’il pénétre dans la peau ou inhalé (Taseli et Gokcay, 2005).
Des études dirigées par Dugal et Gangawane en 2012 ont montre la tolérance de nombreuses
especes, appartenant au genre Penicillium (exemple P. oxalicum), a des concentrations
importantes en métaux lourds grace a leur aptitude a développer des résistances contre ce
genre de polluants (exemple, les ions Cd*"). Cette propriété est prometteuse pour le domaine
de mycoremédiation (bioremédiation par des champignons) des eaux contaminées par les
métaux lourds. Dans le méme contexte, Hemambika et al (2011) ont signalé que la capacité
éventuelle d’élimination des ions Cd** par des espéces appartenant au genre Penicillium isolé

en Inde est presque totale.
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1.4. Procédés d’isolation des polysaccharides fongiques
1.4.1. Culture du mycélium fongique : mode et parameétres de fermentation

La fermentation des champignons filamenteux pour la production de mateériel
chitineux peut offrir Il'opportunité de manipuler et standardiser les propriétés
physicochimiques des matériaux en contrélant les parameétres de la fermentation (Tan et al.,
1996). Le rendement en chitosane issu de la biomasse fongique dépend largement de plusieurs
facteurs, tels que les souches des champignons utilisés, les méthodes de culture et les
paramétres du procédé (pH, température, vitesse de mélange, temps d'incubation et le bouillon
rhéologique). Une augmentation du rendement en chitosane peut étre obtenue soit par
l'augmentation du rendement de la biomasse ou par une augmentation de la teneur de la paroi
cellulaire en chitosane (Jaworska et Konieczna, 2001).

La biomasse fongique est produite par fermentation, soit sur solide (appelée solid state
fermentation SSF), soit en milieu liquide (appelée Submerged Fermentation SmF). La culture
liquide (SmF) présente un avantage spécifique car elle permet un controle plus aisé des
paramétres de fermentation, tels que le pH, la température d’incubation et la concentration en
nutriments dans le milieu de fermentation (Arcidiacono et Kaplan, 1992). Expérimentalement,
I’isolation de la chitine et du chitosane est fréeqguemment effectuée en milieu de culture YPG
(Yeast Peptone Glucose broth), milieu PDB (Potato Dextrose Broth) ou milieu MSM
(Molasses Salt Medium). Chatterjee et al (2004) ont comparé les performances de différents
milieux et n'ont pas trouvé de différences significatives entre les rendements et les propriétés
physico-chimiques du chitosane et de la chitine obtenus. Généralement, les milieux préconisés
par un grand nombre d’auteurs dans la production du chitosane a partir des champignons,
contiennent de I'extrait de levure, du D-glucose et de la peptone (milieu YPG) (Nwe et
Stevens, 2002 ; Khalaf, 2004 ; Streit et al., 2009 ; Kannan et al., 2010 ; Tai et al., 2010). Au
cours de la derniére décennie, la fermentation sur milieu solide SSF a suscité un intérét
scientifique croissant, car elle offre plusieurs avantages économiques et pratiques par rapport
a la fermentation liquide (SmF): un rendement et une qualité des produits supérieurs et
meilleurs, une sécurité, une recupération améliorée des produits, une réduction des déchets

ainsi que des colts d’exploitation des usines les plus faibles (Blandino et al., 2002).

Le pH initial du milieu SSF influe fortement sur la vitesse de croissance fongique
(Barbosa et al., 1997). La plupart des champignons, responsables de la pourriture blanche,

poussent dans le sol a des valeurs du pH légerement acides, comprises entre 4 et 5 (Dube,
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2013). Nwe et Stewens (2004) ont démontré un faible poids moléculaire (Mw) du chitosane a
pH 3,77 (Mw = 235155 KDa) et 4,92 (Mw = 237+15 KDa), il est augmenté a un pH d'environ
5,5 (Mw = 317+46 KDa) dans la fermentation SSF. Arcidiacono et Kaplan (1992) ont observé
que la biomasse du Mucor rouxii et le poids moléculaire & un niveau constant dans la plage de
pH 4,0 (Mw est de 462 KDa) a 5.0 (Mw est de 425 KDa) et diminuaient & pH 3 (Mw est de
325 KDa) et que le poids moléculaire augmentait Iégerement a pH 6 (Mw est de 550 KDa)
dans SmF.

La température influence les activités metaboliques et la croissance microbienne, ce
qui affecte la production. Afin de déterminer I'effet de la température sur la production du
chitosane fongique, Gharieb et al.,, 2015 ont réalisé une fermentation a différentes
températures : 20; 25; 30 et 35 °C. Le rendement augmentait avec l'augmentation de la
température de 20 a 30 °C et diminuait, ensuite, & 35 °C. Une production maximale du
chitosane a été observée a 30 °C: 17 mg/50 mL de milieu YPG pour la souche
Cuninghamella, 5,7 mg/50 mL de milieu YPG pour la souche Mucor et 6,5 mg/50 mL de
milieu YPG pour la souche Rhizopus.

Comme le chitosane est un biopolymére contenant de l'azote, les champignons ont
besoin d'une source d'azote inorganique ou organique en tant que nutriment pour produire de
chitine/chitosane au niveau de leur paroi cellulaire. Les champignons utilisent directement les
ions d’ammonium comme source d'azote, tandis que les autres formes d'azote inorganiques
sont d'abord réduites au niveau rédox de lI'ammonium. La source d'azote est considérée
comme l'un des facteurs importants de la production du chitosane par les champignons. Parmi
les différentes sources d'azote, l'urée s'avere étre la meilleure source d'azote pour la
production du chitosane fongique par fermentation en substrat solide (SSF) (Nwe et Stevens,
2004). Arcidiacono et Kaplan (1992) ont démontré que I'on pouvait augmenter le poids
moléculaire du chitosane en utilisant davantage de source d’azote (peptone) dans le milieu de
fermentation submergé. Gharieb et al (2015) ont étudié 1’effet des différentes sources d'azote
sur le rendement du chitosane libre. Le nitrate de sodium (NaNOs) a produit la plus grande
quantité avec 23 mg/50 mL de milieu YPG pour la souche de Cuninghamella et 10 mg/50 mL
de milieu pour la souche de Mucor, alors que 1’urée a été le meilleur substrat pour la souche
Rhizopus (13 mg/50 mL de milieu YPG). En l'absence de source d'azote, le rendement en
chitosane a été considérablement réduit. On peut donc en conclure gque cette source d'azote est

un parametre important dans la production du chitosane fongique.
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1.4.2. Extraction de la chitine et du chitosane libre (chitosane naturel)

Divers procédés d’extraction du chitosane a partir des especes fongiques ont été
développés dans la littérature. Les procédés chimiques d’extraction du chitosane a partir d’une
biomasse fongique sont similaires au processus industriel de son extraction a partir des
crustacés (crevettes), excepté 1’étape de deminéralisation, cela est di au faible teneur de
mycélium fongique en minéraux (Synowiecki et Al-Khateeb, 1997). Généralement, le
processus d’extraction comporte trois étapes : la premiére est le traitement alcalin qui permet
d’éliminer les protéines et les polysaccharides solubles, la deuxiéme étant le reflux acide qui
vise a séparer la chitine du chitosane libre, et I’étape de précipitation en milieu basique qui
permet de récupérer le chitosane pur.

La chitine est insoluble dans la plupart des solvants alors que le chitosane est soluble
dans la plupart des solutions acides a pH <6,5, telles que les acides formique, acétique,
citrique, chlorhydrique, lactique et tartrique (Peniston et Johnson, 1980 ; Le Houx et Grondin,
1993). Ce dernier est insoluble dans les acides phosphorique et sulfurique a la température
ambiante mais avec une solubilité possible dans ces solutions en ébullition. Le chitosane est
extrait a partir de la paroi cellulaire de champignons par un processus d'extraction en deux
étapes successives: traitements basiques puis acides (Rane et Hoover, 1993 ; Crestini et al.,
1996) . Les protéines, les lipides et les polysaccharides, solubles dans les bases, sont d'abord
dissous dans une solution alcaline NaOH 2-4% a 90-12 °C pendant 15 -120 min, le résidu de
la paroi cellulaire renferme du chitosane naturel et une fraction AIM (Matériel Insoluble en
milieu Alcalin). La fraction AIM est ensuite traitée avec une solution acide, telle que 1’acide
acétique 2-10% a 25-95 °C pendant 1-24 heures afin de dissoudre les substrats solubles en
milieu acide, nommés fraction AcSM. L’autre fraction insoluble récupérée par
filtration/centrifugation représente la fraction AcIM (matériel insoluble en milieu acide
acetique). La fraction AcSM est généralement considérée comme riche en "chitosane naturel”
et peut étre précipité en augmentant le pH a 9-10. La pesée est réalisée aprés separation par
centrifugation puis lavée a I'éthanol (Tan et al., 1996 ; Synowiecki et Al-Khateeb, 1997 ;
Chatterjee et al., 2005).

Dans une autre étude, Rane et Hoover (1993) ont étudié I'extraction du chitosane de
mycélium d'Absidia coerulea A TCC 14076 en utilisant des traitements alcalins et acides a
chaud. Des traitements alcalins ont été effectués a 95 °C et a 121 °C dans ’autoclave en
utilisant du NaOH avec des temps d'extraction variables (de 30 min jusqu’a 6 h). Les

traitements acides ont été effectués a 95 °C avec des acides chlorhydrique, formique et
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acétique dans différents temps d'extraction (de 3 h jusqu’a 12 h). Les rendements les plus
élevés en chitosane ont été obtenus avec une extraction alcaline a 121 °C pendant 30 min et
une extraction a l'acide chlorhydrique a 95 °C pendant 12 h. Les effets sur le degré DA et la

viscosité du chitosane des différents traitements ont également été examines.

1.4.2.1. Influence des parametres d’extraction sur le rendement en chitine et en chitosane

libre

a) Effet du traitement alcalin

La concentration de la base, utilisée dans le processus d'extraction, affecte de maniére
significative le degré DA (Hu et al., 1999). Kannan et al (2010) ont démontré qu'une
augmentation de la concentration de la base entrainait une augmentation significative du
DDA. La concentration de la base doit étre soigneusement optimisée pour la production de

produits hautement cohérents (Hu et al., 1999).

b) Effet du traitement acide

La nature de l'acide utilisé peut affecter le rendement final en chitosane au cours de
I'extraction. L'utilisation de I'acide formique (6% v/v) en tant que solution d'extraction s'est
révélée avoir un rendement plus élevé en chitosane par rapport a l'acide acétique, suivi de
I'acide chlorhydrique (Hu et al., 1999). Les auteurs ont également observé que lors de
I'extraction du chitosane, divers acides produisaient des interactions et des effets différents a
la méme période d'extraction et a la méme concentration. L'extraction du chitosane a l'aide
d'acide chlorhydrique (concentration 8%) donnait un degré DA de 89%, nettement supérieure
a I’extraction du chitosane a I’aide I'acide acétique et de I'acide formique (76,16%) (Kannan et
al., 2010). Cependant, il a été constaté que l'acide chlorhydrique, étant un acide fort par
rapport aux acides acétique et formique, provoque une plus grande hydrolyse des fractions
acétyle ainsi qu'une hydrolyse au sein du réseau de monomeres du chitosane. L'augmentation
de la concentration des différents acides a également entrainé une augmentation du degré DA.
Une concentration élevée en acide et une température élevée produisaient du chitosane de
couleur plus sombre, tandis que des traitements plus doux donnaient du chitosane de couleur
plus claire.

Dans une autre étude, Alagesan et al (2016) ont utilisé différents acides pour

I'extraction du chitosane a partir du champignon P. chrsogenum cultivé dans un bouillon
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Czapex Dox. Les résultats obtenus ont révélé que le traitement a I'acide acétique donne le

rendement le plus élevé, suivi par l'acide chlorhydrique et I'acide sulfurique.

c) Effet de latempérature et de la durée des traitements

Des températures plus élevées et des périodes d'extraction plus longues sont nécessaires
pour permettre des interactions efficaces entre la base, telle que NaOH, et les constituants de
la paroi cellulaire fongique, ce qui réduira & son tour la possibilité d'extraire des
concentrations plus élevées du chitosane. De plus, un temps d'extraction plus long permet
également a la base d'agir plus longtemps sur les structures de la chitine et du chitosane pour
les séparer des autres polysaccharides de la paroi. Kannan et al (2010) ont atteint un
rendement maximal en chitosane a 121 °C apres 30 min. lls ont également constaté que le
degrée DA augmentait avec la durée d’extraction (optimum a 30 min), ainsi que la

température (optimale a 121 °C) utilisées lors du traitement alcalin (Kannan et al., 2010).

1.4.3. Extraction du chitosane total

a) Traitements chimiques (basique et acide)

Les etudes effectuées sur Gongronella butleri et Absidia coerulea ont montré que la
meilleure dissociation du mycélium est obtenue lorsque celui-ci est traité avec NaOH 11 M a
45 °C pendant 13 h, suivi du traitement de la fraction AIM par une solution d’acide acétique a
concentration 0,35 M a 95 °C pendant 5h (Nwe et al., 2010). L’utilisation de NaOH a forte
concentration 11 M permet d’effectuer simultanément 1’élimination des protéines, les
glucanes solubles, les autres polysaccharides, I’ADN et I’ARN ainsi que la conversion de la
chitine en chitosane. Ce dernier étant insoluble en milieu alcalin, il est récupéré apres lavage a
I’eau distillée jusqu’a pH neutre (Nwe et al., 2010). Dans ce cas, le chitosane libre et le
complexe chitosane-glucane peuvent se retrouver dans la fraction insoluble AIM (Nwe et
Stevens, 2002). Lors du traitement acide, il a été constaté que ces polymeéres restent en
suspension dans 1’acide acétique (tableau 1.5). Pour pouvoir séparer la fraction AIM en ses
différents constituants, la liaison covalente entre le chitosane et le glucane doit étre brisée par

hydrolyse enzymatique.
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Tableau 1.5: Comportement des constituants de la fraction AIM en solution suivant le pH
(Nwe et al., 2010)

Solubilité du chitosane et des glucanes

pH de la solution  Chitosane Glucanes Chitosane-glucanes
4 soluble Insoluble Suspension turbide
9 Précipité Soluble Précipité

Insoluble

Suivant sa nature polycationique, le chitosane se dissolve dans les acides organiques a pH 4 et
il se précipite a pH 9 alors que la plupart des glucanes sont insolubles dans les mémes
conditions. Les constituants de la fraction AIM forment une suspension stable a pH 4 (Nwe et
Stevens, 2002). Ces observations ont permis de supposer que le glucane et le chitosane sont
liés I’un a I’autre et montrent des comportements de suspension/précipitation suivant la nature
physico-chimique du chitosane constitutif du complexe : a pH 4, le chitosane est partiellement
protoné, ce qui lui confére ’aptitude de maintenir le complexe en suspension, tandis qu’a pH
9, le chitosane perd ses charges et ne peut plus maintenir le complexe, ce dernier se précipite
(Nwe et Stevens, 2002a).

b) Traitement enzymatique

Selon les travaux de Nwe et Stevens (2002) par rapport a la paroi cellulaire du
champignon Gongronella butleri, la turbidité de la suspension décroit de la turbidité initiale
de 1000 NTU jusqu’a 10 NTU lorsqu’elle est traitée par I’enzyme commerciale 1’a-amylase
dans les conditions optimales : pH 4,5 ; 4% (v/v) d’enzyme a 65 °C pendant 3 h a une vitesse
d’agitation de 225 rpm.
La séparation des phases (instabilité de la suspension) s’est produite par 1’action enzymatique,
le dépdt est riche en glucanes alors que le surnageant (clair) renferme du chitosane total.
Selon Nwe et Stevens (2002), le chitosane total représente le chitosane libre et le chitosane

résultant du clivage du complexe chitosane-glucane par I’enzyme.
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1.5. Applications des polysaccharides (chitine et chitosane)
1.5.1. les sources marines

La chitine et son dérivé le chitosane ont recu une attention considérable en tant que
biopolyméres et cela en raison de leurs nombreuses applications potentielles dans
I'agriculture, I'industrie alimentaire, la médecine, la fabrication du papier, l'industrie textile et
les traitements des eaux. Cet intérét est dd a leurs nombreuses propriétés physico-chimiques et
biologiques (Flores et al., 2007 ; Alvarez et al., 2014).

1.5.1.1. Utilisation du chitosane comme adsorbant

L'adsorption sur des matériaux a faible colt s'est révélée étre I'une des méthodes les
plus efficaces pour éliminer les colorants, en particulier pour les effluents a faible
concentration (Bharathi et Ramesh, 2013). Divers matériaux ont été utilisés pour I'élimination
des colorants tels que la sciure d'oranger (Azzaz et al., 2017), le bioadsorbant a base de
cellulose (Liu et al., 2015), les différentes macro-algues marines (Omar et al., 2018 ) et le
chitosane (Vega-Negron et al., 2018).

Le chitosane peut étre fabriqué sous différentes formes, notamment des particules, des
fibres, des films et des billes pour l'adsorption (tableau 1.6). Malgré une forte affinité
d'adsorption du chitosane, l'un des inconvénients de son utilisation comme adsorbant est sa
solubilité dans certains milieux acides (pH <5,5). Il en résulte la formation de gels de
chitosane qui peuvent éventuellement conduire a des pertes de capacité d'adsorption. La
réticulation est une méthode de modification chimique qui rend le chitosane insoluble dans les
milieux acides. Le chitosane réticulé maintient une réactivité constante dans une large gamme
de pH et se caractérise par une résistance mécanique élevée (Filipkowska, 2012). La
conversion des flocons de chitosane en membrane et en film est une autre fagcon de préparer
des adsorbants a partir du chitosane présentant une structure fibreuse, de bonnes propriétés
mécaniques et des surfaces plus élevées (Dotto et al., 2013). Le chitosane sous forme de
membrane et de films a été signalé par quelques chercheurs comme adsorbant pour
I'élimination des colorants des solutions aqueuses. Régo et al (2013) ont identifié I'élimination
des colorants azoiques (tartrazine et amarante) des solutions aqueuses via un film de
chitosane. Les résultats ont montré que les films de chitosane pouvaient étre des adsorbants
appropriés a un pH de 2 et a une concentration de film de chitosane de 100 mg/L pour

I'adsorption des colorants azoiques.
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Ces derniéres années, les chercheurs ont étudie l'utilisation du chitosane et de ses
composites pour éliminer des colorants. La membrane nanofibreuse du chitosane est
considérée comme une forme prometteuse pour adsorber la substance colorée dans les eaux
usées car elle a une surface spécifique élevée et une structure de porosité macroscopique (Li
et al., 2018). Des composites du chitosane, tels que la nanofibre de mélange de poly (vinyl
alcohol) et du chitosane ont été utilisés pour éliminer les colorants anioniques : y compris
Direct Red 80 (DR80), Direct Red 81 (DR81) et Direct Red 180 (DR180) avec une capacité
d'adsorption de 102, 96 et 121 mg/g, respectivement (Mahmoodi et Mokhtari-Shourijeh,
2015).

