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ABSTRACT:

The aim of this work is to optimize the extraction of chitin from waste shrimp shell
(Prapenaeus longirostris) by chemical treatment, then to prepare two derivatives: chitosan
and carboxymethylchitosan. Optimal conditions for deproteinization of shrimp waste were 2N
NaOH at 45°C for 2h with a solid to solvent ratio of 1:20(w/v). Optimal demineralization
involved treatment with 1,5 N HCl at ambient temperature for 1h with a solid to solvent ratio
of 1:10 (w/v). The effect of chitosan and carboxymethylchitosan coating at 0,5% and 2% for
prolong storage life of tomato (Lycopersicum esculentum Mill) fruit stored at ambient
temperature and 20°C for 30 days was investigated. The storage quality conditions including
weight loss, color, texture titrable acidity, reducing sugars, total sugars and reduced ascorbic
acid were tested. The results showed that the fruit coated and stored at 20°C, had better
quality than that stored at ambient temperature. Fruit coated with carboxymethylchitosan at
2% had lower color, texture change. But it had non influence on change of level of both total
and reducing sugars.
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RESUME:

Nous avons entrepris dans le cadre de ce travail, I’extraction de la chitine a partir de
rejets formés par des carapaces de la crevette (Prapenaeus longirostris), par traitement
chimique. Nous avons ensuite préparé deux dérivés de la chitine : le chitosane et le
carboxyméthylchitosane. Les conditions optimales relatives a la déprotéinisation sont : NaOH
a 2 N, avec un rapport masse /volume de 1 20, & 45°C pendant 2 heures. Celles relatives a la
déminéralisation sont : HC1 a 1,5 N a température ambiante pendant 1 heure avec un rapport
masse/volume égale a 1:10. Nous avons test¢ ensuite, I’effet du chitosane et du
carboxyméthylchitosane sur le prolongement de la durée de conservation de la tomate
(Lycopersicum esculentum Mill), stockée a température ambiante et a 20°C. On a suivi
I’évolution des paramétres de qualité suivants : la perte en poids, la couleur, la fermeté,
l’acidité titrable, ’acide ascorbique réduit, les sucres réducteurs et les sucres totaux. Les
résultats montrent que, les tomates traitées et stockées a 20°C, sont de meilleure qualité que
celles stockées a température ambiante. Les paramétres, indice de couleur et indice de texture,
évoluent lentement dans les tomates traitées avec le CC2%. Mais ce dernier, semble ne pas
influencer ’évolution du taux de sucres totaux et celui des sucres réducteurs.

Mots clés : chitine, chitosane, carboxyméthylchitosane, tomate, conservateur.
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Introduction

L’activit¢ humaine, particulierement industrielle, produit des quantités phénoménales
de déchets. Certains de ces déchets ont une grande valeur que la biotechnologie permet de

matérialiser.

Présentant certaines particularités dans 1I’immense champ du secteur agroalimentaire,
le secteur des produits marins englobe une quantit¢ impressionnante de produits, de marchés
et d’acteurs commerciaux et industriels. Il s’agit d’un secteur complexe et encore souvent mal
appré¢hendé dans sa réalité statistique a 1’échelle internationale. Pour ces raisons, les produits
de la mer demeurent un secteur d’activit¢ qu’il est difficile de quantifier de manicre

rigoureuse.

Les déchets de la production commerciale piscicole et coquillicre et de la
transformation des produits de la mer sont, synonymes de probléme, mais ils offrent
¢galement d’excellentes possibilités d’exploitation. L’¢limination de ces déchets a toujours
été dispendieuse et a souvent eu un impact nuisible sur I’environnement. La pratique courante
dans I’industrie de la péche commerciale, a savoir de rejeter a la mer les prises accessoires, a
¢galement eu un impact négatif sur I’environnement. En effet, pendant longtemps, les
conserveries de crustacés produisaient de grande quantité de déchets qui n’étaient pas recyclés
et étaient simplement rejetés a la mer, créant de sérieux problémes de pollution au voisinage
des sites de production. D’aprés les données statistiques fournies par la FAO (Organisation
des Nations Unies pour I’Alimentation et 1’ Agriculture), et a titre d’exemple, la production
globale de crevettes, toutes especes confondues, issues de la péche et des élevages aquacoles,
a augmenté de 4 millions de tonnes durant ’année 1999. Ce qui conduit, a une augmentation
inévitable des déchets de I’industrie de la crevette, et avec elle ’Taugmentation des risques de
pollution. Mais grace aux progres techniques et au développement des marchés, il est

maintenant possible, de transformer ce flux de déchets en produits utiles et commercialisables.