Tableau 1.6 : Elimination des différents colorants des solutions aqueuses par du chitosane

forme du colorant Capacité Température pH référence
Chitosane d’adsorption °C
(mg/g)

Poudre Reactive black 5 200 - 7 (Guibal et al.,
2003)

Poudre Remazol yellow 417 25 2 (Kyzas et
Lazaridis, 2009)

Gelb 3RS

Poudre Acid orange 10 696,65 25 4 (Cheung et al.,
2007)

Billes Reactive red 648 25 2 (Kyzas et al.,
2011)

Billes Reactive black 5 201,90 30 4 (Chatterjee et al.,
2011)

Billes Reactive black 5 4,83 25 7 (Ong et Seou,
2013)

Film Acid red 18 194,6 25 7 (Dotto et al.,
2013)

Film Tartrazine 413,8 25 2 (Régo et al., 2013)
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1.5.1.2. Avantages et inconvénients des adsorbants & base du chitosane

Comparés aux adsorbants conventionnels utilisés pour 1’élimination des polluants des
solutions, les adsorbants a base du chitosane offrent plusieurs avantages et présentent

quelques inconvénients qu’on peut énumérer dans le tableau 1.7 (Crini, 2005) :

Tableau 1.7: Avantages et inconvénients des adsorbants a base du chitosane (Crini, 2005 ;
Crini et Badot, 2008 ; Zhou et al., 2009)

Adsorbant Avantages Inconvénients
- Polymere naturel peu colteux - Adsorbant non poreux.
- Doux pour I'environnement - Capacitt de sorption

o ) dépendant de 1’origine du
- Capacités exceptionnelles pour les ) ]
. o polysaccharide et du degré de
L liaisons métalliques et les colorants )
Matériau a base désacétylation

du Chitosane - Rendement et sélectivité élevés en ]
T : . ur... - Dépend dupH
détoxication des solutions trés diluées
ou concentrées - Exige la  modification
- Excellentes propriétés de diffusion chimique pour améliorer sa

.. ) capacité d’adsorption.
- Régénération facile.

- Basse affinité pour les

colorants basiques

1.5.2. Les sources fongiques
1.5.2.1. Activités antimicrobiennes et antifongiques

Actuellement, l'utilisation d'antibiotiques est une source de préoccupation majeure, a
savoir I'accumulation de substances synthétiques dans I'organisme ainsi que le taux élevé de la
sélection de microorganismes résistant aux médicaments connus. Par consequent, certains
groupes de chercheurs ont mene des études dans lesquelles ils utilisaient du chitosane
fongique comme agent bactéricide (De Oliveira et al., 2014 ; Souza et al., 2017). Pour que
I'action antimicrobienne se produise, plusieurs études ont montré qu’il faut que le degré de
désacétylation soit supérieur a 75% ; et que le poids moléculaire soit élevé (Amorim et al.,
2003 ; Franco et al., 2004 ; Tajdini et al., 2010 ; Moussa et al., 2013 ; De Oliveira et al.,

34



Chapitre I:Sources, caractéristiques, méthodes d’isolation et les applications
de la chitine et du chitosane

2014).

En 2014, Souza Paiva et ses collaborateurs ont testé le chitosane extrait de Cunninghamella
elegans en tant qu'agent antibactérien contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus. Cette
étude a réussi a inhiber les bactéries étudiées, prouvant ainsi I'efficacité du chitosane en tant
qu'agent antibactérien (Souza Paiva et al., 2014) .

En plus de l'activité bactéricide, le chitosane fongique peut également avoir une activité
fongicide. De Oliveira et al (2014) ont extrait le chitosane de Cunninghamella elegans pour
enrober les fruits (raisin - Vitis labrusca L.) et empécher la croissance de champignons
pathogenes. Dans cette étude, le chitosane a éte utilisé sous forme de film avec un degré de
désacétylation de 81%. Pour cette application particuliere, les mesures de la traction et de la
perméabilité du film a base du chitosane ont montré une influence significative sur les valeurs
du degre DA et du poids moléculaire. En effet, il a été souligné que si le polymére étudié avait
un faible poids moléculaire, il en résulterait une diminution de la résistance a la traction et de
la perméabilité du film. Dans le cadre de cette expérience, ils ont également constaté que ce

revétement alternatif n’influait pas sur les conditions sensorielles de ce fruit.

1.5.2.2. Biofertilisants

Les biofertilisants biodégradables, tels que le chitosane attirent le monde de la
recherche pour éviter les risques liés a l'utilisation d'engrais inorganiques. Le chitosane est un
biopolymere a base de polysaccharides qui stimule I'activité des microorganismes
symbiotiques des plantes (Bell et al., 1998 ; Murphy et al., 2000). Dans des recherches
récentes, le chitosane a été utilisé comme biofertilisant pour améliorer le rendement des
cultures avec moins de contaminations environnementales. Conformément a cette affirmation,
le chitosane en association avec le lysozyme a montré des effets bénéfiques, en réduisant de
maniere significative le taux de lésions des tiges de tomate a 14% (Neova Technologies Inc,
2010). Dans le cas de la pomme de terre, le mildiou est une maladie importante qui cause des
dommages aux rendements de la pomme de terre. Cependant, apres une inoculation du sol
avec du chitosane en tant que biofertilisant, une réduction significative de l'infestation des
tubercules par le mildiou a été constatée, une augmentation de l'absorption d'éléments nutritifs
par les plantes a également eté enregistrée (O’Herlihy et al., 2003). De méme, 1% du
chitosane mélangé avec de I'engrais améliorait la teneur en azote et en phosphore des racines
et des pousses d'Eustoma grandiflorum par rapport aux plantes cultivées dans un sol mélangé

sans chitosane (Ohta et al., 2000). Le chitosane a récemment été utilisé pour contrdler la
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libération d’engrais minéraux afin de limiter les effets nocifs d’une fertilisation excessive (Wu
et Liu, 2008 ; Corradini et al., 2010 ; Hussain et al., 2012). Wu et Liu (2008) ont suggéré que
l'utilisation d'un enrobage du chitosane sur les engrais améliore I'efficacité de I'absorption
d'engrais par plantes et réduit également les colts de production. Par conséquent et afin de
minimiser I'utilisation excessive d'engrais chimiques dans les légumes et les fruits en
réduisant le processus de lixiviation et de volatilisation, les agriculteurs doivent considerer le

chitosane comme matériau d'enrobage.

1.5.2.3. Immobilisation d'enzymes

La technique d'immobilisation d'enzymes est trés appréciée dans les industries
cosmétiques, alimentaires et pharmaceutiques. Amorim et al (2003) ont utilisé le chitosane
fongique comme film pour réaliser I’immobilisation d’enzyme. Dans leur expérience, le degré
de désacétylation du chitosane fongique était de 88,9%. Ces chercheurs ont visé
I’immobilisation d’une enzyme appelée lipase et ils ont surveillé le temps d'activité de cette
derniére. En conséquence, ils ont retrouvé 47% de l'activité catalytique initiale apres quatre
cycles de réaction. Ces résultats sont aussi efficaces que ceux trouvés dans les études utilisant

du chitosane obtenu a partir de coquilles de crustacés.
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I1.1. Définition de I’adsorption

L’adsorption définit la propriété de certains matériaux (dits adsorbants) de fixer a leur
surface les molécules d’un fluide (gaz ou liquide), appelées adsorbat. On désigne par la
surface du solide, les surfaces externes et internes engendrées par le réseau de pores et de

cavités a I’intérieur de 1’adsorbant (Mouchet, 2000).

11.2. Propriétés des adsorbants

Beaucoup de substances chimiques de nature tres différente peuvent étre utilisées
comme adsorbants a condition de présenter certaines propriétés (Mahuzier et al., 1999) :

v Insolubilité: les adsorbants doivent avoir une inertie chimique vis-a-vis d’eux et des
substances a adsorber.

v Surface spécifique importante: la surface spécifique des adsorbants est leur surface
par unité de masse. Elle est liée a leur granulométrie et a leur porosité. Une grande
surface spécifique est en général souhaitable, elle permet d’obtenir de meilleures
capacités d’adsorption. La surface spécifique dépend de la nature de I’adsorbant et de

sa préparation.

I1.3. Types d’adsorption

Suivant la grandeur des énergies mises en jeu, le probléme d’adsorption présente les
caractéristiques qui permettent de le classer soit dans la catégorie de 1’adsorption physique
ou physisorption, soit dans celle de 1’adsorption chimique ou chimisorption (Fripiat et al.,
1971).

v L’adsorption physique

L’adsorption est dite physique lorsqu’elle est due a des forces d’interactions physiques
entre les atomes ou groupements d’atomes du solide et les molécules de soluté.
Les énergies mises en jeu sont généralement beaucoup plus faibles qu’en chimisorption et
plus facilement réversibles: la chaleur d’adsorption est de ’ordre de 5 4 25 kJ.mol™, quant
aux forces électrostatiques, il s’agit d'interaction ou de répulsion entre espéces chargées
(Barka, 2008):

e Interaction de type Van Der Waals

e Liaisons hydrogene.

L’adsorption physique se caractérise par (Koller, 2013) :
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- La rapidité dans I’établissement de 1’équilibre entre la phase adsorbée et la phase fluide
- La réduction de la capacité d’adsorption avec 1’¢lévation de la température
- Une réversibilité relativement facile et une absence de spécificité

- L’adsorption physique peut avoir lieu en monocouche ou en multicouches.

v Adsorption chimique
L’adsorption chimique met en jeu des énergies, en général, supérieur & 10 Kcal. mol™.
Elle se traduit par la formation de liens chimiques entre les atomes superficiels et les
atomes ou molécules adsorbés, et elle est en général favorisée par un accroissement de la
température. Cette adsorption est spécifique puisqu’elle dépend de la nature des liens
chimiques des atomes en contact. Au cours de 1’adsorption chimique, la surface se garnie
au maximum de recouvrement d’une couche mono-moléculaire de 1’adsorbat. En outre,
I’adsorption chimique est généralement irréversible, la désorption est plus difficile (Fripiat
et al., 1971). Les différences entre la physisorption et la chimisorption sont indiquées dans
le tableau 11.1 :
Tableau I1.1: Différences entre la physisorption et la chimisorption (Treybal, 1980 ; Chitour,
1981 ; Smith, 1981).

Propriétés

Adsorption physique

Adsorption chimique

Température du processus

Relativement basse

Plus élevée

Chaleur d’adsorption 5 Kcal.mol™ >10 Kcal.mol™
Liaison Physique de Van der Waals  Chimique
Spécificité Processus non spécifique Processus spécifique
Désorption Facile Difficile

Cinétique Rapide Lente

Couches formées Monocouches ou Monocouches

Multicouches

d) Les facteurs influengant I’équilibre d’adsorption

Au regard des nombreux paramétres qui entrent en jeu dans les mécanismes

d’adsorption d’espéces neutres ou chargées en solution, il apparait toujours tres difficile de
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définir le rdle distinct de chacun d’entre eux tant le processus global résulte d’une interaction
complexe entre ces différents parameétres. L’efficacité d’un adsorbant a adsorber un soluté

(adsorbét) dépend de plusieurs paramétres, parmi lesquels on distingue les facteurs liés a :

» Lanature de I’adsorbant
v' Surface spécifique
v" Distribution de la taille des pores
v Densité et nature des groupes fonctionnels qui se trouvent a surface de
I’adsorbant.
» Lanature de I’adsorbat
v Masse moléculaire
v’ Polarité
v" Solubilité
v" Taille des molécules
v" Nature des groupements fonctionnels (acides ou basiques).
> Les conditions opératoires
v" Concentration en adsorbant et en adsorbat
v Température du milieu réactionnel
v’ Présence d’espéces compétitives pour les mémes sites d’adsorption (cas des
mélanges)
v pH du milieu
v Temps de contact entre I’adsorbant et I’adsorbat

v’ Vitesse d’agitation.

I1.4. Isothermes d’adsorption

L’étude de I’adsorption d’un soluté par un solide est en général destinée a fournir des
informations sur la surface spécifique et sur la structure poreuse du solide. Les phénomeénes
d’adsorption sont souvent abordés par leur comportement isotherme. Les courbes isothermes
décrivent la relation existante a 1’équilibre d’adsorption entre la quantité adsorbée et la
concentration en soluté dans un solvant donné a une température constante.

Les isothermes d'adsorption sont des courbes expérimentales qui représentent les variations
(masse ou volume) du substrat adsorbé (gaz ou liquide) par la masse d'adsorbant en fonction
de la concentration (en phase liquide) ou de la pression (en phase gazeuse). Elles sont

exprimées géneralement sous forme d'équations mathématiques non cinétiques, lesquelles
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sont obtenues a partir d'expériences realisées en réacteur statique. Elles permettent
essentiellement (Slejko, 1985) :

e De déterminer le taux de recouvrement de la surface d'un support par un substrat

e D’identifier le type d'adsorption pouvant se produire

e De choisir I'adsorbant qui conviendrait le mieux a la rétention de I'adsorbat.

11.4.1. Classification des isothermes d*adsorption

Les classifications des isothermes les plus connues sont :

a) Classification selon Gilles

Gilles et al (1974) ont propose des modéles d’adsorption dont on distingue quatre
classes principales d’isothermes : L (Langmuir), S (Sigmoide), H (Haute affinité) et C
(Partition constante). La figure 11.1 illustre la forme de chaque type d’isotherme.
Dans chaque classe, on rencontre un palier correspondant a la formation d’une couche mono-
moléculaire de soluté adsorbé. Une augmentation de 1’adsorption au-dela de ce palier peut
induire une réorientation des molécules déja adsorbées pour donner lieu a une couche

compacte et condensée ou bien a une adsorption en multicouches (Dabrowski et al., 2005).
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Figure 11.1: Classification des isothermes d’adsorption (Gilles et al., 1974)
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v Classe L
Les isothermes de classe L présentent, a faible concentration en solution, une
concavité tournée vers le bas qui traduit une diminution des sites libres au fur et a mesure de

la progression de I'adsorption.

v' Classe S
Les isothermes de cette classe présentent, a faible concentration, une concavité tournée vers le
haut. Les molécules adsorbées favorisent I'adsorption ultérieure d'autres molécules
(adsorption coopérative). Ceci est di aux molécules qui s'attirent par des forces de VVan Der
Waals et se regroupent en Tlots dans lesquels elles se tassent les unes contre les autres.
v" Classe H
La partie initiale de l'isotherme est presque verticale, la quantité adsorbée apparait
importante a concentration quasiment nulle du soluté dans la solution. Ce phénomene se
produit lorsque les interactions entre les molécules adsorbées et la surface du solide sont trés
fortes. L’isotherme de classe H est aussi constaté lors de l'adsorption de micelles ou de

polymeres formés a partir des molécules de soluté.

v" Classe C

Les isothermes de cette classe se caractérisent par une partition constante entre la solution
et le substrat. La linéarité montre que le nombre de sites libres reste constant au cours de
I’adsorption. Ceci signifie que les sites sont créés au cours de I’adsorption, ce qui implique
que les isothermes de cette classe sont obtenues quand les molécules de soluté sont capables
de modifier la texture du substrat en ouvrant des pores qui n’ont pas été ouverts préalablement

par le solvant.

b) Classification selon I’'LU.P.A.C

Selon I’LLU.P.A.C (L’union internationale de chimie pure et appliquée), les formes
d’isothermes les plus couramment rencontrées sont regroupées selon la classification établie
par Brunauer, Deming et Teller en six catégories rassemblées sur la figure 11.2. Cette
classification reste néanmoins tres simplifiée puisque les isothermes, mesurées
expérimentalement, sont souvent plus complexes et relevent d’une combinaison de plusieurs
des types | a VI (Babaa, 2004) :
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Figure 11.2: Les isothermes d’adsorption selon I’LU.P.A.C (Richou, 2007)

v Isotherme de type |

Elle est caractérisée par une augmentation rapide de la quantité adsorbée dans le
domaine des faibles pressions d’équilibre suivi par un palier approximativement horizontal
jusqu’a la pression de vapeur saturante (pression des molécules de gaz en équilibre avec la
phase liquide pour une température donnée). Cette isotherme est généralement attribuée a
I’adsorption sur une surface comportant des micropores, c'est-a-dire des pores de diametres
inférieurs a 2 nm selon la classification 1.U.P.A.C. Mais ces mémes courbes peuvent traduire
la formation d’une monocouche sur une surface non poreuse dans certains cas. La quantité
adsorbée correspondant au palier est la quantité nécessaire pour former une couche mono-

moléculaire compléte sur la surface du solide (Babaa, 2004).

v Les isothermes de type II
Sont de loin les plus couramment rencontrées, elles traduisent 1’adsorption sur des
surfaces non poreuses ou macro-poreuses. Leur étude pour de trés nombreux couples adsorbat
-adsorbant a conduit a conclure empiriquement que la quantité de gaz adsorbée au point B,
figure 1.7, qui marque le coude sur I’isotherme, devrait correspondre approximativement a

I’adsorption d’une monocouche. L’adsorption multicouche commence aux pressions plus

élevées (Babaa, 2004).
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v’ Les isothermes de type 111
Sont assez rares. Elles montrent une faible adsorption aux basses pressions liées a un
mauvais mouillage de 1’adsorbant par 1’adsorbat. L’adsorption devient d’autant plus facile
lorsque la quantité déja adsorbée est importante. Cela s’explique a la fois par une faible
attraction adsorbat-adsorbant et par de fortes attractions entre molécules adsorbées. Dans un
tel cas, la condensation est atteinte pour sa pression saturante alors que 1’adsorption sur la

surface est encore limitée. C’est le cas par exemple de 1’adsorption de I’eau sur le graphite.

v Les isothermes de types IV et V
Ont la particularité de présenter des hystéréses qui se manifestent lorsque les pressions
d’équilibre sont différentes lors de I’adsorption et la désorption. Ces courbes sont obtenues
lorsque les adsorbants contiennent des pores de petits diametres, appelés mésopores (pour
lesquels les diametres sont compris approximativement entre 2 et 50 nm). Dans ce cas, il peut
se superposer a l’adsorption proprement dite une condensation capillaire de 1’adsorbat.
L’analyse de ce type d’isothermes permet d’obtenir plusieurs informations concernant la

texture poreuse du substrat (Babaa, 2004).

v" L’isotherme de type VI
Est caractéristique de 1’adsorption sur une surface uniforme. L’adsorption s’effectue
couche par couche, ce qui se traduit sur la courbe par une succession de marches sur le tracé

de I’isotherme.

I1.5. Modélisation des isothermes d’adsorption

L’isotherme décrit la relation existante a 1’équilibre pour une température donnee entre
la concentration de 1’adsorbat dans la phase liquide et celle adsorbée a la surface de
I’adsorbant. Plusieurs théories ont été proposées pour décrire ces isothermes, les plus connus
sont ceux de Langmuir, Freundlich et BET (modele de Brunauer, Emmett et Teller) (Barka,
2008).

11.5.1. Modéle de Langmuir

Le modéle de Langmuir, initialement développé pour 1’adsorption en phase gazeuse,
s’adapte tres bien a la représentation d’isothermes de type I en phase aqueuse. Ce modele est
basé sur plusieurs hypothéses (Dabrowski et al., 2005) :

e Les sites d’adsorption a la surface du solide sont tous énergiquement équivalents ;
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e Chacun des sites ne peut fixer qu’une seule molécule
e L’adsorption se fait en monocouche
e Il n’yapas d’interaction entre les molécules adsorbées.
Dans ces conditions, les isothermes peuvent étre modélisées par I’équation :

k.C
— Amax<LCe (H. 1)
1+k;Ce

de

Ou:
Je : Quantité de soluté adsorbé par unité de masse d’adsorbant a 1’équilibre (mg.g™)
gm: Quantité nécessaire pour couvrir la surface d’un gramme d’adsorbant d’une couche
mono-moléculaire de soluté (mg.g™)
Ce: Concentration en soluté de la solution a I’équilibre (mg.L™)

k. : Constante de Langmuir, relative & I’énergie d’adsorption (L.mg ™).

La linéarisation de 1’équation de Langmuir permet de déduire la quantité maximale qm et la

constante k; .

1 1 1 1
= (IL2)
de dm krLqm Ce

11.5.2. Modéle de Freundlich

Le modele de Freundlich est un modele empirique qui permet de modéliser des
isothermes d’adsorption sur des surfaces énergétiquement hétérogénes (cas de I’adsorption
non idéale) et la formation de multicouches. Freundlich a supposé que 1’énergie de liaison ou
la chaleur d’adsorption décroit exponentiellement avec 1’augmentation de la saturation de la
surface du solide. L’expression mathématique associée a ce modele est donnée par 1’équation

suivante:
X Yn
de = — = krC, (I1.3)
Ou:
X : Quantité de soluté adsorbée (mg)
m : Masse de 1’adsorbant (g)
ke : Constante de Freundlich qui donne une indication grossiere sur la capacite
d’adsorption de 1’adsorbant. Lorsque Kg augmente, la capacité d’adsorption
augmente.
L’équation de Freundlich peut étre représentée sous une forme linéaire comme suit:
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Ln qe = Lnkg +—-LnC, (1. 4)

La forme de I’isotherme dépendra de la valeur de 1/n, qui représente I’intensité d’adsorption

et qui nous donne des informations capitales quant aux mécanismes régissant 1’adsorption du

composé sur 1’adsorbant. Selon la valeur de 1/n, on distingue les différents cas suivants
(Molle, 2003):

>
>
>
>

Si:

Y

I/n =1 :I’isotherme est linéaire de type C
I/n>1: I’isotherme est convexe de type S
I/n <1 : I’isotherme est concave de type L

1/n<<1 : I’isotherme est de type H.

n est compris entre 2 et 10, 1’adsorption est bonne (facile)

n est compris entre 1 et 2, I’adsorption est modérément difficile

n est inférieur a 1, I’adsorption est faible. Dans ce cas, une masse importante
d’adsorbant est utilisée pour récupérer une fraction appréciable du soluté (Al-Degs,

2006).
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Chapitre 111 : Matériel et méthodes

Ce chapitre est consacreé a la présentation des protocoles expérimentaux utilisés dans la

préparation des différents biopolymeres étudies dans notre travail, ainsi que la caractérisation
physicochimique des biopolymeéres extraits.
11 faut signaler qu’aucun travail n’a été cité dans la bibliographie concernant 1’extraction des
biopolymeres (chitine/chitosane/glucane) du mycélium de la souche Penicillium camembertii
(P. camembertii). Les procédés adoptés dans cette étude concernent ceux proposés par les
auteurs : Crestini et al (1996) pour les Basidiomyceétes, Rane et Hoover (1993), Synowiecki et
Al-Khateeb (1997) et Nwe et Stevens (2002) pour les Zygomyceétes.

I11.1. Extraction des polysaccharides
1I1.1.1. Effet du mode de culture sur ’isolation de la chitine et du chitosane libre

L’objectif de cette étude est ’isolation simultanée de la chitine et du chitosane libre a
partir du mycélium de P. camembertii cultivé sur deux modes de cultures:
- Culture solide : constituée de milieu YPGA enrichi

- Culture liquide : constituée de milieu YPG enrichi sans et avec addition de 1’arginine.

111.1.1.1. Description du mode opératoire de préparation des milieux de culture

a) Préparation du milieu solide YPGA enrichi

Le milieu de culture est composé de :
5 g/ d’extrait de levure, 10 g/L de peptone, 20 g/L de glucose, des phosphates (3,4 g/L de
KH,PQO, et 3,07 g/L de NaH,PQy,), 50 mL/L d’oligo-éléments (solution de Trinci Annexe I) et
20 g/L d’agar ; le pH est ajusté a 5 avec HCI 1 M (White et al., 1979 ; Jaworska et Konieczna
2001 ; Khalaf, 2004).

b) Préparation du milieu liquide YPG enrichi

La préparation du milieu nutritif YPG est identique a celle du milieu solide YPGA.

c) Préparation du milieu liquide YPG enrichi et additionné de I’Arginine
Il s’agit du méme mode opératoire utilisé pour la préparation du milieu YPG enrichi

(cité précédemment), additionné de 1’ Arginine a 6 g/L.
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111.1.1.2. Préparation de la biomasse de Penicillium camembertii

Les spores lyophilisées de P. camembertii (Pc TT033), offertes gracieusement par
I’ONALAIT de Draa Ben Khedda, Tizi-ouzou, Algeérie, ont été conservées a 4 °C avant leurs

utilisations.

a) Inoculation de la souche sur milieu solide

La suspension de spores activees est obtenue par la culture des spores lyophilisées de
la souche P. camembertii dans des boites de petri (de 90 mm de diamétre) sur milieu PDA
(Annexe II). Apres I’incubation pendant 10 jours a 25 °C, la suspension de spores activées a
été récupérée dans 10 mL de milieu YPG enrichi d’oligo-éléments. La dilution a été effectuée
de facon a obtenir une concentration de 2-3x10® spores/mL. Avant son utilisation, la
suspension est conservée pendant 1 heure pour la germination des spores (Amrane et al.,
1999).
1 L de milieu YPGA enrichi en d’oligo-éléments et en phosphates a été réparti équitablement
dans des boites de pétri de 90 mm de diametre. Apres solidification, chaque boite a été
inoculée par la suspension de spores activées a concentration de 2-3x10® Spores/mL, puis
incubée dans une étuve a température de 25 °C (température favorable pour la croissance de la
souche P. camembertii) pendant 6 jours (phase exponentielle de la croissance de champignon

P. camembertii sur milieu solide) (Amrane et Prigent, 1997) (figure 111.1).

b) Inoculation de la souche dans le milieu liquide

1 L de milieu YPG enrichi, sans et avec addition de I’ Arginine, a été réparti dans des
flacons de 250 mL, contenant 100 mL de milieu inoculés par 5 disques de 5 mm de diamétre
de mycélium P. camembertii cultivés au préalable sur PDA. Toutes les cultures ont été
réalisées a la vitesse d'agitation de 180 tr/mn, au pH initial ajusté a 5 et a température 25 °C.
La durée de la fermentation liquide a été fixée a 16 jours (phase exponentielle de la croissance
de champignon P. camembertii sur milieu liquide) (Molimard et al., 1995) (figure I11.1).
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Spores lyophilisées:
P. camembertii

Préparation de I’inoculum sur

milieu PDA
Spores activées Disque du mycélium
2-3 X 108 (5 disques de 5mm de diamétre /100mL.)
v
‘ Mode de culture solide ‘ ‘ Mode de culture liquide ‘
Culture solide sur Culture liquide YPG Culture liquide YPG
YPGA enrichi enrichi Enrichi avec addition de
\L I’ Arginine

Biomasse Biomasse Biomasse
(Symbolisée BIO 1) (Symbolisée BIO 2) (Symbolisée BIO 3)

Figure I111.1: Schéma de préparation de la biomasse de la souche P. camembertii dans les

différents modes de culture

111.1.1.3. Isolation simultanée de la chitine et du chitosane libre

L’isolation de la chitine et du chitosane libre a été effectuée selon le protocole tiré des

travaux de Synowiecki et Al-Khateeb (1997) (figure 111.2).
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y

[ Traitement alcalin 1

e Lavage jusqu’a pH neutre
v e Séchagea40°C

e Pesée

A\ 4

[ Traitement acide acétique }

e Centrifugation pendant 15 min

A 4 \ 4

Fraction soluble Fraction insoluble
AcSM AcIM
v e Lavage jusqu’a
Précipitation pH neutre
e Séchage
e[ avage neutre jusqu’a pH
VoSéchage a40-°C il

Chitosane libre Chitine brute

Figure 111.2: Schéma du procédé adopté pour I’extraction de la chitine et du chitosane libre

(Synowiecki et Al-Khateeb, 1997)

-Fraction AIM : Alcalin Insoluble Materiel (produit insoluble en milieu alcalin)
-Fraction soluble AcSM : Acetic acid Soluble Materiel (produit soluble en milieu acide)
-Fraction insoluble AcIM : Acetic acid Insoluble Materiel (produit insoluble en milieu acide).

a) Traitement alcalin

Pour chagque biomasse (BIO 1, BIO 2 et BIO 3), une quantité de biomasse a été mélangée
avec NaOH 2% dans un rapport (1/30) (masse /volume). Le mélange obtenu est traité dans
I’é¢tuve a 90 °C pendant 2 heures. La récupération de la fraction insoluble dans NaOH

(symbolisee par AIM) a eté realisée par centrifugation a une vitesse de 4000 tr/min pendant
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15 min. La fraction AIM est ensuite lavée avec de 1’eau distillée jusqu’a pH stable, séchée a

I’étuve a 40 °C et pesée.

b) Traitement acide

Des quantités de AIM séches ont ét¢ mélangées a la solution d’acide acétique 10% puis
chauffées a 60 °C pendant 6 heures. La fraction insoluble dans 1’acide acétique (AcIM) a été
extraite par centrifugation a une vitesse de 4000 tr/min pendant 15 min, puis lavée a I’eau
distillée jusqu’a pH stable, séchée a I’étuve a 40 °C et pesée. Le pH du surnagent (fraction
soluble dans 1’acide acétique : AcCSM) a éte ajusté a 10 par NaOH 30 M. Le précipité obtenu
est lavé avec de 1’eau distillée jusqu’a un pH stable et séché a I’étuve a 40 °C jusqu’au poids

constant puis peseé.

I11.1.1.4. Caractérisation des fractions AcIM par spectrométrie FTIR

Des analyses FTIR ont été réalisées pour les fractions AcIM. Les spectres obtenus ont
été comparés a celui de la chitine commerciale. L’enregistrement des spectres IR a été

effectué grace a un spectromeétre FTIR de marque Agilent Technologies Cary 630 FTIR.

111.1.2. Effet de la température dans la production de la chitine et du chitosane libre par
la culture solide de Penicillium camembertii sur un milieu extrait de levure-

peptone-glucose (YPGA)

L’objectif de cette étude originale est de démontrer ’influence de la température de
croissance du champignon, située entre 20 a 28 °C, sur la production de la chitine et du

chitosane a partir de la paroi cellulaire du P. camembertii cultivé sur milieu solide YPGA.

111.1.2.1. Conditions de culture

Les spores activées de P. camembertii sont utilisées pour I’ensemencement de 2 L de
milieu YPGA enrichi d’oligo-éléments et répartis équitablement dans environ une centaine de
boites de pétri. La croissance microbienne a été suivie pendant 6 jours et a 3 températures
d’incubation: 20 ; 25 et 28 °C. Cet intervalle a été choisi car les températures sont toutes
favorables a la croissance mycélienne (Choisy et al., 1984). Pour chaque température, 3 a 5
répétitions ont été réalisées afin de calculer I’écart type.

A la fin de la durée d’incubation, pour chaque température, le mycélium a été séparé

manuellement du milieu gélosé. Différents traitements ont été appliqués pour la production de
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la biomasse mycélienne: lavage a I’cau distillée, séchage a 40 °C, broyage et tamisage pour

I’obtention de particules de diameétre inférieur a 850 pm.

111.1.2.2. Extraction des biopolymeres

Pour I’extraction de la chitine et du chitosane libre, nous avons adopté le protocole des

auteurs Rane et Hoover (1993) et Crestini et al (1996).

a) Traitement alcalin

Pour chaque température d’incubation, une quantité de biomasse a été mélangée a un
volume de NaOH 1 M dans un rapport (1/30) (masse/volume). Le mélange est traité dans
I’autoclave de marque PB INTERNATIONAL a 120 °C pendant 20 minutes. La récupération
de la fraction insoluble (symbolisée par AIM) a été réalisée par centrifugation a une vitesse de
12000 tr/min pendant 15 minutes. Elle est ensuite lavée avec de I’eau distillée jusqu’a pH
stable, séchée a 1’étuve a 40 °C puis pesée.

b) Traitement a reflux acide

Pour chaque température d’incubation, une quantité¢ de AIM a été mélangée avec un
volume de la solution d’acide acétique & 2% dans un rapport de (1/40) (masse/volume) puis
chauffé a 95 °C pendant 8 heures sous reflux. La fraction insoluble dans 1’acide acétique
(symbolisée par AclM) a été extraite par centrifugation a une vitesse de 14000 tr/min pendant
15 minutes, lavée a I’eau distillée jusqu’a pH stable, séchée a 1’étuve a 40 °C puis pesée.
Le pH du surnagent (fraction soluble dans I’acide acétique, symbolisée par AcCSM) a été ajusté
a 10 par NaOH 2 M. Le précipité obtenu est lavé avec de I’eau distillée jusqu’a un pH stable

et séché a I’étuve a 40 °C jusqu’au poids constant puis pesé.
111.1.2.3. Analyses

111.1.2.3.1. Observation au microscope optique

La détermination des moisissures fait appel aux caractéres morphologiques des
hyphes: couleur, présence ou non de cloisons, diametre approximatif, structures particuliéres
et structures de reproduction.

Les études microscopiques sont réalisées a partir d'un échantillon de mycélium monté entre

lame et lamelle dans une goutte d'eau ou d’un colorant.
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111.1.2.3.2. Caractérisation physico-chimique des biomasses

a) Calcul de la matiére seche (MS)
La méthode consiste a faire sécher dans une étuve (105 °C, 5 h) 2 g du mycélium
introduit dans un creuset, préalablement pesé. Les valeurs de MS, exprimées en pourcentage,

sont calculées par 1’équation (IIl. 1) (Amariglio, 1986) :

Ms = (12=22) x 100 (1. 1)

1—Mp
Mo : Masse du creuset vide (g)
M; : Masse du creuset avec le produit avant sechage (g)
M, : Masse du creuset avec le produit aprés séchage (g).

b) Deétermination du taux des cendres
La prise d’essai, ayant servi a la détermination de la matiere séche, est suivie par une
calcination dans un four a moufle a 550 °C pendant 5 heures. Les cendres, exprimées en

pourcentage de masse, sont calculées par 1’équation (Ill. 2) (Audigié et al., 1984):

Taux de cendres = (w) x 100 (1. 2)

1— Mo
Mo : Masse du creuset vide (g)
M; : Masse du creuset avec le produit avant calcination

M, : Masse du creuset avec le produit aprés calcination.

c) Potentiel d’hydrogéne (pH)
Le pH est déterminé pour une suspension de biomasse dans de I'eau distillée dans un

rapport de 1/10 (masse/volume) apres 3 heures a 1’aide d’un pH metre.

111.1.2.3.3. Analyses spectroscopique et micrographique

a) Spectroscopie Infra Rouge ATR

La spectroscopie IR constitue une méthode de choix pour identifier les groupements
fonctionnels présents a la surface des différents produits obtenus dans les 03 températures:
20 ; 25 et 28 °C (biomasses, fractions AcSM et fractions AclM).
En fonction du traitement chimique utilisé, les spectres obtenus ont été comparés au spectre
du chitosane commercial ou a celui de la chitine commerciale. L’enregistrement des spectres
IR a éteé effectue grace a un spectrometre ATR de marque BRUKER, modéle TENSOR 27
avec un balayage de 500-4000 cm™.
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b) Détermination du degré de désacétylation par spectroscopie ATR
La méthode la plus simple et la plus rapide pour calculer le degré DA est celle de la
spectroscopie IR proposee par Khan et al (2000). Le degré DA des echantillons a éte

déterminé en utilisant la formule suivante (Brugnerotto et al., 2001) :

DDA = 100 — [{F220/ 1020) D32 (111.3)

Au30 : Absorbance & 1320 cm™ correspondant & I’amide 11
Ausz : Absorbance & 1420 cm™ correspondant & la déformation symétrique de CHj et
CH,
Brugnerotto et al (2001) ont signalé que le DDA déterminé a partir du ratio Aj3x/A1420 S€
rapproche du DDA déterminé & partir de la RMN (*H) et les spectres RMN (**C) pour toute la
gamme des DDA. L’explication donnée est que les intensités et les positions des bandes
apparues a 1320 et 1420 cm™ n’ont pas été changées par I"humidité et les liaisons hydrogéne.

c) Microscope Electronique a Balayage (MEB)

L’observation de la morphologie des différents produits obtenus dans les trois
températures: 20 ; 25 et 28 °C (biomasses, fractions AIM, fractions AcSM et fractions AclM)
a été effectuée au grossissement de 10 um. L appareil utilisé est de type ESEM XL30, marque
PHILIPS. En fonction du traitement chimique utilisé, les micrographies obtenues ont été

compareées a la micrographie du chitosane commercial ou a celle de la chitine commerciale.

111.1.2.4. Etude de la désacétylation des chitines

Les chitines brutes isolées (fractions AclM) ont subi des traitements de désacétylation
selon le mode opératoire tiré des travaux de Kadouche (2013). Pour cela: 1 g de fraction
AcIM sec est mis en suspension dans 50 mL de la solution NaOH 40% a température 35 °C
pendant 7 jours. Les produits sont ensuite filtrés et lavés avec de ’eau distillée jusqu’a
stabilité du pH, puis séchés a 1’étuve a 40 °C jusqu’au poids constant et pesés. La fraction
AcIM (température d’incubation du mycélium a 25 °C) a subi un deuxiéme traitement basique

avec les mémes conditions (40% NaOH a 35 °C pendant 7 jours).

111.1.2.4.1. Caractérisation des produits préparés

a) Test de solubilité des chitines désacétylées
L’une des caractéristiques du chitosane par rapport a la chitine est sa solubilisation en

milieu acide dilué. L’acide le plus fréquemment utilisé est 1’acide acétique (Crini et al., 2009).
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En général, le chitosane est parfaitement soluble a pH 3-4 mais également soluble dans des
solutions diluées (0,1-1%) d’acide nitrique et d’acide chlorhydrique. En effet, les
groupements aminés (NH,) du chitosane sont protonés a partir du pH 3-4 et le polymere,
chargé positivement (NHs"), devient soluble. Grace a cette propriété, il est possible de
confirmer avec certitude que les produits préparés sont des chitosanes (Austin, 1984).

Dans cette étude, 50 mg de chitine désacétylée a été solubilisée dans 50 mL d’acide acétique a
1% (v/v) (Zemmouri et al., 2011).

b) Analyse de la fraction AcIM désacétylee par FTIR

Les analyses FTIR ont été réalisées pour la fraction AcIM a température d’incubation
de 25 °C, désacétylée 2 fois pendant 7 jours a 35 °C. Le spectre obtenu est comparé a celui du
chitosane commercial. L’enregistrement des spectres IR a été effectué grace a un spectromeétre
FTIR de marque Agilent Technologies Cary 630 FTIR.