Introduction

La découverte de la chitine et de son dérivé désacétylé (chitosane) date du 18°™ siécle,

mais ce n’est que dans les années 1970 que ces polymeéres ont suscité un réel intérét.

Dans le régne animal, la chitine est un élément structural important des té guments de
certains invertébrés tels que les insectes, les mollusques, les crustacés et les nématodes. Dans
le regne végétal, elle n’est signalée que dans les parois des champignons et de certaines algues
chlorophycées. C’est un polymére de haut poids moléculaire, formé d’unités de N- Acétyl-

Glucosamine.

Le champ d’application de la chitine et du chitosane est vaste. Ces deux polymeres
intéressent tout autant les industries pharmaceutique et cosmétique que l'agriculture et les
industries des pates et papier ou du textile. Le chitosane notamment, sert a séparer des
protéines, inhiber I’activit¢ de tumeurs, contrdler le cholestérol sanguin, fabriquer de la peau
artificielle ou des fils chirurgicaux biodégradables. Il entre dans la composition de crémes
hydratantes, de shampooings, de dentifrices. Il est utilis¢ comme agent antifongique ou de

conservation.

En I'absence de données statistiques concernant la consommation, dans notre pays, de
crustacés en général et celle des crevettes en particulier, on connait mal I’impact négatif que

peuvent avoir ces déchets sur notre environnement proche.

Dans cette optique, nous nous sommes attelés, dans le cadre de ce travail, a valoriser
les déchets, constitués de carapaces de crevette appartenant a l’espece Parapenaeus
longirostris communément appelée crevette blanche, et typique de la mer méditerranée. Nous
avons dans un premier temps, optimisé¢ I’extraction de la chitine par voie chimique. Laquelle
chitine, nous a servi pour préparer et caractériser deux de ces dérivés a savoir le chitosane et
le carboxyméthylchitosane. Nous avons ensuite utilisés ces polyméres comme agents
conservateurs, dans le cadre d’une application dans le domaine agronomique visant a
prolonger la durée de stockage d’un fruit. Notre choix a porté sur la tomate, car elle constitue
un fruit de large consommation dans notre pays. Par ailleurs, une bonne partie de la culture de
la tomate est réalisée dans le sud, son acheminement vers les régions du nord se fait par voie

terrestre, ce quirequiert une durée de conservation plus importante durant le transit.
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I-1 Les sucres :

Tant par leur role métabolique que par leur role importance €économique, les glucides
constituent I'une des plus importantes classes de composés biologiques. Ce sont les corps
formés en premier au cours de la photosynthese, a partir du dioxyde de carbone et de I’eau, si
bien qu’on peut les considérer comme étant actuellement a la base de tous les composés

organiques du monde vivant.

De facon trés générale, les glucides peuvent étre définis comme des composés
organiques comportant des fonctions carboxylées (aldéhydique ou cétonique) et des fonctions
alcooliques. Certain de leurs dérivés sont également porteurs de fonctions supplémentaires :

acides, amines (Percheron et al, 1981).

Les glucides sont des composés naturels largement répandus chez tous les étres
vivants : (Louisot, 1983) (a)
-soit comme ¢léments de structure : cellulose des végétaux, chitine des invertébrés, ou
polysaccharides des parois ectoplasmiques des bactéries ;
-soit comme réserves énergétiques : glycogéne des animaux ;
-soit comme composants de métabolites fondamentaux : glucides qui rentrent dans la

constitution des acides nucléiques et des coenzymes ;

I.1.1 Classification des glucides :

Par complexité croissante, on distingue : (Percheron ef al, 1981)
I.1.1.1 Les oses :

Ce sont des composés de formule brute C, (H>O), caractérisés par la présence de :
-Une fonction carbonylée : aldéhydique (aldoses) ou cétonique (cétoses).
- (n-1) fonction alcool.
Le nombre d’atome de carbone peut s’élever jusqu’a 9.