I11.2. Application du chitosane fongique dans I’élimination du colorant bleu de
méthylene (BM)

111.2.1. Préparation des membranes de chitosane

0,5 g de poudre de chitine fongique désacétylée (milieu solide YPGA, température
d’incubation 28 °C) sont dispersés dans 25 mL de la solution d'acide acétique a 1% (v/v) ;
sous agitation continue a 1200 tr/min a ’aide d’un agitateur magnétique pendant une nuit et a
une température ambiante pour obtenir un mélange homogéne. Ensuite, 30 uL de glycérol ont
été ajoutés sous la méme agitation (1200 tr/min). Tout le volume a été versé dans une boite de
pétri de 7,5 cm de diameétre. Aprés évaporation du solvant, réalisée dans une étuve réglée a
température 40 °C, la solution de soude a 2% a été mise en contact avec la membrane formee
au fond de la boite pendant une durée de 1 heure de fagon a garantir leur insolubilité et leur
neutralité. Apres filtration, la membrane a subi plusieurs lavages avec de 1’eau distillée
jusqu’a I’obtention de la neutralité des eaux (Muzzarelli, 1977 ; Benbettaieb et al., 2014). En
vue de la comparaison, une membrane de chitosane commercial (d’origine marine) a

¢galement été préparée dans les mémes conditions que celle d’origine fongique.
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111.2.2. Application des membranes de chitosane dans I’élimination du colorant bleu de
méthylene (BM)

I11.2.2.1. Préparation et analyse des solutions d’adsorbat

a) Nature du colorant

Le bleu de méthyléne (BM) a été choisi comme colorant organique modele en raison de sa
disponibilité et son large utilisation en laboratoire comme colorant de teinture de la soie, du
coton et du bois. Comme tous les colorants, il se caractérise par sa persistance, sa toxicité et
son pouvoir d’accumulation dans le milieu naturel. Le colorant BM appartient a la grande
famille des colorants cationiques. Il est caractérisé par la formule chimique Ci6H18CIN3S,
d’un poids moléculaire de 320 g/mol. Sa structure chimique est donnée dans la figure 111.3 :

+
N
7
(H3C),N @SO N(CHa), , Cl

Figure 111.3: Structure chimique du colorant bleu de méthylene

b) Méthode de dosage

Les analyses sont effectuées par un spectrophotométre UV-Visible a mono faisceaux de
marque BIOTECH ENGINEERING MANAGEMENT CO. LTD. (UK).
Les échantillons sont analysés a une longueur d’onde maximale correspondant au maximum
d’absorption du colorant (Amax). Cette valeur de Amax @ été déterminée aprés balayage des
longueurs d’ondes comprises entre 400 et 700 nm sur un échantillon de solution du colorant
(Annexe 111). Avant chaque analyse, 1’établissement d’une courbe d’étalonnage est réalis¢e
afin de déterminer la concentration résiduelle du colorant traité par les membranes préparées.
A partir d’une solution mére du colorant BM de concentration 1 g/L, une série de solutions de
concentrations bien déterminées (de 1-8 mg/L) a été préparée par dilution successive. La

droite d’étalonnage est ainsi déterminée (Annexe V).

111.2.2.2. Essais d’élimination de colorant

Tous les essais expérimentaux réalisés contribuent essentiellement a 1’évaluation de

I’efficacité des membranes préparées dans I’élimination du colorant BM.
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Les essais d’¢élimination du colorant BM ont été effectués en mode batch. Pour chaque
essai expérimental, une masse de membrane est mise en contact avec 100 mL de colorant BM
sous agitation constante. Les différents parametres étudiés sont :

- Effet du temps de contact a différentes concentrations initiales du BM

- Effet du pH de la solution

- Effet de la masse des membranes

- Effet de la température

L’¢évaluation de [D’efficacit¢ d’adsorption est réalisée par la détermination du taux
d’¢élimination du colorant BM par la membrane.

v" Le taux d’élimination est calculé a ’aide de la relation :

E (%) = “="£X100 (111.4)
0

Co: Concentration initiale (mg/L)
Ce : Concentration a 1’équilibre (mg/L)

C. : Concentration a 1’équilibre (mg/L)

111.3. Amélioration du rendement de la chitine et du chitosane libre par la méthode des

plans d’expériences en utilisant un plan factoriel complet (PFC)

L’objectif de cette étude est d’optimiser la production de la chitine et du chitosane
libre par la méthode de la planification des expériences en utilisant un plan factoriel complet
(PFC). Les parameétres étudiés sont : la température, la durée, les oligo-éléments et la source

azotée (rapport extrait de levure /peptone).

II1.3.1. Présentation des plans d’expériences

Un plan d'expérience est une approche statistique permettant de maitriser un probléme
a plusieurs parameétres tout en suivant un programme précon¢u des différentes expériences
qu'on doit effectuer. Il a pour but de minimiser le nombre d'essais pour obtenir des résultats
fiables et qui reflétent la variation réelle du phénoméne étudie en fonction des divers facteurs
opeératoires (Ozil, 1997 ; Goupy, 2006).
En général, la méthode des plans d’expériences consiste a faire varier simultanément les

niveaux d’un ou de plusieurs facteurs a chaque essai. Cette méthodologie permet de détecter
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les interactions entre les facteurs et détermine le réglage dit optimal de ces facteurs par

rapport a une réponse (Goupy, 1990 ; Vial et Jardy, 1998).

111.3.2. Modélisation

La mod¢lisation est I’objet méme du plan d’expérience, elle permet, une fois que les
facteurs influents sont identifiés, de trouver la forme de cette influence et 1’équation ou la
fonction qui décrit les variations du phénomeéne étudie en fonction des facteurs influents
(Goupy, 1999).

Toute réponse expérimentale peut étre écrite sous la forme suivante :
y =1 (Zy, Zy,.... Zy) +€ (11.5)

Avec :

y: Réponse expérimentale

Z : Facteurs controlés

€ : Erreur expérimentale
Ou f est une fonction inconnue (modéle théorique) des facteurs influents controlés (Zi,
Zy,.....,2x)

L’équation de régression obtenue sur la base de I’expérience s’écrit sous la forme suivante:
9 =bo + X¥_1 bix; + Xt o1 byjxuxj + Xy byjx? (111.6)
Uu#j

Ou:

¥ : L’estimé (valeur prédite par le mod¢le) de y (valeur expérimentale)

= X;: Coordonnées des facteurs Z; exprimées en variables centrées réduites, (j=1,....k)
= by: Terme constant de 1’équation de régression

= bj: Effets linéaires

* byj: Effets d’interaction

* b;;: Effets quadratiques
111.3.3.Analyse statistique

111.3.3.1. Vérification de la signification des coefficients

La procédure de calcul consiste a déterminer :
e La variance de reproductibilité qui est estimée par celle calculée au centre du

domaine expérimental:
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Nno o 2
Szep _ 2i=1(3’1 Y0) (|”7)

ng—1
Avec:

Yi : Valeur de rendement de 1’essai i

Jo: Moyenne des essais au centre du domaine

no: Nombre d'essais répétés au centre

La variance de reproductibilité est indispensable pour estimer la signification des coefficients
de I’équation de régression par le test de Student. Un coefficient est dit significatif, s’il est,
pour un risque donné, significativement différent de zéro. On testera donc 1’hypotheése :
Ho = « bj = 0 », contre I’hypothése H; = « bj # 0 ». Pour ce faire, on calcule le rapport :

_ bl
Sbj

t:

S (111.8)

Ou:
t;: Suit la loi de student
bj: j*™ coefficient de I'équation de régression
Spj: Ecart quadratique moyen. Il est définit dans le cas d’un modele du premier degré

par :

Sre
Spj = & (111.9)

Pour un niveau de signification o et un nombre de degrés de liberté f (no-1), la table de
Student relative a un test bilatéral permet d’accéder a la valeur de t, (f = ng-1).
Si:

= tj>1t, (f) : on rejette Hy au risque accepté

= tj<t, (f):onaccepte Hy au risque accepté
Si I’hypothése Hp est acceptée, cela veut dire que le coefficient en question n’est pas
significativement différent de zéro au risque a, donc la variable qui lui est associée n’a pas

d’influence sur la réponse.

111.3.3.2. Validation du modéle

Avant d’accepter le modéle postulé, nous devons vérifier I’absence de biais. Le modele

doit décrire correctement les variations de la réponse en fonction des facteurs.
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a) Recherche de biais
La recherche du biais peut se faire a 1’aide du test de Fisher Snedecor, en comparant la

variance réesiduelle a la variance de reproductibilité. Elle est définie par :

S2,
F==2= (111.10)
Srep
La variance de reproductibilité est donnée par 1I’équation (II1.7):
La variance résiduelle pour (N- ) degré de liberté est donnée par :
2
§2. — o (vi—99)

rés = N—¢ (“I-ll)

Avec:
(N — #): Nombre de degrés de liberté (£ étant le nombre de coefficients significatifs)

. s2, . . N c s
Si: F= Szr—es < F(0,95,N —#,n, — 1), alors la variance résiduelle peut étre considérée

rep

comme non significativement différente de la variance aléatoire au centre du domaine et nous
concluons I’absence de biais. Ce résultat signifie que la part des variations de y non
expliquées par le modele est aléatoire.

b) Test de signification de la régression

Lorsque le modeéle est sans biais, nous pouvons effectuer le test de signification de la
régression. La part des variations de y, expliquée par la régression, est-elle significativement
plus grande que la part due aux variations aléatoires. Pour répondre a cette question, il suffit
de calculer le rapport suivant :

N (5 2
I AGi-Y) /3—1

F= 1. 12
SN 5i-9)” / ( )
N-—¢

oy = ===t (111. 13)

Si F est supérieur a la valeur tabulée du test de Fisher F, (£ —1,N — £) pour le niveau de
signification a et les nombres de degrés de libert¢ £ — 1 et N — £, dans ce cas, les variables

retenues pour la modélisation ont, dans leur ensemble, un effet significatif sur y et I’équation

est ainsi adéquate.

c) Calcul des coefficients de détermination

La valeur du coefficient de détermination est définie par :
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N
R2=ZmOr D), (I11. 14)
Zi=1(yi_37)
111.3.4. Production de la biomasse fongique par la méthode de planification des
expériences

111.3.4.1. Choix des paramétres opératoires

La culture solide (agar-agar) de I’espéce fongique P. camembertii a été réalisée a partir
de paramétres dont certains sont fixes et d’autres sont variables.
» Les paramétres fixés sont :
- Lasource de carbone (D-glucose) : 20 g/L
- Les phosphates : KH,PO,: 3,49/L et NaH,PO4, 2H,0 : 4g/L (Amrane et al,
1999).
- LepHajustéas
» Les quatre parameétres variables choisis sont présentés dans le tableau I11.1 et
représentes par :
- Durée de culture (Z,) : [8] - 30j]
- Température (Z;) : [25 °C-35 °C]
- Oligo-élément (Z3) : [0 -100 mL/L]
- Source azotée (Z,) : extrait de levure / peptone = [0,2-1]
Ces intervalles ont été choisis a partir des travaux de Gharieb et al (2015). Ces derniers ont
observé une influence significative de la production de la chitine et du chitosane lors de la
culture liquide de différentes especes de la classe des zygomycetes (Mucor rouxii,

Cunninghamella elegans et Rhizopus sp).

Tableau I11.1: Parametres opératoires €tudiés ainsi que leurs niveaux

Niveau
Variables -1 +1
Z, : Durée (Jours) 13,5 24,5
Z,: Température (°C) 27,5 32,5
Z3: OE (mL/ L) 25 75
Zy: SA 0,4 0,8
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111.3.4.2. Culture sur milieu solide de Penicillium camembertii

La production de la biomasse de P. camembertii consiste a I’activation des spores du
champignon, suivie de son inoculation sur milieu solide YPG afin de produire de la biomasse
mycélienne destinée, éventuellement, a I’isolation des polysaccharides (chitine et chitosane).

1 L du milieu YPGA enrichi en oligo-éléments et en phosphates a été réparti dans des boites

de pétri. Chaque boite a été inoculée par la suspension de spores préparées précédemment.

a) Construction de la matrice des essais pour la production de la biomasse
mycélienne
En vue de la production de la biomasse de P. camembertii, des matrices des essais ont
été construites:
- Matrice des essais du plan factoriel : Ces plans possédent un nombre de niveaux limité
a deux pour chaque facteur. Toutes les combinaisons de niveaux sont effectuées au
cours de I'expérimentation (tableau 111.2).

- Matrice des essais au centre du domaine: Représentée dans le tableau 111.3

Tableau 111.2: Matrice des essais du plan factoriel complet

N° Essais Variables réelles Variables Codées

Zl Zz Zg Z4 X1 Xo X3 X4
1 13,5 27,5 25 0,4 -1 -1 -1 -1
2 135 275 25 0,8 101 101
3 13,5 27,5 75 0,4 -1 -1 1 -1
4 13,5 27,5 75 0,8 -1 -1 1 1
5 13,5 32,5 25 0,4 101 -1 -1
6 13,5 32,5 25 0,8 101 101
7 135 325 75 0,4 101 1
8 13,5 32,5 75 0,8 101 1 1
9 24,5 27,5 25 0,4 1 101 41
10 245 275 25 0,8 1 -1 -1 1
11 24,5 27,5 75 0,4 1 101 -1
12 245 275 75 0,8 1 -1 1 1
13 245 325 25 0,4 1 1 -1 -1
14 24,5 32,5 25 0,8 1 1 101
15 245 325 75 0,4 1 1 1 -
16 24,5 32,5 75 0,8 1 1 1 1
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Tableau 111.3: Matrice des essais au centre du domaine

N° Essais Variables réelles Variables Codées
Z]_ Zz Zg Z4 X1 Xy X3 X4
1 19 30 50 0,6 0 0 0 O
2 19 30 50 0,6 0O 0 0 O
3 19 30 50 0,6 0O 0 O O

b) Récupération des différentes biomasses myceéliennes

Pour chaque essai, la biomasse totale fongique a été récupérée pour un volume de 1 L
de milieu YPGA. Avant I’extraction des polysaccharides, la biomasse subit un lavage a 1’eau
distillée, un séchage dans 1’étuve a 40 °C jusqu’a la masse constante, pesée puis un broyage
en fines particules de diamétre inférieure @ 1 mm. Chaque biomasse produite sur milieu solide

YPGA a fait I’objet d’une valorisation par isolation des polysaccharides (chitine et chitosane).

111.3.5.Extraction des polysaccharides

Pour 1 L de milieu YPGA, la masse mycélienne obtenue de chaque essai réalisé a subi
des traitements chimiques (basique et acide) en vue de I’extraction de la chitine et du
chitosane d’origine fongique. Le procédé des traitements utilisés est tiré des travaux de
Synowiecki et Al-Khateeb (1997) dans de 1’étude de I’isolement de la chitine et du chitosane

du Mocur Rouxii.

76



Partie lll: Résultats et
discussion



Chapitre 1V : Extraction des polysaccharides et leurs applications

IV.1. Extraction des polysaccharides
IV.1.1.Effet du mode de culture sur ’isolation de la chitine et du chitosane libre
IV.1.1.1. Production de la biomasse mycélienne

Le mycelium de Penicillium camembertii (P. camembertii) a été récupéré, séche a
I’étuve 40 °C jusqu’au poids constant puis pesé (Tableau IV.1). Le broyage a été réalisé en
vue de I’isolation des polysaccharides. Les particules de 1 a 2 mm de diamétres ont été

récupérées afin de faciliter I’isolation des polysaccharides.

Tableau IV.1: Récupération des biomasses de Penicillium camembertii

Milieux Biomasses - Masse en g/L
Solide BIO 1 12,35
Liquide BIO 2 1,95

BIO 3 3,40

*: 1L de milieu nutritif

BIO 1 : Biomasse de P. camembertii cultivée sur milieu YPGA enrichi.

BIO 2 : Biomasse de P. camembertii cultivée dans le milieu YPG enrichi.

BIO 3: Biomasse de P. camembertii cultivée dans milieu YPG enrichi et avec
addition de 6g de I’ Arginine.

Le meilleur rendement en biomasse est obtenu en culture solide avec 12,35 g de
biomasse/L du milieu YPGA enrichi d’oligo-élément (solution de Trinci) et en P; (phosphates
inorganiques). Le milieu liquide YPG enrichi a conduit a de faibles concentrations (1,95 g/L)

méme avec 1’addition de I’ Arginine comme source azotée (3,40 g/L).

1VV.1.1.2. Extraction de la chitine et du chitosane libre

a) Traitement alcalin et acide

La chitine et le chitosane ont été extraits a partir de chaque biomasse : BIO 1 ; BIO 2
et BIO 3. Dans I'étape de traitement basique (déprotéinisation), le traitement chimique est
utilisé pour détruire les liaisons chimiques covalentes entre les complexes chitine-protéine
(Hamodrakas et al., 2002 ; Nakagawa et al., 2015). La solution alcaline d'hydroxyde de
sodium permet aussi d’éliminer les faibles quantités de lipides et les pigments (Blackwell et
Weih, 1980; Kaya et al., 2015).
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Le traitement acide a été effectué pour séparer le chitosane libre, éventuellement, présent de la
chitine fongique. La solubilisation du chitosane en milieu acide favorise fortement son
extraction, facilitant ainsi sa séparation de la chitine. Cette étape a également contribué a
I'élimination des impuretés minérales résiduelles de la chitine (Wu et al., 2004). Le tableau
IV.2 suivant donne les masses obtenues des différentes fractions apres chaque étape de
traitement :

Tableau 1V.2: Masses obtenues des différentes fractions

Mode de fraction AIM fraction AcIM Précipité AcSM
) culture i :
Echantillons 9/100g biomasse mg/100g biomasse
BIO 1 Solide 13,10 10,00 6
BIO 2 Liquide 12,00 08,50 négligeable
BIO 3 10,00 08,20 négligeable

Le traitement basique par NaOH 2% des biomasses (BIO 1; 2 et 3) indique que la
teneur en AIM est presque identique pour les trois milieux de culture: 13,1 ¢/100g de
biomasse pour BIO 1; 12 g/100g de biomasse pour BIO 2 et 10 g/100g de biomasse pour
B103. Cela veut dire que la paroi cellulaire de P. camembertii posséde des fractions solubles
en milieu alcalin a 2% avec un rendement de 80 & 90%.

Les fractions AIM ont été traitées par I’acide acétique. Selon les valeurs obtenues, nous avons
remarqués qu’il y a une solubilisation de 10 a 30%. La filtration des fractions AcIM conduit a
0, 763 g/g de AIM (BIO 1); 0,708 g/g de AIM (BIO 2); 0,82 g/g de AIM (BIO 3). Ces
valeurs correspondent respectivement a 0,1 g/g de BIO 1; 0,085 g/g de BIO 2 ; et 0,082 g/g
de BIO 3, par conséquence, la chitine brute représente =10% de la biomasse mycélienne.

Les quantités du chitosane libre issues des différentes biomasses isolées par ajustement du pH
du surnageant avec NaOH 30 M sont négligeables.

D’aprés ces résultats, nous pouvons conclure que le mycélium du P. camembertii contient des
polysaccharides insolubles en milieu basique AIM et acide AcIM. Ce mycélium contient aussi

du chitosane libre mais a de tres faibles quantités. Les rendements en chitine ne sont pas
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influencés par le mode de culture (milieu solide ou liquide). L’enrichissement avec les oligo-
éléments et les P; (phosphates inorganiques) ainsi qu’en Arginine a permis d’augmenter la
concentration en biomasse. Par contre, il ne présente aucun effet sur la teneur en

polysaccharides.

IV.1.1.3. Caractérisation de la fraction AcIM par FTIR

Les spectres d’absorption FTIR de la fraction AcIM des BIO 1 ; 2 et 3, et de la chitine

commerciale sont représentes sur la figure 1V.1 :

AcM de BIO 1

3 <
N E AclM de BIO 2
%0 3 - 3
f S 3 m
Rge § LI Rgo 5
G 5 - -12 bt oo~ g
885 | 3 oBf ¢
® e N cl® -
< N ;
N
120 2 - l
@ 0]
2 2 14
Q Q
8} Q
c (=
@ (1)
2 2
2 2
0 -150 Q
< <16
0 B R 1 R R 1 R0 B I R R R ) R | R 1) )
Nombre d'onde (cm’”) Nombre d'onde (cm)
b Chitine commerciale
5 AclM de BIO 3 T .
] gQ
i 38 Qe
- N A
129 ° joo 8=
2 Roo 8 140 V %2 3 9 S
g PRS- 82 e
g woo ‘ o 3 R
& e8y ~ I & o ©
T g | g
= 149 s o
8 8
: 5 \
Q 2
= -161
[o]
9 )
2 a
< <
<160
B 1 ' O R ) 1 ) R 1 B R - B -1
- -1
Nombre d'onde (cm™) Nombre d'onde(cm”)

Figure 1V.1: Spectre FTIR des fractions AcIM des BIO 1, BIO 2, BIO 3 et de la chitine

commerciale
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Les principaux pics caractéristiques de la chitine sont : 1650 cm™ correspondant a I’amide 1,
1583 cm™ & I’amide 11, 1420 cm™ & la déformation symétrique de —CH3 et —-CH,, 1320 cm™ &
I’amide TI1, 3200 & et 3100 cm™ a la liaison d’hydrogéne intermoléculaire (C)eOH...OH-Cg).

En observant les spectres AclM des BIO 1 ; 2 et 3, ’apparition des pics ou des bandes
d’absorption est plus nette avec la fraction AcIM sur milieu solide comparativement a
la fraction AcIM dans le milieu liquide.

Les pics caractéristiques de la chitine pure, situés a 3264,87 et 3108 cm™, sont
présents dans la fraction AclM sur milieu solide YPGA (BIO 1) contrairement a la
fraction AclM dans le milieu liquide YPG (BIO 2). Comparativement a la chitine
commerciale, ces deux pics semblent étre masqués par la présence d’autres polymeéres,
les B- glucanes ; ce résultat est confirmé par Ahmad et al (2010).

Le milieu YPG renferme, au préalable, des sources azotées provenant de peptone et de
I’extrait de levure. L’ajout supplémentaire d’une autre source azotée, complétement
différente, n’influe pas sur la nature des polymeres dans la fraction AcIM.

La chitine brute, produite sur milieu solide YPGA enrichi, se rapproche plus de la
chitine commerciale que de la chitine produite dans le milieu liquide.
L’enrichissement en oligo-éléments et les P; (phosphates inorganiques) favorise la
croissance de P. camembertii mais en aucun cas la quantité de chitine produite. La
présence de ces oligo-éléments reste nécessaire pour que ce champignon puisse se

développer dans les milieux de composition limité.

IV.1.2. Effet de la température dans la production de la chitine et du chitosane libre par

la culture solide de Penicillium camembertii sur un milieu extrait de levure-

peptone-glucose (YPGA).

1V.1.2.1. Développement du myceélium de Penicillium camembertii

La croissance de la souche P. camembertii sur milieu solide YPGA, dans les

conditions de cette étude, a conduit au recouvrement maximum de la surface de la boite de

pétri qui est plus marqué aux températures 20 et 25 °C contrairement a 28 °C (figure 1V.2 (a,

b et ¢)). Selon Choisy et al (1984), la température optimale de croissance de la moisissure

P. camembertii est située entre 20 et 25 °C. Dans cet intervalle, la croissance est plus

favorisée.
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1V.1.2.2. Observation au microscope optique

A T’échelle microscopique, le P. camembertii se distingue par son organisation en
pinceaux. Le thalle, composé de filaments mycéliens septes et hyalins, porte des
conidiospores ramifiés ou simples qui se terminent par un pénicille (figure 1V.2 (d)). Selon
Pitt (1979), I’espéce P. camembertii posséde les caractéres morphologiques suivants : Thalle

floconneux blanc mais pouvant virer lentement au vert grisatre, pale.

(@) (b) (©)

(d)

Figure 1V.2: (a), (b) et (c) Mycélium condensé de la souche Penicillium Camembertii sur
milieu YPGA aprés 6 jours d'incubation et a différentes températures : 20 ; 25 et 28 °C,
respectivement. (d) : Observation au microscope optique (grossissement X40) de mycélium

en croissance a 25°C
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IV.1.2.3. Production des biomasses de Penicillium camembertii a différentes
températures de croissance

Les concentrations des biomasses sont présentées dans la figure 1V.3. Le mycélium de
P. camembertii, développé a température 20 °C ainsi qu’a 25 °C, a donné la plus grande
quantité de biomasse : 12,97 +1,10 g/L et 12,35 +1,56 g/L, respectivement, comparée a 28 °C
ou la concentration atteint une valeur de 11,63 £1,73 g/L. Il est a signaler ’apparition d’une

coloration verdatre apres séchage des différents mycéliums.

Biomasse (g/L)

Température de croissance (°C)

Figure 1V.3: Effet de la température sur la concentration de la biomasse de Penicillium

camembertii produite par la culture sur milieu solide YPGA pendant 6 jours

IV.1.2.4.Caractérisation physico-chimique des biomasses séches

Les caractéristiques physico-chimiques des biomasses cultivées a différentes
températures : 20 ; 25 et 28 °C sont données dans le Tableau IV.3.
La biomasse cultivée sur milieu YPGA est neutre, elle possede un pH situé entre 6,66 et 7,03
pour les trois températures.
La teneur en matiére seche (MS) est de 88,71 ; 89,15 et 87,51% du poids sec des biomasses
cultivées a 20 ; 25 et 28 °C, respectivement. La température d’incubation du P. camembertii,
comprise entre 20 et 28 °C, conduit a des taux de MS trés proches. Cependant, ces valeurs
sont inférieures a celles trouvées par Bizet et al (1997) pour le champignon P. camembertii
cultivé sur un milieu a base d'agar et de composition nutritive proche de celle du fromage et a

température 25 °C.

Les biomasses cultivees a différentes températures : 20 ; 25 et 28 °C renferment des quantités
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faibles en minéraux, elles sont de 1’ordre de 3,49 ; 5,67 et 1,2%, respectivement. Ces résultats
sont compatibles avec ceux trouvés par Bizet et al (1997) pour le champignon P. camembertii
cultivé sur un milieu a base d'agar et de composition nutritive proche de celle du fromage et a
température 25 °C (soit environ 4,5 + 0,3%). Les faibles valeurs du taux de cendre confirment
que I’étape de déminéralisation n’est pas nécessaire durant le procédé d’extraction des
polysaccharides a partir du mycélium de P. camembertii cultivé sur milieu YPGA. D’autre
part, il est a signaler la faible teneur du taux de cendres pour la biomasse cultivée a 28 °C

comparativement a celles qui sont cultivées a 20 et 25 °C.

Tableau 1V.3: Paramétres physico-chimiques des biomasses cultivées sur milieu solide

YPGA et a différentes températures

Températures

20°C 25°C 28 °C
Paramétres
Granulométrie < 850um

Parameétres physico-chimiques*
pH 6,66 7,03 6,90
Matiére séche (%) 88,71 89,15 87,19
Taux de cendres (%) 3,49 5,67 1,20
Coloration Verdatre

* . mesurés et calculés a partir de la biomasse totale (2 L de milieu).
IV.1.2.5. Analyse structurale des biomasses par spectroscopie ATR

La figure IV.4 (a, b et ¢) représente les spectres ATR des biomasses cultivées a 20 ; 25
et 28 °C, respectivement. L’examen de ces spectres fait apparaitre des bandes d’absorption
caractéristiques de complexe chitine-glucane.

e Les spectres des biomasses produites aux différentes températures montrent une large
bande d’absorption entre 3600 et 3012 cm™, ce qui est probablement d{i aux vibrations
de valence des groupements O-H et N-H de la chitine et du groupement O-H du
glucane (Skorik et al., 2010).

e Les biomasses produites a 20 et a 25 °C manifestent un pic d’absorption a 2925,94 et

2924,01 cm™, respectivement. Pour la biomasse produite & 20 °C, on remarque une
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large bande de faible intensité entre 1446 et 1408 cm™. Dans le cas de la biomasse
produite & 25 °C, on constate aussi I’apparition d’un pic d’absorption de faible
intensité & 1449,56 cm™, ces pics correspondent & la vibration de valence et a la
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 produite a 28 °C, on
remarque également I’apparition d’un faible pic a 2921,38 cm™, tandis que le pic a
1440 cm™ est masqué.

e Les spectres des biomasses produites a 20 et 25 °C marquent un pic de faible intensité
a 2851,50 cm™, ce dernier est légérement décalé vers 2854,77 cm™dans le cas de la
biomasse produite a 28 °C. Cela indique la présence de petites quantités de lipides
(Ahmad et al., 2010 ).

L sur les

e La présence de pics d’absorption de faible intensité¢ a 1641,38 et 1635,59 cm’
spectres des biomasses cultivées a 20 et 25 °C, respectivement, correspondent a
I’amide I de la chitine et a la vibration du groupement C-N des protéines (Ahmad et
al., 2010 ; Skorik et al., 2010).

e Les pics d’absorption 4 1559,80 ; 1558,82 et 1586 cm™ pour les biomasses produites &
20 ; 25 et 28 °C, respectivement, correspondent a I’amide II de la chitine (Skorik et al.,
2010). Les pics d'absorption & 1541,17 ; 1539,21 et 1540 cm™ pour les biomasses
produites a 20 ; 25 et 28 °C, respectivement, correspondent a la vibration des liaisons
N-H des protéines (Kaya et al., 2015).

e Les pics de trés faibles intensités & 1371,97 ; 1375,18 et 1377 cm™ qui apparaissent
dans les spectres des biomasses produites a 20 ; 25 et 28 °C, respectivement, sont
attribués aux vibrations de la déformation des groupements CH, et CH3 de la chitine.

e La présence de pics de trés faibles intensités & 1303,85 ; 1312,35 et 1313 cm™ sur les
spectres des biomasses produites a 20 ; 25 et 28 °C, respectivement, correspondent
aux vibrations de valence des liaisons C-N de I’amide III de la chitine.

e Les pics de trés faibles intensités qui apparaissent a 1141,86 et 1142,76 cm™ sur les
spectres de la biomasse produites a 20 et 25 °C, respectivement, et le pic intense qui
apparait & 1195 cm™ sur le spectre de la biomasse & 28 °C sont attribués aux vibrations
de valence de la liaison C-O-C et la liaison C-C de la chitine.

e Les pics d’intensité importante qui apparaissent a 1018,39 ; 1041,95 et 1069 cm dans
les spectres des biomasses produites a 20 ; 25 et 28 °C, respectivement, correspondent

a la vibration de valence des liaisons C-O-H de la chitine et du glucane.
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e Les pics de faibles intensités qui apparaissent & 926,90 et 930,18 cm™ dans les spectres
des biomasses a produites 20 et 25 °C, respectivement, ainsi que le pic intense qui
apparait 4 969 cm™ dans le spectre de la biomasse produite & 28 °C indiquent que les
unités glycosidiques de la chitine et du glucane sont liées par des liaisons 3 (Skorik et

al., 2010).

Les observations par ATR ont permis de conclure que les biomasses cultivées sur milieu
YPGA pendant 6 jours et a différentes températures 20 ; 25 et 28 °C sont constituées d’un
mélange de complexe chitine-glucane dans lequel les unités monomeéres sont liées par des
liaisons P, de protéines et de quantité minimes de lipides.

Les spectres ATR des biomasses cultivées aux températures 20 ; 25 et 28 °C sont différents.
La différence est plus marquée dans le spectre a 28 °C par rapport aux autres. Cette
distinction se manifeste par le masquage du groupement amide | et la présence de pics trés
intenses dans la zone 1500-1100 cm™ pour le spectre & 28 °C, contrairement & ceux de 20 et
25 °C ou le pic de ’amide I est trés visible et les pics dans le domaine 1500-1100 cm™ sont de

tres faible intensité et non séparés.
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Figure IV.4: (a), (b) et (c) Spectres ATR de la biomasse cultivée sur un milieu YPGA

pendant 6 jours a températures 20 ; 25 et 28 °C, respectivement

IV.1.2.6. Détermination de la morphologie par MEB

La figure IV.5 (a, b et c) représente les micrographies des différentes biomasses
cultivées sur milieu YPGA pendant 6 jours a température d’incubation 20 ; 25 et 28 °C,
respectivement.

Les mycéliums condensés et séchés se présentent sous forme de granulés ou d’agrégats de
particules de structures cristallines et de dimensions de I’ordre de 1 a 5 um (figures IV.5).

Cette association crée en surface une hétérogenéité et une porosité plus prononcée dans les
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températures 20 et 25 °C contrairement a 28 °C.

L’arrangement plus ordonné apparu sur la micrographie de la biomasse séche cultivée, a
28 °C, explique I’apparition de plusieurs pics sur le spectre ATR contrairement aux biomasses
cultivées aux températures 20 et 25 °C. Ce résultat peut étre interprété par la présence de
teneurs variables en chitine, glucane, protéines, minéraux et/ou lipides dans le complexe
chitine-glucane identifié dans les spectres ATR.

La température de croissance de la moisissure P. camembertii a 28 °C dans le milieu YPGA
semble améliorer la composition de la paroi cellulaire en polymeéres organiques doués de

structure cristalline et rigide.
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Figure 1V.5: (a), (b) et (c) Micrographies MEB de la biomasse cultivée sur un milieu YPGA
pendant 6 jours a températures 20 ; 25 et 28 °C, respectivement
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1VV.1.2.7. Traitements chimiques des biomasses
IV.1.2.7.1. Traitement alcalin (NaOH 1M) des biomasses seches

Les masses des fractions AIM obtenues des biomasses produites a des températures
differentes sont présentées dans la figure 1V.6.
Le traitement alcalin 1M des différentes biomasses a réduit de facon significative la masse
séche. La diminution est de 86,33 ; 81,67 et 80,07% aux températures 20 ; 25 et 28 °C,
respectivement (figure 1V.6). Ce résultat est expliqué par la solubilisation en milieu basique
des composés presents dans la paroi cellulaire du P. camembertii tels que : les protéines et
autres polysaccharides (Fontaine et al., 2000).
Dans nos conditions de culture et avec un milieu YPGA enrichi d’oligo-éléments, la
moisissure P. camembertii, développée a 20 °C, synthétise d’avantage de substances solubles
en milieu basique (protéines) que de polysaccharides insolubles dans ce milieu, tels que la
chitine et le glucane.
A la température moins favorable a la croissance du P. camembertii (28 °C), le champignon
synthétise dans la paroi cellulaire des polysaccharides responsables de la rigidité, de la

protection et de la résistance contre les agents extérieurs.

Masse de AIM (g)

28

Temperature de croissance (°C)

Figure 1V.6: Les masses des fractions AIM obtenues a partir des biomasses cultivées sur

milieu YPGA a différentes températures

IV.1.2.7.2. Analyse des fractions insolubles AIM par MEB

Les micrographies MEB des fractions AIM, obtenues a partir des biomasses cultivées
dans le milieu YPGA a différentes températures 20 ; 25 et 28 °C, sont illustrées dans la figure
IV.7. Le traitement basique 1M a modifié totalement la structure des biomasses cultivées a

20 ; 25 et 28 °C. Pour I’ensemble, il y a disparition des granulés suite a 1’élimination de plus
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de 80% de protéines solubles dans le milieu alcalin. Par conséquent, il y a naissance d’une
forme compacte et rigide qui caractérise le complexe chitine/glucanes/chitosane libre. D’autre

part, ’apparition d’une surface lisse et homogene (figures IV.7 (a, b et c)) démontre la

présence de plusieurs structures fibreuses similaires et assemblées grace a un liant.
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Figure V. 7: (a), (b) et (c) Micrographies MEB des fractions AIM développées sur milieu
YPGA pendant 6 jours a températures 20 ; 25 et 28 °C, respectivement
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1VV.1.2.7.3. Traitement acide des fractions AIM

La solubilisation des fractions AIM dans 1’acide acétique 2% a permis de produire
deux phases: la fraction soluble AcSM et la fraction insoluble AclIM. Apres séparation, la
précipitation de la fraction soluble AcSM par ajustement du pH avec NaOH 2 M a été
observée pour toutes les biomasses produites. Les résultats des masses et des pourcentages
massiques rapportés a la fraction AIM des différentes fractions AcIM ainsi que des précipités
sont rassemblés dans le tableau 1V .4.

On constate que toutes les fractions AIM sont constituées majoritairement de molécules
insolubles dans I’acide acétique (81,33-89,17%) pour les températures 20 ; 25 et 28 °C. Quant
a la fraction soluble, les taux de précipitation sont trés faibles (<1%). Le lavage répéte a
occasionné des pertes de masses.

Le traitement alcalin suivi de traitement acide, appliqués aux biomasses cultivées a différentes
températures (20 ; 25 et 28 °C) sur milieu YPGA enrichi d’oligo-éléments, a permis d’extraire
11,14 ; 16,32 et 17,04 (g/100g biomasse) de substances, respectivement.

Comparées aux valeurs obtenues par Yen et Mau (2006) dans la préparation de la chitine
fongique a partir du pied de Shiitake selon le procédé de Kurita et al (1993), les rendements
en chitine brute sont de 1’ordre de 25,08 a 36,72%.

Le rendement total en chitosane obtenu dans nos travaux est comparé aux valeurs obtenues
par Ebrahimzadeh et al (2013) a partir de mycélium de Penicillium spp. Les résultats obtenus
par ces derniers varient entre 20 - 30%, la viscosité et la DDA du chitosane étaient dans la

gamme de 8,9 a 11,3 cP et 47 a 65%, respectivement.

Une variation du rendement en chitosane et de ses propriétés (DDA et viscosité) a également
été rapportée dans des études antérieures. White et al (1979) ont rapporté 4 a 8% de
rendement en chitosane avec environ 27,3% de DA provenant de Mucor rouxii,
Pochanavanich et suntornsuk (2002) ont enregistré 1,2 a 14% de production de chitosane a
partir des especes Aspergillus niger, Rhizopus oyzae, Lentinus edodes et Pleurotus sajo-caju
avec un DDA de 84 — 90% et une viscosité de 3,1- 6,2 cP. Wang et al (2007) ont obtenu un
rendement de 5,7% de chitosane et 86% de DDA pour I’espéce Penicillium chrysogenum et

11,3% de chitosane pour Penicillium oxalicum.
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Il ressort de ces travaux que la chitine et le chitosane existent dans la paroi cellulaire en
quantité variable et cela selon I’espéce fongique, le mode d’extraction et les conditions de

culture.

Tableau IV.4: Pourcentages des fractions AclM et AcSM obtenues pour chagque biomasse

cultivée a différentes températures

Temperature 9/100g biomasse mg/100g biomasse
(°C)
AciM AcSM
20 11,14 + 0,15 85+1,73
25 16,32 £ 0,02 87+212
28 17,04 £ 0,06 6+0,71

IV.1.2.7.4. Analyse des fractions AcIM par spectroscopie ATR

Les spectres AcIM obtenus dans des températures d’incubation de 20 ; 25 et 28°C
(figure 1V.8 (a, b et ¢)) ont donné des pics et des bandes. Ces résultats ont été comparés au
spectre de la chitine commerciale (figure 1V.8 (d)).

D’aprés la figure IV.8 (a, b et c¢), on remarque une similarité dans les trois spectres
d’absorption. Les pics & 1645,45 ; 1641,06 et 1630,82 cm™ des fractions AcIM des différentes
températures d’incubation 20 ; 25 et 28 °C, respectivement, correspondent a la vibration
asymétrique de valence du groupement C=0 de I’amide I de la chitine (Ahmad et al., 2010).
La bande d’amide II de la chitine apparait a 1558,41 ; 1554,02 et & 1554,75 cm? sur les
spectres AcIM des températures d’incubation 20 ; 25 et 28 °C, respectivement (Ahmad et al.,
2010) .