Les oses possédent de nombreux dérivés, parmi ces dérivés on citera a titre d’exemple :

a) Les sucres aminés et leurs dérivés :

Les sucres aminés ou (osamines), essentiellement des hexosamines, qui correspondent

dans la nomenclature moderne aux 2-Amino-2-Désoxyhexoses, sont des oses dans lesquels un
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hydroxyle alcoolique est remplacé par un groupement NH,. Par exemple la D-Glucosamine
correspond au D-Glucose. Les osamines sont rarement a I’état libre, mais se retrouvent sous
forme combinée dans de nombreux polysaccharides ainsique dans les glycoprotéines. Le plus
souvent dans ces composés, elles sont présentes sous forme dérivé-N-acétylé. Par exemple la

N-Acétyl-D-Glucosamine (Figurel).

?Hon $Hch

N ‘|/‘f N
Ho\?H T/Il-l |-o I/I

1~TH'*

L

B-D-Glucose B-Amino-2-Désoxy-2-D-Glucose  B-N-Acétyl-D-Glucosamine
(B-D-Glucosamine)

Figurel : Structure chimique de la D-Glucosamine et du N-acétyl-D-Glucosamine.

Les sucres aminés sont caractérisés par la réaction d’Elson et Morgan (1933). En
milieu alcalin, ils se cyclisent en forme furanique, qui, par ¢limination d’une molécule d’eau,
acquiert une double liaison.

Le produit ainsi formé réagit avec le paradiméthylaminobenzaldéhyde pour donner un

colorant rouge. Ils réagissent également avec le réactif a la ninhydrine (Chapeville, Clauser,

1974).

b) Biosynthése de la D-Glucosamine et de la N-Acétyl-D-Glucosamine :

Les hexosamines, spécialement la glucosamine et la galactosamine, sont synthétisées
dans I’organisme a partir du D-Fructose-6-phosphate. Le donneur de groupement aminé est la
glutamine.

Le plus souvent, les hexosamines sont présentes dans les structures biologiques sous

forme N-acétyle.
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La figure 2 schématise les étapes de cette biosynthese (Louisot, 1983) (b).

D-Fructose-6-phosphate D-Glucosamine-6-phos phate

/Acétyl-COA

Glutamine Acide’ glutamique \
COA-SH

v

N-Acétyl-D-Glucosamine * N-Acétyl-D-Glucosamine-
6-phosphate

Figure 2 : Biosynthese de la D-Glucosamine et de la N-Acétyl-D-Glucosamine.

1.1.1.2 Les osides :

Ils résultent de la combinaison de plusieurs molécules d’oses, ou d’oses avec des
composés non glucidiques, par des liaisons appelées «osidiques».
Les osides libeérent des oses par hydrolyse acide.

Ce groupe tres vaste est subdivisé en :

a) Holosides :
Composés dont I’hydrolyse acide ne libére que des oses, et chez lesquels on
distingue :
a.l) Les oligosides ou oligosaccharides :
Constitués par la combinaisonde 2 a10 molécules d’oses.
a.2) Les polyosides ou polysaccharides :
Constitués par plus de 10 molécules d’oses combinés par des liaisons osidiques.

b) Les hétérosides :

Dont I’hydrolyse acide libére une ou plusieurs molécules d’oses, et une substance non

glucidique appelée «aglycone».
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Suivant le type de la liaison entre un ose et ’aglycone, on distingue :

b.1) Les O-hétérosides :

Liaison entre ’ose et une fonction alcool ou phénol de I’aglycone. Ce sont les plus

fréquents, désignés le plus souvent sans autre précision sous le nomde glycosides.

b.2) Les N-hétérosides :

Liaison de ’ose avec un groupe azoté de I’aglycone. Les exemples les plus importants

sont ceux des nucléotides des acides nucléiques.

b.3) Les C-hétérosides :

Liaison directe entre un carbone de 1’ose et un carbone de ’aglycone.

b.4) Les S-hétérosides :

Mettant en jeu un groupe soufré de I'aglycone, ce type d’hétéroside se rencontre chez

divers végétaux.

L’ensemble de la classification est résumé sur la figure 3.

. aldoses et dérivés
oses

cétoses et dérivés

Glucides ) oligosaccharides (oligosides)
holosides

polysaccharides (polyosides)

L osides
O-hétérosides
N-hétérosides
hétérosides | C-hétérosides
S-hétérosides

Figure 3 : Classification des glucides.