L’apparition d’un pic d’absorption & 1308,98 ; 1311,18 et 1311,91 cm™ pour AcIM a
température d’incubation de 20; 25 et 28 °C, respectivement, confirme la présence de
vibration de valence de la liaison C-N de I’amide III de la chitine (Ahmad et al., 2010).
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Les pics intenses a 1155,38 et 1027,37cm™ pour AcIM a température d’incubation de 20 °C,
les pics & 1152,45 et 1027,37 cm™ & température d’incubation de 25 °C, ainsi que des pics &
1153,18 et 1025,18 cm™ a température d’incubation de 28 °C sont attribués aux vibrations de
valence de la liaison C-O-C et C-C de la chitine et du glucane (Ahmad et al., 2010).

Selon Skorik et al (2010), les pics de faible intensité qui apparaissent a 892,78 ; 890,59 et a
894,98 cm™? sur les spectres de AcIM des températures d’incubation 20 ; 25 et 28 °C,
respectivement, indiquent que les unités glycosidiques de la chitine sont liées par des liaisons
B.

La zone située entre 1100 et 900 cm™ présente des pics plus visibles dans la chitine
commerciale que dans les différentes fractions AcIM. Ce résultat démontre que nos produits
représentent de la chitine liée dite chitine brute selon les travaux de Kaya et al (2015). Le
champignon étudié (P. camembertii), appartenant a la classe des ascomycetes, est composé de

complexe chitine-glucane (Ruiz-Herrera, 1992).
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Figure 1V. 8: (a), (b) et (c) Spectres ATR de la fraction AcIM développée sur milieu YPGA
pendant 6 jours, températures 20 ; 25 et 28 °C, respectivement. (d) Spectre ATR de la chitine

commerciale

IV.1.2.7.5. Analyses des fractions AcIM par MEB

La figure IV.9 (a, b et c) montre les micrographies des fractions AcIM des
températures d’incubation 20 ; 25 et 28 °C, respectivement. Ces derniéres sont semblables a
celles des fractions AIM correspondantes, mais avec apparition plus nette de la structures
fibreuses, notamment a la température d’incubation de 28 °C. Cette morphologic est tres

proche de la chitine commerciale.

93



Chapitre 1V : Extraction des polysaccharides et leurs applications

Acc Spot Magn e > 10 pm

oW
20.0 v 4.0 ‘."2!300)\‘ [=3=1 9.5 i orr ESEM UMMTO

AccV SpotMagn: Det WD ———— 50m
200KV 45 B00x GSE 102 3.0 Torr ESEMUMMTO

Figure 1V.9: (a), (b) et (c) Micrographies MEB de la fraction AclM développée sur milieu
YPGA pendant 6 jours, températures 20 ; 25 et 28 °C, respectivement. (d) Micrographies
MEB de la chitine commerciale
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IVV.1.2.7.6. Analyse de la fraction AcSM

Le choix de la fraction produite a 28 °C est expliqué par la qualité de la fraction AclM,
voisine de la chitine commerciale.
Le spectre de la fraction AcSM, a température d’incubation de 28 °C (figure 1V.10 (a)), est
comparé au spectre du chitosane commercial (figure 1V.10 (b)).
Le pic caractéristique des vibrations de valence du groupement C=0 de I’amide I du chitosane
est présent mais avec un déplacement vers 1635,59 cm™ accompagné d’un affaiblissement de
I’intensité d’absorption par rapport a celle observée dans le spectre de la chitine a température
d’incubation de 28 °C (AcIM a 28 °C).
1l y a eu disparition du pic de 1’amide II et apparition d’un pic & 1581,59 cm™ qui correspond
aux vibrations de valence du groupement amine (-NH,), ce pic est absent dans le spectre de la
fraction AclM a 28 °C.
Le pic & 1367,35 cm™ est associé aux vibrations de déformation des groupements CHs et CHs.
Le spectre ATR de la fraction AcSM a température d’incubation de 28 °C présente des pics
situés a des nombres d’onde différents de ceux observés dans le chitosane commercial
d’origine marine. Ces résultats se rapprochent des chitosanes d’origine fongiques extraits de
deux especes: Penicillium viridicatum (Ebrahimzadeh et al., 2013) et Mucor rouxii
(Synowiecki et Al-Khateeb, 1997).
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Figure 1V.10: (a) Spectres ATR de la fraction AcSM apres précipitation, développée sur
milieu YPGA pendant 6 jours a 28 °C. (b) Spectres ATR du chitosane commercial

Les micrographies MEB de la fraction AcSM a température d’incubation de 28 °C
(figurell(a)) montrent une structure différente de celle du chitosane commercial
(figurell1(b)). Le calcul du degré de désacétylation (DDA) permet d’expliquer les résultats
obtenus. Ces derniers sont représentés dans le tableau 1V.5 :

Tableau 1V.5: Degré de désacétylation de la fraction AcSM extraite de la biomasse cultivée

a 28 °C et celui du chitosane commercial

Echantillon Az cm-1 A cm-l DDA (%)
Précipité AcSM 0,045 0,0029 63,82
Chitosane 1,867 2,27 76,68
Commercial
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Le chitosane, obtenu a la température d’incubation de 28 °C, posséde un degré de
désaceétylation de 63,82%, cette valeur est proche de celle des chitosanes extraits des espéces
P. waksmanii et P. citrinum qui est d’environ 65 et 62,4%, respectivement (Ebrahimzadeh et
al., 2013).

(@)
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Figure 1V.11: (a) Micrographies MEB de la fraction AcSM précipitée obtenue a 28 °C sur

milieu YPGA pendant 6 jours. (b) Micrographies MEB du chitosane commercial

1VV.1.2.8. Etude de la désacétylation des chitines brutes

La chitine extraite des crustacés (chitine pure) est généralement convertie en chitosane
par désacétylation alcaline avec I’hydroxyde de sodium (Chang et al., 1997).
Dans ce travail, la méthode conventionnelle de transformation de la chitine en chitosane a été
modifiée par I’utilisation de conditions douces de désacétylation, évitant ainsi la dégradation
de la chitine. Pour cela, les fractions AcIM obtenues dans les températures d’incubation du
mycélium P. camembertii sur milieu YPGA enrichi a 20 ; 25 et 28 °C, respectivement, ont
subi un traitement basique a 40% de NaOH avec un rapport de 1g/50 mL a 35 °C pendant 7
jours (Kadouche, 2013). La fraction AcIM (25 °C) a subi un deuxiéme traitement basique
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avec les mémes conditions (40% NaOH, température 35 °C et une durée de 7 jours). Les
résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 1V.6 :
Tableau IV.6: Production du chitosane dans les conditions douces de désacétylation de la

chitine fongique

Echantillons Chitine brute  Chitine brute DA
DA (9) 2 fois (g)

AcIM 20°C 0,77 /

AcIM 25°C 062 —> 055

AcIM 28°C 0,73 /

Apres plusieurs lavages a I’cau distillée, les fractions récupérées ont été pesées. Les
rendements des chitines désacétylées (chitines DA) sont: 770 ; 620 et 730 mg/g de AclM
pour les températures d’incubation du mycélium 20; 25 et 28 °C, respectivement. Le
rendement en chitine DA 2 fois pour la fraction AcIM a température d’incubation du
mycélium de 25 °C est de : 550 mg/g de AcIM. Selon les travaux de Di Mario et al (2008), le
rendement du chitosane, préparé a partir de la désacétylation de la chitine entre 80 et 150 °C
pendant 2 heures issues de différentes souches de Pleurotus ostreatus et de Pleurotus eryngii,
est de 30,7 et 44,8%, respectivement. Comparativement a notre étude, les rendements sont
plus élevés. On note que les rendements des chitines désacétylées dépendent des conditions

opératoires utilisées (durée et température du traitement basique).

IV.1.2.8.1. Caractérisation des chitines désacétylées

a) Test de solubilité
Les produits obtenus ont été mis dans une solution d’acide acétique 1% afin de tester
leur solubilité en milieu acide dilué. Les résultats obtenus ont montré la formation d’une

suspension collordale (figure IV.12) :
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Figure 1V.12: Test de solubilité des chitines DA (température d’incubation du mycélium

25°C)

b) Analyse de la chitine désacétylée par FTIR

La chitine obtenue a 25 °C désacétylée 2 fois a 35 °C pendant 7 jours est analysée par

spectroscopie FTIR. Le spectre de la chitine désacétylée est comparé a celui du chitosane

commercial (Figure IV.13 (a, b etc)):
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Figure 1V.13: (a) Spectres FTIR de la chitine obtenue a température d’incubation de 25 °C,
désacétylée 2 fois a 35°C pendant 7 jours. (b) Spectres FTIR du chitosane commercial et (c)

Spectres FTIR du glucane

Le spectre d’adsorption FTIR de la chitine désacétylée 2 fois a 35°C pendant 7 jours
présente une bande d’adsorption d’une grande intensité & 3406,44 cm™correspondant & la
vibration (OH) et (NH) de la fonction amine. Le spectre présente aussi une bande
d’adsorption a 1653,79 cm™ correspondant & amide 1, la bande amine apparait & 1589,44 cm™

dans le spectre de la chitine.

La zone située entre 1100 et 900 cm™ présente des pics intenses contrairement au chitosane
commercial ou I’intensité des pics est diminuée, cette partie ressemble bien au spectre du
glucane (figure 1V.13 (c)). Ce résultat déemontre que nos produits représentent du chitosane lié

au glucane (complexe chitosane-glucane).

IV.2. Application du chitosane fongique dans I’élimination du colorant Bleu de

Meéthylene (BM)

Dans cette étude, on s’est intéressée a la préparation d’un adsorbant naturel a partir du
chitosane fongique présenté sous forme de membrane en vue de son utilisation comme

biosupport dans 1’adsorption d’un colorant de 1’industrie textile: le Bleu de Méthylene (BM).
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IV.2.1. Apparence des membranes du chitosanes

La membrane préparée a partir du chitosane fongique est de couleur jaunatre, lisse,
souple et flexible. Cependant, celle préparée a partir du chitosane marin (commercial) est
transparente, lisse, dure et fragile (figure 1V.14).

(a) (b)

Figure 1V.14: Membranes du chitosanes : (a) chitosane fongique ; (b) chitosane marin.
IV.2.2. Essais d’élimination du colorant

L’élimination du colorant : bleu de méthylene (BM) a été étudiée en fonction du temps
de contact, de la concentration initiale, du pH initial de la solution du colorant BM, de la
masse des membranes de chitosane et de la température. Pour chaque parametre, le

pourcentage d’élimination a €té calculé.

1VV.2.2.1. Effet du temps de contact & difféerentes concentrations initiales du BM

L’effet du temps de contact adsorbat-adsorbant sur le taux de rétention du colorant BM
est présenté dans la figure 1V.15, et & différentes concentrations initiales (5 a 100 mg/L) pour
10 g de membrane fongique par litre de la solution du BM, a pH 7,61 et a température 25 °C.
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Figure 1V.15: Effet du temps de contact adsorbat-adsorbant sur le taux de rétention du
colorant BM a différentes concentrations initiales 5 a 100 mg/L (pH 7,61 ; 25 °C et 1g de

membrane du chitosane fongique par 100 mL de solution du BM)

Pour les cinq concentrations utilisées, le taux de rétention croit avec 1’augmentation du
temps de réaction en suivant deux pentes différentes. La premiére est rapide, elle se situe dans
les 20 premiéres minutes de contact, tandis que la seconde est lente a 40 minutes et pourrait
exprimer 1’équilibre entre les fractions du colorant retenues et celles désorbées. A 1’équilibre,
on atteint des taux d’élimination de 95,84%, 93,2%, 96,74%, 96,25% et 96,36 % pour les
concentrations initiales de 5; 10; 20; 50 et 100 mg/L, respectivement. L’augmentation du
pourcentage d’adsorption avec le temps de contact est due a la disponibilité des sites

d’adsorption libres a la surface de la membrane du chitosane fongique (surface non saturée).

1VV.2.2.2. Effet du pH de la solution

L’effet du pH de la membrane de chitosane sur le taux de rétention du colorant BM,
étudié a différents temps de contact et a la concentration initiale de 10 mg/L avec une masse
de 1g dans un volume de 100 mL de la solution du BM et a température de 25 °C, est présenté
dans la figure 1V.16. Une comparaison a été faite avec la membrane du chitosane marin
(figure 1V.17).
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Figure 1V.16: Effet du pH sur le taux d’élimination du colorant BM traité sur la membrane

du chitosane fongique (25 °C, 10 mg/L, 1g de membrane par 100 mL de la solution du BM)
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Figure 1V.17: Effet du pH sur le taux d’élimination du colorant BM traité sur la membrane
du chitosane marin (25 °C, 10 mg/L, 1g de membrane par 100 mL de la solution du BM)

Les résultats de 1’adsorption du colorant BM sur les membranes du chitosane
fongique, observés sur la figure 1VV.16, montrent un accroissement du taux d’élimination du
colorants BM avec tous les pH étudiés (de 3 a 12). Le taux d’élimination maximal de 93,20%

est atteint a pH 7 et a pH 10 aprés 40 minutes de contact.
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Les faibles quantités retenues a pH acide (pH<5) sont probablement dues a I’existence d’une
adsorption compétitive entre les ions H3O" et les cations du BM sur les sites actifs de
I’adsorbant. En I’absence de cette compétition, 1’adsorption du colorant BM devient meilleure
(pH 7 et pH10). Par ailleurs, la diminution de la rétention a pH 12 peut étre expliquée par
I’excés en ions OH" qui entourent les cations du colorant (Eren, 2009).
Dans le cas de la membrane du chitosane marin (commercial), I’adsorption est meilleure en
milieu basique qu’en milieu acide (figure IV.17). De tres faibles quantités de BM ont été
adsorbées sur la membrane en milieu acide contrairement a la membrane d’origine fongique.
Probablement, le chitosane fongique, présenté sous forme de complexe chitosane-glucane,
peut posséder un pHpcy acide (< 6,3 de chitosane commercial (Crini et al., 2009)).

Talathoti et al (2014) ont déterminé un pH optimum de 8 pour 1’adsorption du colorant
BM sur le bioadsorbant a base des feuilles de Syzygium cumini L. Ils expliquent aussi une
meilleure adsorption de ce colorant en milieu basique par les interactions électrostatiques. Des
résultats similaires ont aussi été observés par plusieurs auteurs pour 1’adsorption du colorant
BM ou d’autres colorants cationiques sur d’autres types d’adsorbants (Houas et al., 1999 ;

Madhavakrishman et al., 2009; Zhang et al., 2011 ; Kifuani et al., 2018).

1VV.2.2.3. Effet de la masse des membranes

L’effet de la masse de la membrane du chitosane sur le taux de rétention du colorant
BM, étudié a différents temps de contact, et a la concentration initiale de 10 mg/L dans un
volume de 100 mL de la solution du BM, a pH 7,61 et a température de 25 °C, est présenté
dans la figure 1V.18. Une comparaison a é€té faite avec la membrane du chitosane marin
(figure 1V.19).
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Figure 1V.18: Effet de la masse de la membrane du chitosane fongique sur I’adsorption du
colorant BM (pH 7,61 ; 25 °C et 10 mg/L de solution du BM)
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Figure 1V.19: Effet de la masse de la membrane du chitosane marin (commercial) sur
1’adsorption du colorant BM (pH 7,61 ; 25 °C et 10 mg/L de la solution du BM)

Les resultats présentés dans la figure 1VV.18 montrent un accroissement du pourcentage
d’adsorption avec 1’augmentation de la masse de la membrane du chitosane fongique. Le
pourcentage d’adsorption passe ainsi de 17,19% a 92,8% lorsque la masse de la membrane du
chitosane fongique passe de 10 & 1000 mg aprés 20 minutes de contact. L’augmentation du
pourcentage d’adsorption, observée en fonction de la masse de la membrane du chitosane

fongique, est due a la disponibilité des sites libres d’adsorption qui augmentent avec la
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quantité d’adsorbant jusqu’a la masse de 1 g. Par contre, le pourcentage d’adsorption passe
9,94% a 16,54% lorsque la masse de la membrane du chitosane marin (commercial) passe de

10 450 mg. A partir de 50 mg, I’élimination devient pratiquement constante.

Comparativement au chitosane marin, le chitosane fongique conduit a un meilleur taux
d’abattement et cela en raison du pH utilisé (7,61), discuté et justifié dans le paragraphe
(Iv.2.2.2).

1V.2.2.4. Effet de la température

L'effet de la température sur le taux d’élimination du colorant BM sur la membrane du
chitosane fongique a été également étudié. Trois températures différentes ont été utilisées :
25; 35 et 45 °C avec une concentration initiale de 10 mg/L, un pH=7,6 et une masse de la
membrane égale & 1g /100 mL de solution du colorant BM (figure 1V.20) :
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Figure 1V. 20: Effet de la température sur le taux d’élimination du colorant BM sur la
membrane du chitosane fongique (pH 7,6 ; 25 °C ; 10 mg/L et 1g de la membrane par 100 mL
de la solution du BM)

A partir de la figure V. 20, on peut conclure que le taux d'élimination du colorant BM
diminue de 91,84 a 85,24% quand la température varie entre 25 et 45 °C, respectivement. Ce
résultat est expliqué par le fait que I’augmentation de la température peut ne pas étre en faveur

de toute agglomération des cations sur la surface solide.
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1V.2.3 Modélisation
1V.2.3.1. Modélisation de la cinétique d’élimination

L’¢étude du temps de contact colorant-membrane d’origine fongique a été utilisée pour la
détermination du type de modeéle de cinétique. Plusieurs formalismes sont donnés dans la
littérature pour décrire la cinétique d’adsorption. Nous avons utilisé dans cette étude les lois

cinétiques du pseudo premier ordre et du second ordre.

a) Modele du pseudo-ordre 1 (modéle de Lagergren 1898)
Ce modéle suggere la fixation des molécules du colorant a la surface du bioadsorbant. Il est

représenté par la formule suivante :

d
== k1 (Gmax — 4¢) (IV.1)

Ou:
Omax €t Q: sont, respectivement, les quantités de soluté adsorbées en mg/g a 1’équilibre et a
I’instant t.
ks : Constante de vitesse de premier ordre (min™)
Aprés intégration, 1’équation (IV.1) devient :
IN(Gmax — qt) = InGax — ky.t (1V.2)

La quantité adsorbée a 1’équilibre e et la constante de vitesse K; peuvent étre obtenues a

partir de la pente et de I’ordonné a ’origine de la courbe In (Qmax —at) = f (t) (figure 1V.21) :
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(c) (d)

I T T T ‘ 1 O I T T ‘ 1
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In(qmax-qt)
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1
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-12 S

-14 -
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Figure 1V.21: Modéle cinétique du pseudo premier ordre pour 1’adsorption du colorant BM.
(@) : Concentration initiale 5 mg/L ; (b) : Concentration initiale 10 mg/L ; (c) : Concentration
initiale 20 mg/L ; (d) : Concentration initiale 50 mg/L ; (¢) : Concentration initiale 100 mg/L

Les valeurs des quantités adsorbées ge, les constantes de pseudo-premier ordre k et les
coefficients de régression R? pour toutes les concentrations étudiées sont données dans le
tableau IV.7. Les valeurs de R* sont comprises entre 0,0247 et 0,9535. Le calcul de g. montre
que les quantités du colorant adsorbées sont plutot faibles par rapport aux quantités
expérimentales. Ces observations nous menent a dire que 1’adsorption du colorant BM
n’exprime pas un processus de diffusion controlée puisqu’il ne suit pas 1’équation du pseudo-

premier ordre donnée par Lagergren (Srivastava et al., 2006).
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b) Modéle du pseudo-deuxiéme ordre
Il est représenté par la formule suivante :

d
= =k (Gmax — 4¢)° (IV.3)

k, : Constante de vitesse de second ordre (g.mg™*.min™).
Apreés intégration, I’équation (IV.3) devient :
t 1 1

dte kchznax Admax

t (IV.4)

La quantité adsorbée g et la constante de vitesse k, peuvent étre déterminees a partir de la

pente et I’ordonné a I’origine de la courbe t/qt et en fonction de t.