Geénéralités

1.1.1.3 Propriétés chimiques des oses : (Louisot, 1983) (a)

Les oses sont trés solubles dans I’eau. Ils cristallisent difficilement en solution
aqueuse, mais cette cristallisation est favorisée par la présence d’un alcool Ils sont peu
solubles dans 1’éthanol, mais ils sont plus facilement solubles dans le méthanol et dans la
pyridine. Ils n’absorbent pas dans l'ultraviolet, mais ils possédent un spectre infrarouge

caractéristique.

a) Stabilité chimique des oses :

a.1) En milieu acide :
Les acides forts suffisamment concentrés et a chaud, sont capables de déshydrater les
oses en donnant naissance a des composés hétérocycliques dérivés du furane. Les pentoses

conduisent au furfural, et les hexoses a I"hydroxyméthylfurfural. Dans le cas des hexoses, on

a:
H H H H
I I I
HO-C-C-OH H' Cc-C
I I > i + 3H,0
HOH,C-CH CH-CHO a chaud HOH,C-C C~CHO
I I /
OH OH \O
Hexose Hydroxyméthylfurfural

a.2) En milieu alcalin : (Louisot, 1983) (a)

Les oses donnent a froid, en milieu alcalin, soit une interconversion, soit une

épimérisation :

CHO CH,OH CHO CHO

I I I I
H-C-OH 7T—_—* C=0 H-C-OH —__ HO-C-H

I I I I

—C- —C- —C- —C-
I I I I
Aldose Cétose
Interconversion Epimérisation




Geénéralités

En milieu alcalin a chaud, la dégradation de I’ose est totale.

b) Propriétés chimiques dues a la présence de la fonction carbonylique :

b.1) Réduction des oses :

La réduction des oses donne des polyalcools. On peut réduire la fonction
carbonylique par voie chimique :
-soit par hydrogénation catalytique, sur noir platine ou nickel Raney ;
-soit par action de I’hydrure de bore et de sodium (NaBH4) sur 'ose en solution aqueuse :
Par exemple, la réduction de la fonction carbonylique du D-glucose conduit au D-sorbitol.
Ces réductions ne sont pas réversibles par voie chimique, mais elles le sont par voie

enzymatique.

b.2) Oxydation des oses :

Les oxydants doux, comme le brome ou I'iode en milieu alcalin, I’acide nitrique tres
dilué, oxydent la fonction aldéhydique des aldoses en groupement carboxylique, conduisent a
la formation d’un acide aldonique. L’oxydation plus poussée des aldoses par 1’acide nitrique,
oxyde la fonction alcool primaire en méme temps que la fonction carbonylique. On obtient

ainsides diacides, appelés acides glycariques, ou encore acides aldariques.

L’oxydation des cétoses par 'acide nitrique conduit a une coupure de la molécule. En
milieu alcalin, de nombreux cations métalliques oxydent les oses (les aldoses comme les
cétoses). C’est le cas de la liqueur de Fehling. Il y a oxydation de I’ose par ’oxyde cuivrique,

qui se réduit a I’état d’oxyde cuivreux rouge. La réaction n’est pas stoechiométrique (Louisot,
1983) (a).

L’acide périodique, HIO4, exerce une action oxydante fort intéressante, mise en
¢vidence par Malaprade sur les polyols. Appliqué ensuite a de nombreux composés
glucidiques ce réactif s’est ré vélé un outil remarquable aussi bien au plan analytique que pour
I’étude des structures des glucides. D’une fagon trés générale, I’acide périodique oxyde les

composées possédant des fonctions alcool, aldéhyde et (ou) cétone contigués. L’oxydation

10
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entraine la rupture de la liaison qui unissait les carbones porteurs des fonctions subissant

I’oxydation (Percheron et al., 1981).

I.1.2 Etude descriptive de quelques oligosides naturels courants : (Louisot,
1983) (a)
a) Le saccharose :

Trés répandu dans tous les végétaux, en particulier dans la betterave et la canne a
sucre, il donne par hydrolyse : glucose + fructose. Puisque le saccharose est non réducteur, les

deux molécules constitutives sont donc reliées par leurs fonctions hémiacétaliques. Le

saccharose est I’a-D-Glucopyranosyl-(1—2) D-Fructo furanose.

b) Le tréhalose :

C’est le sucre des champignons et de certains insectes. Il résulte de ’union de deux
molécules de glucose par leurs groupements pseudo-aldéhydiques. C’est I'a-D-

Glucopyranosyl-(1—1) a -D-Glucopyranose.

¢) Le maltose :
Par hydrolyse, il donne deux molécules de glucose. C’est I’ a-D-Glucopyranosyl-

(1—-4) D-Glucopyranose. C’est le produit de la dégradation de I’amidon et du glycogeéne.

d) Le lactose :

C’est le sucre du lait. A I’hydrolyse, il donne une molécule de glucose et une molécule

de galactose. Le lactose est le B-D-Galactopyranosyl-(1—4) D-Glucopyranose.

11
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I.1.3 Rappel théorique sur les polyméres :

La trés grande variét¢ des systemes polymeres a amené les scientifiques et les
industriels a les classer dans différentes catégories en fonction de leurs structures, de leurs
natures, ou encore de leurs applications. Les polymeéres peuvent ainsi étre d’origine naturelle
(bactérienne, animale ou végétale) ou synthétique, neutres ou chargés, flexibles ou rigides. En
effet, en milieu aqueux, certains polysaccharides (polymeres d’origine naturelle) portent des
charges positives ou négatives et deviennent ainsides polyélectrolytes.

On peut classer les polyélectrolytes dans différentes catégories :

e Les polyélectrolytes flexibles.

e Les polyélectrolytes semi rigides ou semi flexibles.

e Les polyélectrolytes rigides.

L’ existence des charges confére aux solutions de polyélectrolytes des propriétés physico-
chimiques remarquables qui donnent lieu a de nombreuses applications industrielles dans
I’agro-alimentaire, la médecine, les cosmétiques, 1’industrie papetiére ou pétroliere (Esquenet,
2003).

Le tableau suivant décrit quelques polymeéres communs

Tableau 1 : Quelques polyméres saccharidiques communs.

Polymere Monomere Structure Source

Cellulose Glucose rigide plantes, champignons
Chitine N-acétyl-glucosamine rigide insectes, champignons
Chitosane 70% glucosamine rigide insectes

30% N-acétyl- glucosamine
Mannane Mannose flexible | plantes

Xylane Xylopyranose tordu plantes

Peptidoclycane | 50% N-acétyl- glucosamine rigide parois bactériennes
50% acide muramique

Amidon plantes
Amylose Glucopyranose flexible
Amylopectine Glucopyranose flexible

12



Geénéralités

1.1.4 Etude descriptive de quelques polymeres naturels (polyosides) :

I.1.4.1 Les arabanes :

Ce sont des constituants des pectines contenues dans les parois cellulaires des
végétaux. Les arabanes n’ont pas un poids moléculaire trés élevé et résultent de Ia
condensation d’unités arabinoses, sous la forme L-arabofuranose. La liaison osidique des

arabanes est une liaison a (1—5).

1.1.4.2 Les xylanes :

Ce sont des polyosides des végétaux. Les xylanes résultent de la combinaison d’unités
d’un pentose, le xylose (ou sucre du bois), sous forme de xylopyranose, unis par des liaisons o

(1-4).

1.1.4.3 L’amidon :

C’est la réserve glucidique essentielle du monde végétal, ce qui explique son
importance dans I'alimentation humaine. Les sources essentielles en sont les graines de
céréales (blé, mais, riz) et certains tubercules (pommes de terre). L’amidon est constitué¢ de
deux substances différentes :

e 152430 % d’amylose.

e 70 a 85% d’amylopectine (ou iso amylose).

I.1.4.4 L’amylose :

C’est un polymére a chaine linéaire résultant de la condensation d’unités de D-

Glucose par des liaisons osidiques o (1—4).
1.1.4.5 L’amylopectine :

Elle est constitu¢e de chaines de D-Glucose unis par des liaisons o (1—4), ces chaines

¢tant elles méme ramifiées par des liaisons a (1—6).

13
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1.1.4.6 Le glycogéne :

Il a ét¢ isolé du foie par Claude Bernard en 1956. C’est I’équivalent animal de
I’amidon végétal. On le trouve méme chez les bactéries, les algues et les levures. Le
glycogene résulte de la condensation d’unités D-Glucose par des liaisons o (1—4) formant

des chaines réunies par des liaisons o (1—06).

1.1.4.7 La cellulose :

La molécule de cellulose résulte de la condensation exclusivement linéaire de plus de

10000 unités de D-Glucose, unis entre elles par des liaisons osidiques B (1—4).

1.1.4.8 La chitine :

La molécule de chitine fut décrite pour la premicre fois en 1811 par Henri Braconot,
membre de I’ Académie Frangaise des Sciences, au cours de ces travaux sur les moisissures. 11
obtint un produit par traitement alcalin, qu’il nomma " fungine". Odier en 1823 découvre la
méme substance dans la cuticule des insectes, qu’il nomma '"chitine"(Kerkut, Gilbert,
1985).Le terme chitine dérive du mot grec chiton qui signifie enveloppe (Shahidi et al., 1999).
La composition chimique de la chitine fut décrite en 1878 par Ledderhose et confirmée par

Gilson en 1894 (Kerkut, Gilbert, 1985).