La figure IV.22 montre I’application du modeéle de cinétique du pseudo-second ordre
aux résultats obtenus dans 1’élimination du colorant BM. Les valeurs des quantités adsorbées
Qe les constantes de pseudo-second ordre k; et les coefficients de régression R? pour les

concentrations étudiées sont données dans le tableau IV.7 :
(a) (b)

160
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(c) (d)
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(€)
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0 5 10 15 20 25 30 35
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Figure 1V.22 : Modele cinétique du pseudo second ordre pour I’adsorption du colorant BM.
(@) : Concentration initiale 5 mg/L ; (b) : Concentration initiale 10 mg/L ; (c) : Concentration
initiale 20 mg/L ; (d) : Concentration initiale 50mg/L ; (e) : Concentration initiale 100 mg/L

D’aprés les résultats obtenus (tableau IV.7), nous remarquons que le modele du
pseudo second ordre est adéquat pour déterminer I’ordre de la cinétique d’adsorption du
colorant BM puisque les coefficients de corrélation sont proches de I'unité (R? =0,999). Ces
valeurs dépassent celles obtenues avec le modéle de pseudo-premier ordre. De méme, nous
remarquons que les valeurs des capacités d’adsorption calculées sont treés proches des valeurs
déterminées expérimentalement (0,28 ; 0,68 ; 1,66 ; 3,70 et 8,08 mg/g pour les concentrations
initiales de 5; 10 ; 20 ; 50 et 100 mg/L, respectivement). Le modéle du pseudo second ordre
est le mieux adapté pour décrire le comportement du colorant BM sur les membranes du
chitosane fongique. Des résultats similaires ont été publiés par HO et Mckay et al (1999). Ces
derniers attestent que la plupart des systémes d’adsorption sur les matériaux solides suivent

une cinétique de pseudo second ordre.

110



Chapitre 1V :

Extraction des polysaccharides et leurs applications

Tableau IV.7: Les constantes de la cinétique d’adsorption du colorant BM sur la membrane

du chitosane fongique

Pseudo premier ordre

Pseudo second ordre

Co(mg/L) ky Qe R® ko Je R®
(minh)  cal (9.mg’ cal
(mg.g™) 'min®)  (mg.g™)
5 0,2318 0,545 0,9535 571 0,28 0,9985
10 0,3216 4971 0,9073 2,17 0,69 0,9986
20 0,0477 0,206 0,0694 1,34 1,68 0,9993
50 0,0255 0,304 0,0247 1,49 3,72 0,9998
100 0,3677 5,23 0,8244 0,48 8,14 0,9995

1V.2.3.2. Modélisation des isothermes d’adsorption

Afin de définir le type d’isotherme d’adsorption, nous avons présenté la quantité du

colorant adsorbée a I’équilibre en fonction de la concentration de la solution du BM.

L’isotherme d’adsorption obtenue est illustrée dans la figure IV.23, il s’agit d’une isotherme

linéaire.
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qe (mg/g)
o [ N w Y wu (o)} ~ o] [V}

Ce (mg/L)

Figure 1V.23: Isotherme d’adoption du colorant BM sur la membrane du chitosane fongique

I1V.2.3.3. Modeles théoriques

Il existe de nombreux modeéles théoriques qui ont été développés pour décrire les

isothermes d'adsorption. Cependant, dans cette partie, nous nous intéressons seulement aux

modéles de Langmuir et de Freundlich, car ils sont les plus simples et les plus répandus.

a) Modele de langmuir:

Le modeéle de Langmuir (1918) se base sur des principes fondamentaux ou la molécule

adsorbée est située sur une place bien précise du matériau adsorbé. Chaque site peut occuper

une molécule. L’énergie d’adsorption de tous les sites est identique et indépendante.

Avec :

Le modéle de Langmuir a été utilisé sous sa forme lin€aire, représenté par 1’équation

suivante :
1 1 1 1

== + X — (1V.5)

de Amax kKLqmax Ce

ge: Quantité adsorbée (mg/g)
Omax: Capacité maximale d’adsorption (mg/g)
k.: Constante de Langmuir (L.mg™)

Ce: Concentration du soluté en solution a 1’équilibre (mg/L).

Le tracé de la courbe C¢/ge en fonction de Ce nous permet de calculer la capacité maximale

d’adsorption qn et la constante ky_(figure 1V.24).
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v' Afin de vérifier I’isotherme d’adsorption de BM sur la membrane de chitosane
fongique, nous avons éprouvé le paramétre adimensionnel de Hall (R.) qui est

présenté sous la forme:

1
T 1+k.C

R, (IV.6)

Ci: Concentration initiale (mg.L™)

k. : Constante d’équilibre de Langmuir (L.mg™)

1/qe
N

y =0,4308x + 0,0818
R?=0,96

1/Ce

Figure 1V. 24: Modéle de Langmuir
La figure 1V.24 montre que le processus d’adsorption du colorant BM sur la
membrane du chitosane fongique est décrit de facon satisfaisante par le modéle de Langmuir.
Le facteur de corrélation est proche de 1’unité et la valeur calculée de la capacité maximale
d’adsorption est proche de la valeur expérimentale (tableau 1V.8).
b) Modeéle de Freundlich
Le modéle de Freundlich (1909) est empirique et simple, il établit une relation entre la
quantité de soluté adsorbée et la quantité restante en phase liquide.
v L’équation linéaire de Freundlich a été utilisée:
1
Ing, = Inkg +;In C, (IV.7)

Qe et Ce sont les concentrations du soluté dans le complexe solide et en solution,

respectivement.
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ke : Constante de Freundlich, une constante relative a la capacité d’adsorption; c¢’est donc la

capacité d’adsorption lorsque la concentration a 1’équilibre est unitaire.

La constante adimensionnelle n’est pas en rapport avec 1’intensité d’adsorption. En portant

In g, en fonction de In C,, cette équation permet de calculer les parametres k,_ et 1/n a partir

de I’ordonnée a I’origine et de la pente, respectivement (figure [V.25).

In qe

0,8 -
0,6 -

04 -

(e}

-1 -0,8 -0,6 -0,4 ¢ -0,2 0. 0 0,2

0,4 -

0,8 -

Figure 1V.25: Modele linéaire de Freundlich

0,4 0,6

In Ce

Tableau 1V.8: Parameétres de Langmuir et de Freundlich dans I’adsorption du colorant BM

sur la membrane du chitosane fongique

Modeéle de Langmuir Modeéle de
Freundlich
Om KL RL R? n Ke R’
(mg/g) (L/mg)
5mg/L 10mg/L 20mg/L  50mg/l 100mg/L (L/mg)

12,22 0,19 0,64 042 0,23 0,12 0,06 0,96

093 2,36 0,95
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Les coefficients de corrélation repris dans le tableau 1V.8 indiquent que le mécanisme
est trés complexe. Le systeme membrane-BM peut étre décrit par les modéles de Langmuir et
de Freundlich.

Le paramétre d’équilibre (ou paramétre de séparation) R représente la nature du phénomene
d’adsorption. Ce dernier peut étre favorable (0 < R_ < 1), linéaire (R .=1), non favorable
(R>1) ou irréversible (R =0) (Aksu et Yener, 2001 ; Karthikeyan et Ilango, 2007 ; Kifuani et
al., 2018). Les valeurs de R obtenues (comprises entre 0 et 1) indiquent que le processus
d’adsorption est favorable. La membrane du chitosane fongique est un bioadsorbant potentiel
pour I’¢limination du colorant BM des eaux usées et peut donc servir pour le traitement

d’épuration des eaux.
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V.1. Modélisation de la concentration en biomasse mycélienne et des rendements des
fractions (AcIM et AcSM)

Les parametres opératoires (Z1, Z,, Z3 et Z4), considérés pour la modélisation de la
production de la biomasse mycélienne et les rendements des fractions (AcIM et AcSM), sont

donnés dans les tableaux V.1-2 :

Tableau V.1: Matrice du plan factoriel 2*

N° Essais Variables réelles Variables Codées Réponses

Zl 22 Zg Z4 X1 Xz X3 Xy Y1 Yo Ys

(L) (%) (%)

1 135 275 25 0,4 -1 -1 -1 -1 527 025 58,25
2 135 275 25 0,8 -1 -1 -1 1 73 0,05 60,9
3 135 275 75 0,4 -1 -1 1 -1 477 0,27 50,9
4 135 275 75 0,8 -1 -1 1 1 682 024 446
5 135 325 25 0,4 11 -1 -1 0 0 0
6 135 325 25 0,8 11 -1 1 0 0 0
7 135 325 75 0,4 1001 1 -1 0 0 0
8 135 325 75 0,8 (11 1 1 0 0 0
9 245 275 25 0,4 1 -1 -1 -1 023 0,13 34,8
10 245 275 25 0,8 1 -1 -1 1 058 0,39 9,13
11 245 27,5 75 0,4 1 -1 1 -1 094 0 10,6
12 245 27,5 75 0,8 1 -1 1 1 355 0,05 22,53
13 245 325 25 0,4 1 1 -1 -1 0 0 0
14 245 325 25 0,8 1 1 -1 1 0 0 0
15 245 325 75 0,4 1 1 1 -1 0 0 0
16 245 325 75 0,8 1 1 1 1 0 0 0

y1: Concentration de la biomasse mycélienne (g/L) ; y,: Rendement de la Fraction AcSM (%) ;  ys: Rendement de
la Fraction AcIM (%)

Sur 16 milieux de culture, le calcul de la moyenne y a donné: 1,84 g/L pour la
concentration en biomasse mycélienne ; 0,086% pour le rendement de la fraction AcSM et

18,23% pour le rendement de la fraction AcIM.
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Tableau V.2: Matrice des essais au centre du domaine.

N° Essais  Variables réelles Variables Codées  Réponses
Zy 7 Zy L X1 X X3 X& Y1 Y2 Y3
(g/L) (%) (%)
1 19 30 50 0,6 0 0 O O 6,08 0,01 34,04
2 19 30 50 0,6 0 0 0 0 550 0,04 38,54
3 19 30 50 0,6 0 0 0 0 657 0,02 35,00

La moyenne des concentrations au centre du domaine (yo) est de 6,05 g/L pour la
biomasse mycélienne, 0,023% pour les rendements des fractions AcSM et 35,86% pour les
rendements des fractions AcIM.

V.1.1.Modélisation de la concentration en biomasse mycélienne (y1)

V.1.1.1. Calcul des coefficients du modele

Les coefficients de I'équation de régression bj sont obtenus par le produit scalaire de la
colonne y par les colonnes xj correspondantes divisés par le nombre d'expériences N. les

valeurs de ces coefficients sont regroupées dans le tableau V.3 :

Tableau V.3: Valeurs des coefficients de 1’équation de régression bj

Terme constant  Effets linéaires y;

bO bl b2 b3 b4

1,84 -1,182 -1,844 0,166 0,443

Effets d’interaction y;

b12 b13 bl4 b23 b24 b34 b123 b124 I:)134 b234 b1234

1,182 0,294 -0,073 -0,166 -0,443 0,139 -0,294 0,073 0,143 -0,139 -0,143

V.1.1.2. Analyse statistique de I’équation de régression

d) Vérification de la signification des coefficients par le test de Student
Le test de Student permet de déterminer si parmi les coefficients du modeéle il existe
des coefficients non significatifs, lesquels seront éliminés de 1’équation de régression car leur
influence sur la production de la biomasse mycélienne est négligeable. La procédure de calcul
nous a permis de déterminer:

1/ La variance de reproductibilité: Srzep = 0,2869
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2/ Ecart quadratique moyen : Sp;= 0,134.

Les valeurs des tj sont rassemblées dans le tableau V.4 ci-dessous :

Tableau V.4: Valeurs de tj

Terme constant Effets linéaires y;

o 4] t t3 ty

13,731 8,820 13,764 1,236 3,307

Effets d’interaction y;

o 113 T4 23 o4 34 123 104 134 1234 1034

2,197 1,236 1,040 2,197 0,546 1,068 1,040 1,068
8,820 0,546 3,307

En utilisant la table de Student, relative a un test bilatéral (Annexe V) pour le niveau de
signification o= 0,05 et le nombre de degrés de liberté f = no-1 qui est égale a 2, la valeur de
ta. (f) a été déterminée, toos5(2) = 4,30. Selon le tableauV.4, il est remarqué que les valeurs de
ts, s, t13, tig, to3, tog, tag, tios, ti2a, ti3a, toza, ti234 SONt inférieures a la valeur tabulée du test de
Student (4,30), déduisant ainsi que les coefficients correspondants (b, ba, b1z, b14, bos, D24, D34,
D123, D124, D134, bozs, D1234) Ne sont pas significatifs. Ces derniers sont donc éliminés de

I'équation de régression (il y a 4 coefficients significatifs pour la Biomasse).

e) Recherche de biais
La recherche de biais peut se faire a 1’aide du test de Fisher Snedecor (F) en comparant la

variance résiduelle a la variance de reproductibilité. La variance résiduelle pour (N- 0) degré

de liberté est de: S% = 0,95, la valeur donc calculée de F est de 3,31.
En utilisant la table de Fisher Foos (N- € , ng-1) (Annexe VI), la valeur trouvée pour
Foos (12, 2) est égale a 19,4. La valeur tabulée du test de Fisher étant supérieure a celle

calculée (F=3,31), le modéle de 1* degré est alors sans biais.

f) Test de validation de I'équation de régression par le test de signification
Pour la signification de la régression, on utilise le test de Fisher, le rapport F est de 34,83.
En utilisant la table de Fisher (Annexe VI), Fogs (£-1, N- € ), la valeur trouvée pour

Foos (3,12) est égale a 3,49. Cette derniere valeur, étant inférieure a celle calculée (34,83),
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I’équation de régression peut étre considérée comme adéquate et le modele est valide a 95%.
L’équation du modg¢le s’écrit:
= 1,84 -1,182x, -1,844x, +1,182X,, (V.1)
g) Calcul des coefficients de détermination
Le calcul de R? a donné une valeur de 0,90, proche de 1. Ce résultat démontre que le

modele choisi est adéquat.
V.1.2.Modélisation du rendement des fractions AcSM (y-)

V.1.2.1. Calcul des coefficients du modele

Les coefficients de I'équation de régression bj du rendement des fractions AcSM sont
obtenus par la méme procédure que celle calculée pour la concentration de la biomasse. Les

valeurs de ces coefficients sont regroupées dans le tableau V.5 :

Tableau V.5: Valeurs des coefficients de 1’équation de régression bj

Terme constant Effets linéaires y,

bO bl b2 b3 b4

0,086 -0,015 -0,08625 -0,01625 0,005

Effets d’interaction y;

b1z b3 D14 b2s D24 D34 D123 D124 D134 D234 1234

0,015 -0,043 0,034 0,016 -0,0056 -0,003 0,043 -0,034 -0,024 0,003 0,009

V.1.2.2. Analyse statistique de I’équation de régression

a) Vérification de la signification des coefficients par le test de Student
La variance de reproductibilité, estimée par celle calculée au centre du domaine
expérimental, estde : S7%,, = 2,35.107*.

Les valeurs des tj sont rassemblées dans le tableau V.6 ci-dessous :
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Tableau V.6: Valeurs de tj

Terme constant Effets linéaires y,

to 4] t t3 ts

21,5 3,75 21,5625 4,0625 1,25

Effets d’interactions y;

e 13 T4 123 T4 T34 103 124 134 1234 1034

3,75 10,625 8,4375 4,0625 125 0,625 10,625 8,4375 5,9375 0,625 2,1875

En utilisant la table de Student relative a un test bilatéral (Annexe V) pour le niveau de
signification o= 0,05 et le nombre de degrés de liberté f = no-1 qui est égale a 2, la valeur de
ta, (f) a été déterminée, to05(2) = 4,30. D'aprés les résultats du tableau V.6, il est remarqué que
les valeurs de ty, t3, ta, 12, tos, toa, t3a, t234 €t t1234 SONt inférieures a la valeur tabulée du test de
Student (4,30), déduisant ainsi que les coefficients correspondants (by, bs, by, b1z, bz, bos, baa,
boss €t biss) Ne sont pas significatifs. Ces derniers sont donc éliminés de I'équation de

régression (il y a 7 coefficients significatifs pour le rendement de la fraction AcSM).

b) Recherche de biais

La variance résiduelle pour (N- ¢) degré de liberté est de : S2,, =0,00285, on obtient alors
la valeur de F égale a 12,15.
En utilisant la table de Fisher Fg o5 (N- € , ng-1) (Annexe V1), la valeur trouvée pour Fo g5 (9, 2)
est égale a 19,4. La valeur tabulée du test de Fisher étant supérieure a celle calculée

(F=12,15), le modéle de 1* degré est alors sans biais.

c) Test de validation de I'équation de régression par le test de signification

Pour la signification de la régression, on utilise le test de Fisher, le rapport F est de 13,06.
En utilisant la table de Fisher (Annexe VI), Fogs (£-1, N- € ), la valeur trouvée pour
Foos (5,10) est égale a 3,33. Cette derniére valeur étant inférieure a celle calculée (13,06),
I’équation de régression peut €tre considérée comme adéquate et le modele est valide a 95%.
L’équation du modele s’écrit:

¥=0,086-0,086%,-0,043%,3+0,034%;4+0,043X;,3-0,034X;24-0,024X,34 (V.2)
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d) Calcul des coefficients de détermination

Le calcul de R? a donné une valeur de 0,90, proche de 1. Ce résultat démontre que le
modele choisi est adéquat.
V.1.3.Modélisation du rendement des fractions AclM (y3)

V.1.3.1. Calcul des coefficients du modele

Les coefficients de I'équation de régression bj du rendement des fractions AcIM sont
obtenus par la méme procédure que celle calculée pour la concentration de la biomasse. Les
valeurs de ces coefficients sont regroupées dans le tableau V.7 :

Tableau V.7: Valeurs des coefficients de 1’équation de régression bj

Terme constant Effets linéaires y;

bO bl b2 b3 b4

18,232 -8,599 -18,232 -2,153 -1,833

Effets d’interaction y3

b12 b13 bl4 b23 b24 b34 b123 b124 I:)134 b234 b1234

8,599 0,803 -0,631 2,153 1,087 1,791 -0,803 0,631 2909 -1,791 -2,909

V.1.3.2. Analyse statistique de I’équation de régression

a) Veérification de la signification des coefficients par le test de Student
La variance de reproductibilité, estimée par celle calculée au centre du domaine
expérimental, est de: SZ,, = 5,617.