La chitine est le deuxiéme biopolymere naturel le plus abondant dans la nature apres
la cellulose (Shahidi ef al., 1999 ; Weber, 2000 ; Rolland, Mumper, 2001). Sa biosynthese
annuelle d’origine marine est estimée & plus de 10° tonnes (Felt, 1999). C’est un biopolymére
biodégradable et biorésorbable, deux propriétés primordiales & notre époque ou la protection
de Tenvironnement joue un rdle important. De plus, la chitine est non toxique et
biocompatible (Campana, Signini, 2001). Largement présente au sein du régne animal, elle
constitue le squelette polysaccharidique de plusieurs groupes : arthropodes, annélides,
mollusques et coelentérés (Kerkut, Gilbert, 1985). Elle est largement extraite a partir des
carapaces de crustacés comme les crabes ou les crevettes (Qaqish, Amiji, 1999 ; Mansencal,
1999), chez quelques mollusques (huitres, krill, palourde, calmar) (Mansencal, 1999). Elle
constitue un sous produit des industries poissonnieéres (Kim, Han, 2002 ; Jeon et al., 2000).
Ainsi le traitement annuel des rejets de conserveries de crustacés fournit environ 37300 tonnes

de chitine de par le monde (Yang et al., 2000). On la trouve également dans la paroi fongique

14
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(Roy et al., 2003 ; Bouarab, 2002) et dans le cartilage des bovins (Austin, 1977). La

production, les propriétés ainsi que les applications de la chitine et de ses dérivés ont suscité

un intérét particulier dans le monde entier (Chang, Tsai, 1997).

La figure 4, donne un apergu, concernant la production de la crevette, par pays, de

1988 2 2002 (Wai Yan Tan, Ru Lee, 2002).

B antres

LT

HE quat enr

Wigt-Ham
W mde

Thailande

Indondsie

B :hine

Figure 4 : Production de la crevette entre 1988 et 2002.

a) Caractérisation de la chitine :

a.l) structure chimique :

La chitine posséde une structure chimique similaire a celle de la cellulose. La
différence réside dans la substitution du groupement hydroxyle en position C, par un
groupement acétamide (NHCOCHj3;) (Kerkut, Gilbert, 1985). Elle est donc constituée d’une
chaine linéaire d’unités N-Acétyl-Glucosamine ou (2-Acétamido-2-Deoxyglucose), les
maillons étant liés entre eux par des liaisons B (1—4) glycosidiques (Gogev et al., 2003 ;

Wanget al., 2002) ( Figure 5).

15



Geénéralités

Cellulose

Figure 5 : Structure chimique de la chitine et de la cellulose.

La chitine est un polymeére linéaire, de haut poids moléculaire et présent naturellement
sous forme cristalline, c’est-a-dire constitu¢ d’un ensemble de molécules liées entre elles par
des liaisons hydrogenes et formant un réseau de fibres plus ou moins organisé (Seng, 1988).
Une telle configuration, rend en général difficile sa modification chimique (Shigemasa et al.,
1999). Selon Muzzarelli (1977) et (Bellal, 1994), la chitine se présente sous trois formes
polymorphiques dues a ’association des chaines a, ety (Figure 6). On distingue alors :

e la chitine o : c’est de loin la forme la plus abondante et la plus stable, elle fut
proposée par Carlstrom, D. (1957), elle est formée de chaines qui sont associées de
maniere antiparalleles (Kerkut, Gibert,1985). Elle est surtout retrouvée dans les
cuticules des arthropodes (Jaworska et al, 2003), et dans la paroi fongique
(Taboada, 2003).

e La chitine B : elle est supposée étre moins stable que la chitine a et est formée de
chaines paralleles (Kerkut, Gilbert, 1985). Elle est essentiellement retrouvée dans
les cocons des insectes (Merzendorfer, Zimoch, 2003) et dans les coquilles des

brachiopodes et des mollusques (Falini ef al., 2003).

16
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e Lachitine y : comparée aux chitines a et 3, la chitine y est plus rare. Elle est formée
a la fois de chaines paralleles et antiparalleles (mélange de chitine a et B) (Kurita,
2001). On la retrouve €galement au méme titre que la chitine f dans les cocons des

msectes.

Dans ces structures, les chaines sont reliées entre elles par des ponts hydrogénes

reliant les groupements hydroxyles entre eux (Falini ef al., 2003).

Chitine 3 Chitine o Chitine Y

Figure 6 : Les formes polymorphiques de la chitine.

a.2) Degré d’acétylation :

Le degré d’acétylation (DA) représente une caractéristique essentielle de la chitine. I1
représente la fraction d’unité N-acétyl-glucosamine par rapport au nombre total d’unités, on
déduit ainsi le degré de désacétylation (DA) qui représente la fraction d’unité glucosamine par

rapport au nombre total d’unités. Le DA est relié au DD par :

DA (%) = (100-DD %)

Le DA de la chitine varie selon son origine et son mode d’extraction (Kurita, 2001).
En effet, chez les crustacés, par exemple, au sein d’une méme espéce, on peut observer des
variations qualitatives et quantitatives de la chitine en fonction du stade physiologique de
I’organisme ou de variations saisonnieres. On parlera de chitine pour des DA> a 50%

(Esquenet, 2003).Ce parametre influe sur toutes les propriétés physico-chimiques de la chitine
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(masse moléculaire, viscosité, solubilité¢) (Kiefer, 1999), il apparait donc comme le plus

important.

Plusieurs techniques ont été testées pour tenter de déterminer le degré d’acétylation
avec une meilleure précision, mais également une plus grande simplicit¢ d’emploi. On se
limitera dans le cadre de ce travail, de citer quelques unes de ces méthodes

e [a spectroscopie infrarouge (Okamoto et al., 2002 ; Liu et al., 2001 ;Varum et al.,
1995) : Comparée aux autres méthodes, la spectroscopie IR est plus adaptée pour
une caractérisation rapide, elle manque toutefois de reproductibilité (Kurita, 2001).

e La spectrophotométrie ultraviolette (Niola ez al., 1993 ; Ahmad Khan et al., 2002).

e La titration potentiométrique (Kolodziejska, Wojtasz-Pajak, 2000 ; Kim et al.,
2000) : Elle est basée sur le dosage des groupements amines protonés.

e La spectroscopie a résonance magnétique nucléaire (Prochazkova et al., 1999 ;
Lavertu et al., 2003).

e [’analyse ¢lémentaire (Niola et al., 1993 ; Shepherd et al., 1997) : elle concerne la

détermination du taux d’azote contenu dans la chitine.

a.3) Solubilité :

La chitine est une substance solide, blanchatre, hautement hydrophobe, insoluble dans
I’eau et dans la plupart des solvants organiques (Majeti, 2000). Cependant, elle est soluble
dans quelques solvants corrosifs et toxiques tels que : les alcools chlorés, lacide
chloroacétique, I’acide formique, le chlorure de méthyléne (Muzzarelli et al., 2004). Elle est
¢galement soluble dans des solvants fluorés comme 1’hexafluoroacétone et 1’hexafluoro-2-
propanol. Cependant et dans une certaine mesure sa solubilit¢ dépend de la source d’ou elle
est extraite (Kurita, 2001). En 1978, Rutherford et Austin résumérent les problemes
rencontrés dans le choix du solvant pour la chitine. Austin propose le diméthylacétamide ou
encore le N-méthyl-2-pyrrolidone, ces deux derniers étant mélangés a du chlorure de lithium
(Majeti, 2000). La concentration de chlorure de lithium nécessaire a la dissolution compléte
de la chitine doit étre supérieure a 5% (Bain, 1998). Ces solvants présentent outre leur nature
toxique, I’inconvénient d’étre a I'origine d’hydrolyse chimique de la chaine de chitine (Cho et

al., 1999).
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a.4) Le poids moléculaire :

Le poids moléculaire est un parametre important dans la caractérisation de la chitine,
cependant, ce parametre est difficile a estimer, d’une part a cause de la faible solubilité¢ de la
molécule de chitine et d’autre part, du fait que la chitine native est souvent présente sous
forme de complexes chitino-protéiques ou associée a d’autres substances et qu’elle peut par
ailleurs, subir une dépolymérisation durant les étapes de son extraction (Kurita, 2001).
Plusieurs méthodes sont employées dans I'estimation du poids moléculaire de la chitine,
parmi elles, on citera :

e La méthode viscosimétrique (Okamoto et al., 2002 ; Tsaiet al., 2002).
e Chromatographie liquide (Cho et al., 1999).