Les valeurs des tj sont rassemblées dans le tableau V.8 :
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Tableau V.8: Valeurs de tj

Terme constant Effets linéaires y;

o 4] t t3 ty

30,75 14,50 30,75 3,63 3, 9

Effets d’interactions y3

e 113 14 123 T4 L& tis T 134 o34 1234

1450 135 106 363 183 302 135 106 491 3,02 491

En utilisant la table de Student relative a un test bilatéral (Annexe V) pour le niveau de
signification o= 0,05 et le nombre de degrés de liberté f = no-1 qui est égale a 2, la valeur de
ta. (f) a été déterminée, toos(2) = 4,30. D'apres les résultats du tableau V.16, il est remarqué
que les valeurs de ts, t4, t13, tia, tos, tos, tas, t103, t124, to34 SONt inférieures a la valeur tabulée du
test de Student (4,30), déduisant ainsi que les coefficients correspondants (bs, bs, b13, b14, b23,
D24, D34, D123, D124, D234) NE sont pas significatifs. Ces derniers sont donc éliminés de I'équation
de régression (il y a 06 coefficients significatifs pour le rendement de la fraction AclM).

b) Recherche de biais

La variance résiduelle pour (N- ) degré de liberté est de: S = 32,21 etla valeur
calculée de F est de 5,73.
En utilisant la table de Fisher Foos (N- € , ng-1) (Annexe VI), la valeur trouvée pour
Foos (10,2) est égale a 19,4. La valeur tabulée du test de Fisher étant supérieure a celle

calculée (F=5,73), le modele de 1% degré est alors sans biais.

c) Test de validation de I'équation de régression par le test de signification de
régression
Pour la signification de la régression, on utilise le test de Fisher, le rapport F est de 49,39.
En utilisant la table de Fisher (Annexe VI), Foos (£-1, N- € ), la valeur trouvée pour
Foos (5,10) est égale a 3,33. Cette derniére valeur étant inférieure a celle calculée (49,39),
I’équation de régression peut étre considérée comme adéquate et le modele est valide a 95%.
L’équation du modele s’écrit:

5’:1 8,23'8,6X1-18,23X2+8,6X12+2,91X134-2,91X1234 (V3)
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d) Calcul des coefficients de détermination
Le calcul de R? a donné une valeur de 0,96, proche de 1. Ce résultat démontre que le

modele choisi est adéquat.

V.2. Optimisation de la production du rendement de la fraction AcIM (y3)

L’¢tape de l'optimisation consiste & déterminer les valeurs optimales des différents
facteurs, a savoir: la durée de culture (X;), la température d’incubation (x;), les oligo-éléments
(x3) et la source azotée (rapport extrait de levure/peptone) (X4) qui entrainent une meilleure
production de la fraction AcIM. A cet effet, les courbes d’isoréponses et les surface de
réponses sont tracées par le logiciel STATISTICA afin de localiser la région de domaine
d'étude ou cet optimum apparait.

A partir de I’équation de régression (V.3), les optimums obtenus en dérivant la variable

prédictive par rapport a chacun des parametres sont : Xy, Xz, X3 et Xq.
La résolution graphique du systéme d’équation conduit a :

X1=-0,715
X2=-1

X3=0
X4=0

Ces variables codées X1, X», X3 et X4 correspondent respectivement aux variables réelles : durée
de culture de 15 jours, une température d’incubation de 27,5 °C, les oligo-éléments a 50 mL/L
et un rapport de 0,6 de ’extrait de levure/peptone. Le rendement théorique obtenu en ce point
en remplacant les variables par ces valeurs dans le modele postulé est de y; (optimal), égale a
48,758%.

V.3. Tracé des isoréponses et des surfaces de réponses

L’objectif de ce travail étant d’obtenir les valeurs optimales des différents facteurs
opératoires qui permettent 1’obtention du rendement le plus élevé de la fraction AcIM (chitine
brute). Pour ce fait, on cherche la région du domaine d’étude ou cette condition est respectée.
Les surfaces de réponse et les courbes isoréponses, tracées a 1’aide du logiciel STATISTICA,
sont illustrees dans la figure V.1. La surface de réponse est obtenue en tracant le rendement de
la fraction AcIM dans le plans x; et X, (durée de culture — température d’incubation) et en

fixant les variables X3 = 0 et x4 = 0.
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Chapitre V : Amélioration du rendement de la chitine et du chitosane libre par
la méthode du plan factoriel complet

(@)

(%) NIV A

I 4,878
I 9,756
[ 14,635
[ 19,513
[ 24,391
[ 29,269
[ 34,147
B 39,025
I 43,904
Il 48,782
B plus
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Chapitre V : Amélioration du rendement de la chitine et du chitosane libre par

la méthode du plan factoriel complet

1,0

(b)

X2: Température (°C)

Figure V.1:(a) Surface de réponse ; (b) Courbe isoréponse

0,0

Xl: Durée (Jours)

0,5

1,0

- 4,878

9,756

14,635
19,513
24,391
29,269

- 34,147

39,025
43,904
48,782

Expérimentalement, la réalisation de I’extraction de la fraction AcIM a partir de la

biomasse cultivée dans des conditions optimales: durée de 15 jours, température de

27,5°C, oligo-élements 50 mL/L et rapport extrait de levure /peptone (0,6) a donné un

rendement de 50%. Cette valeur est proche de celle prédite par le logiciel qui est de

48,76%, ce qui confirme la validation du modele.

Probablement, les températures élevées (> 27,5 °C) et des durées longues

(> 13,5 ))

favorisent la lyse des cellules. Dans ces conditions, les courbes de croissances sont décrites

par la phase d’autolyse.

Selon la surface de réponse (figure V.1 (a)) la production de la chitine atteint un rendement de

60% a la temperature de 27,5°C et une durée de 13,5 j (validé par le résultat de I’Exp 2 du

tableau V.1 : Matrice du plan factoriel).

La phase exponentielle de croissance peut probablement représenter les conditions favorables

de synthese de la chitine par les enzymes de chitine synthétases d’ou la présence sans
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Chapitre V : Amélioration du rendement de la chitine et du chitosane libre par
la méthode du plan factoriel complet

limitation de substrats glucose, extrait de levure/peptone, oligo-élément et les Pi. L utilisation
d’un chemostat, maintenu en phase exponentielle, est souhaitée en pratique pour une

production en continue de la chitine.
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Les chercheurs ont utilisé diverses souches phytopathogénes pour I'extraction du
chitosane, notamment les ascomycétes, tels que Ophiostoma ulmi, Colletotrichum
lindemuthianum et Fusarium oxysporum. De méme, dans le genre zygomycetes, certaines
espéces, telles que Rhizopus et Absidia, sont également utilisées (Pipet et al., 2007).
Parallelement, les recherches futures devraient porter sur l'utilisation de micro-organismes
non pathogénes. A cet égard, les études devraient étre axées sur les résidus de mycélium issus

de diverses industries biotechnologiques.

Notre travail s’inscrit dans le contexte de cette problématique de recherche d’une nouvelle
source de chitine alternative non pathogéne. Cette étude rentre aussi dans le cadre de la
protection de 1I’environnement de la péche excessive des crustacés provoquant leur réduction
ainsi que leur disparition totale dans les années a venir. Pour cela, le champignon Penicillium

camembertii a été choisi pour son abondance et son cycle de croissance rapide.

Les essais expérimentaux ont montré la possibilité de produire de la chitine et du chitosane
libre a partir du champignon P. camembertii en faisant subir a la biomasse mycélienne des

traitements successifs basique (NaOH) et acide (acide acétique).

L’ensemble des premiers résultats obtenus met en évidence la présence de polysaccharides

(chitine et chitosane) dans le champignon P. camembertii :

e Le meilleur rendement de biomasse a été obtenu avec la souche P. camembertii
développée a 25 °C sur milieu solide YPGA avec 12,35 g¢/L, tandis que la quantité de
biomasse de P. camembertii cultivée sur milieu liquide YPG est trés faible, la
concentration de la biomasse ne dépasse pas 3 g/L.

e Les rendements des fractions AIM obtenus apres traitement des biomasses avec NaOH
2% sont presque identiques.

e La solubilisation des fractions AIM dans I’acide acétique 10% a permis de séparer les
constituants de ces dernicres en des fractions insolubles dans le milieu acide AcIM et
en des fractions solubles AcSM .

e Le rendement de la chitine (fraction AcIM) atteint une valeur de 10% pour la biomasse
de P. camembertii cultivé sur milieu solide YPGA a 25 °C pendant 6 jours.

e Le rendement en chitosane libre, obtenu par ajustement du pH de la fraction soluble

dans I’acide acétique jusqu’a 10, est faible.
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e [’ajout de I’arginine comme source azotée supplémentaire n’influe pas sur la nature
des polyméres dans la fraction AcIM.

e [’étude de D’effet de la température a permis de conclure que le rendement en
précipité (chitosane) et en fraction AcIM (chitine) est influencé par la température
d’incubation du champignon. L’extraction de la chitine est favorisée a 28 °C alors que
pour le chitosane, elle est favorisée entre 20-25 °C.

Les points a retenir de cette étude sont les suivants :

1/La paroi du mycélium P. camembertii renferme le complexe chitine-glucanes-
chitosane.

2/Le mode de culture solide a permis de produire une quantité appreciable de
biomasse.

3/La chitine produite n’est pas pure comme fut le cas des biomasses marines. Elle
semble étre liée aux glucanes insolubles en milieux alcalin et acide.

4/Le microorganisme renferme au maximum 17% de chitine. Quant au chitosane, sa
quantité reste tres faible dans les conditions opératoires de cette étude.

5/L’analyse ATR montre que la zone de nombres d’onde située entre 1200 et 700cm™
est indicatrice de la présence des glucanes liés a la chitine. En effet, avec la chitine
commerciale, des pics caractéristiques apparaissent avec une forte intensité alors
qu’avec la chitine fongique, ces derniers sont masqués.

6/Le spectre du chitosane fongique est différent de celui du chitosane marin. Cette
différence peut étre expliquée par la non pureté du produit due a la précipitation des
autres molécules.

e La production du chitosane a partir de la désacétylation douce de la chitine nous a
permis de conclure que les fractions AclM, initialement insolubles, deviennent une

suspension collordale en milieu acide (1%) aprés désacétylation.

Nous avons aussi étudié 1’élimination du colorant, le bleu de méthylene (BM), sur la
membrane du chitosane fongique préparée au laboratoire ainsi que celle du chitosane

commercial. Au terme de cette investigation, nous avons constaté que :

e Le temps d’équilibre optimum est de 40 minutes.
e Le changement du pH n’a pas d’impact sur le taux d’élimination du BM. Le taux
d’¢limination maximal de 93,20% est atteint a pH 7 et a pH 10 apres 40 minutes de

contact. Dans le cas de la membrane du chitosane marin (commercial), 1’adsorption est
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meilleure en milieu basique qu’en milieu acide. De tres faibles quantités de BM ont
¢té adsorbées sur la membrane en milieu acide contrairement a la membrane d’origine
fongique. Probablement, le chitosane fongique, présenté sous forme de complexe
chitosane-glucane, peut posseder un pHpcyn acide (< 6,3 de chitosane commercial).

e L’élimination du BM sur la membrane de chitosane fongique augmente avec la masse
du bioadsorbant de 10 mg a 1000 mg. La concentration optimale de la membrane a été
estimée a 19/100 mL.

e Latempérature optimale est de 25 °C.

o [’¢étude de la biosorption a 1’équilibre révéle le mécanisme est tres complexe. Le

systeme membrane-BM peut étre décrit par les modéles de Langmuir et de Freundlich.

L’optimisation par un plan factoriel complet a été proposée afin de déterminer les rendements
maximums de la chitine et du chitosane, en utilisant des conditions opératoires différentes, a
savoir: la température, la durée, la solution d’oligo-¢lément et la source d’azotée (rapport
Extrait de levure/ Peptone).

D’aprés les résultats obtenus, nous pouvons conclure que la production de P. camembertii sur

milieu YPGA est favorable dans les conditions suivantes :

- Durée : 15 jours

- Température 27,5 °C

- Oligo-élément : 50 mL/L

- Source Azotée : rapport Extrait de levure/ Peptone : 0,6.

Le rendement de la fraction AclIM (chitine brute) obtenu aprés optimisation des parameétres et
apres 5 répétitions est de 50%. Cette valeur est proche de celle prédite par le logiciel, a savoir
48,76%, ce qui confirme la validité du modéle. Par ailleurs, le champignon P. camembertii
renferme des quantités négligeables de chitosane libre (fraction AcSM).
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En perspective

Culture de champignon P. camembertii sur des substrats naturels issus de 1’agriculture
et de I’agroalimentaire (jus de dattes, lactosérum).
Proposer un protocole d’extraction amélioré par un traitement basique 11 M puis
utiliser 1’a-amylase pour séparer le complexe chitosane-glucane. Ce procéde permet
d’obtenir du chitosane et du glucane avec un degré de pureté tres élevé sans pour
autant dégrader leur qualité.
Appliquer le biopolymére (pur), sous toutes ses formes (billes, membrane,
bioplastique....), dans le domaine environnemental pour le traitement des effluents
solides et liquides.
Appliquer les chitosanes obtenus dans les activités biologiques :

e Activité antimicrobienne

e Activité anti-oxydant

e Activité antitumoral
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Annexes

Annexe | : Préparation de la solution de Trinci
15g &’EDTA di Na, 2H20 ;

5mL de NaOH (10M) ;

5g de MgSO4, 7H20 ;

1,3g de CaCl2, 2H20 ;

0,4g de ZnSO4, 7H20 ;

0,4 g de MnSO4, 5H20;

0,19 de CuSO4, 5H20 ;

2,8 g de (NH4)2Fe(SO4)2, 6H20 ;

0,073g de (NH4)6Mo07024, 6H20

1litre d’eau distillée.

Annexe Il : Préparation de milieu de culture PDA (Potato dextrose agar)

La préparation du milieu PDA est faite dans un flacon de 1 L, et selon le mode opératoire
suivant:

1. Peser 20 g d’agar et 20 g de glucose.
2. Verser les 20 g d’agar et de glucose dans un flacon de 1 L.
3. Préparer I’extrait de pomme de terre :

3.1. Prendre 01 ou 02 pommes de terre, et les éplucher.

3.2. Peser 200 g, les découper en dés puis les faire bouillir dans 200 mL d’eau distillée
pendant 15 min.

3.3. Filtrer la pomme de terre a I’aide d’un tissu.

3.4. Récupérer le filtrat dans le flacon contenant le glucose et ’agar, puis ajuster
jusqu’a 1l L.

3.5. Placer le flacon dans ’autoclave pendant 20 min a T=120°C.
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Annexe Il : Spectre visible du colorant bleu de méthyléne (BM) a une concentration de

10 mg/L
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Annexe 1V : Courbe d’étalonnage du colorant bleu de méthyléne (BM).
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Annexe V : Table de Student

Unilatéral 0,01 0,05 0,025 0,01 0,005
Bilatéral 0,20 0,10 0,05 0,02 0,01
1 3,08 6,31 12,7 3.8 63,7
2 1,89 2,92 430 6,97 9,92
3 1,64 2,35 3,18 4,54 5,84
4 1,53 2,13 2,78 3,75 4,60
5 1,48 2,02 2,57 3,37 4.03
f 1.44 1,94 2,45 3,14 3,71
7 1.42 1,50 237 3,00 3,50
8 1.40 1,86 2,31 2,90 1,36
9 1,38 1,83 2,26 2,82 3,25
10 1,37 1,81 2,23 2,76 3,17
11 1.36 1,80 2,20 2,72 3,10
12 1.36 1,78 2,18 2,68 3,06
13 1.35 1,77 2,16 2,63 3,01
14 1.35 1,76 2,15 2,62 2,98
15 1,34 1,75 2,13 2,60 2,95
16 1,34 1,75 2,12 2,58 2,92
17 1.33 1,74 2,11 2,57 2,90
18 1.33 1,73 2,10 2,55 2,88
19 1.33 1,73 2,09 2,54 2,86
20 1,33 1,73 2,09 2,53 2,85
21 1,32 1,72 2,08 2,52 2,83
22 1,32 1,72 2,07 2,51 2,82
23 1.32 1,71 2,07 2,50 2,81
24 1.32 1,71 2,06 2,49 2,80
25 1.32 1,71 2,06 2,49 2,79
26 1,32 1,71 2,06 2,48 2,78
27 1,31 1,70 2,05 2,47 2,77
28 1,31 1,70 2,05 2,47 2,76
29 1,31 1,70 2,05 2,46 2,76
30 1.31 1,70 2,04 2,46 2,75
40 1.30 1,68 2,02 2,42 2,70
x 1,28 1,65 1,96 2.33 2,58
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Annexe VI : Table de Fischer
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Résumé

Cette étude a été consacrée a ’extraction des biomatériaux (chitine/chitosane libre) a
partir de la paroi cellulaire du champignon Penicillium camembertii, tres utilisée dans la
fabrication des camemberts. L’ensemble des premiers résultats obtenus dans ce travail met en
évidence la présence de polysaccharides (chitine et chitosane) dans le champignon P.
camembertii. Ainsi, ce travail a montré qu’il était possible de compléter la liste des
Ascomycetes par la souche P. camembertii, comme source potentielle et prometteuse de
polysaccharides a haute valeur ajoutée. Cependant, les rendements en chitine et en chitosane
restent, toutefois, faibles. Grace a des tentatives d’essais d’optimisation par un plan factoriel
complet, il a été montré qu’il était possible d’améliorer ces rendements pour atteindre des taux
supérieurs a 50%, valable pour la chitine alors que le rendement en chitosane reste toujours
négligeable. La caractérisation du produit a décelé la présence de la chitine liée a un autre
polysaccharide : le glucane. Pour I’application du produit obtenu dans 1’élimination du
colorant Bleu de Meéthylene (BM), les premiers tests réalisés sont tres intéressants, ils
démontrent 1’abattement de plus de 90%, réalisable dans I’intervalle de concentrations allant
de 5 a 100 mg/L, a pH acide et basique, a température avoisinante 1’ambiant et avec une
quantité de chitosane en forme de membranes de (1g/100 mL). Comparativement au chitosane
commercial d’origine marine, I’effet du pH en milieu acide influe négativement sur
I’efficacité de la membrane.

Mots clés: Biomasse ; Chitine ; Chitosane libre ; Penicillium camembertii ; YPGA.

Abstract

This study was devoted to the extraction of biomaterials (chitin/ free chitosan) from
the cell wall of the fungus Penicillium camembertii, widely used in the manufacture of pie
charts. All of the first results obtained in this work demonstrate the presence of
polysaccharides (chitin and chitosan) in the fungus P. camembertii. Thus, this work has
shown that it is possible to complete the list of Ascomycetes with the strain of
P. camembertii, as a potential and promising source of polysaccharides with high added
value. However, the yields of chitin and chitosan remain low. Thanks to attempts at
optimization tests using a full factorial design, it has been shown that it was possible to
improve these yields to reach levels greater than 50%, valid for chitin while the yield of
chitosan remains always negligible. Characterization of the product has detected the presence
of chitin linked to another polysaccharide: glucan. For the application of the product obtained
in the elimination of the Methylene Blue dye (BM), the first tests carried out are very
interesting, they demonstrate the reduction of more than 90%, achievable in the concentration
range ranging from 5 to 100 mg/L, at acidic and basic pH, at ambient temperature and with a
quantity of chitosan in the form of membranes (1 g/100 mL). Compared with commercial
chitosan of marine origin, the effect of pH in an acid medium affects negatively the efficiency
of the membrane.

Keys words: Biomass ; Chitin ; Free chitosan; Penicillium camembertii; YPGA.