b) Biosynthése de la chitine :

Le mécanisme de biosynthése de la chitine n’est pas complétement élucidé et ce
malgré les nombreux efforts de recherche consentis (Imai et al., 2003). La biosynthese de la
chitine suit une voie métabolique comprenant huit étapes, convertissant le tréhalose en chitine
et faisant intervenir plusieurs enzymes dont la chitine synthétase (figure 5). L’étude de la
voie de biosynthése fut réalisée pour la premicre foie sur des extraits cellulaires de
moisissures (Neurospora crasa). La méme séquence générale de biosynthése a été mise en
¢vidence chez les insectes, avec en plus I'implication d’un intermédiaire de nature lipidique :
le Dolichyl diphosphate-N- Acetyl Glucosamine. Chez les crustacés, I'étude de la
biosynthése a été réalisée sur des préparations microsomales de crevettes de 1’espéce :
Artemia salina, elle présente également la méme séquence générale (Kerkut, Gilbert, 1985)

(Figure 7).
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Tréhalase Hexokinase
Tréhalose Glucose Glucose-6- Phosphate — Fructose-6-Phosphate

Glutamine

Acide Glutamiqug_—"

v

Glucosamine-6-
Phosphate

Acétyle Co-A
Co-A
N-Acétyleglucosamine

-6-Phosphate
PP

UDP (N-Acétyleglugosamine ), N UTP \
Chitine \ Uridinediphosphate N-Acétyleglucosamine

Chitine synthétase = N-Acétylglucosamine -1-Phosphate

Figure 7 : Biosynthese de la chitine
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¢) Extraction de la chitine :

Bien qu’elle soit largement répandue dans la nature, la chitine n’est jamais retrouvée a
I’état pur. Elle est associée a des protéines, des lipides, du calcium et autres pigments (Wai
Yan Tan, Ru Lee, 2002). La conséquence est une résistance aux hydrolyses chimiques et
enzymatiques (Seng, 1988). Le choix de la méthode d’obtention de la chitine est fonction de
la proportion du polysaccharide contenu dans chacune des trois principales sources. Chez les
insectes, la chitine constitue 1,4% du poids frais de I’animal, ce qui en explique I’absence
d’exploitation. Chez les micro-organismes, le pourcentage de chitine peut atteindre plus de
20% du poids sec de la cellule. Toutefois, I'extraction a partir des micro-organismes ne
s’effectue qu’a titre expérimental. Enfin, le meilleur rendement est observé chez les crustacés
qui en constituent donc la principale source de chitine (Kiefer, 1999). En effet, la chitine
représente 50 a 80% de la matiere organique des carapaces de crustacés. (Shiau, Yu, 1998). Il
a ¢été montré que les déchets de crevettes et de crabes, contiennent 14-27% et 13-15% du

poids sec en chitine respectivement (No et al., 1989).

A titre indicatif, voici la composition de la carapace de quelques crustacés.

Tableau 2 : Composition des carapaces des crustacés Kobelke, 1990 (Kiefer, 1999)

Matiéres séches

Déchets de Déchets de téte Déchets de Déchets de

Composition Corps de de crevettes langoustine crabes

crevettes
% % % %
Chitine 27 13,5-17,5
Protéines totales 40 29-37,5
Libres 28 20-26
Liées 12 9-10
Cendres (CaCO3) 33 25-27
M atiéres solubles 0 32,5

et autres
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Les carapaces de crustacés sont constitués essentiellement de chitine, protéines et de
sel de calcium. Tetefois, une concentration relativement élevée en pigments (caroténoides)
constitués de 49,4% d’ester d’astaxanthine, 40,3% d’astaxanthine et de 10,3% d’astacéne a
¢été rapportée dans I’étude des carapaces de langoustines (Chen, Meyers, 1982). On a par
ailleurs montré que chez ces dernicres, les pigments sont plus solidement liés que chez les
autres crustacés (Fernandez-Kim, 2004).Ces caroténoides extraits avec un solvant approprié
sont parfois incorporés a I’alimentation des salmonidés, afin que ceux-ci acquierent une plus

forte pigmentation. Les poissons sont incapables de synthétiser eux-mémes ces molécules.

Les crustacés décapodes possédent une cuticule solide, composée d’une fine
épicuticule et de trois couches fibreuses formant la procuticule dont la structure consiste en un
arrangement en hélice de microfibres de complexes protéine-chitine. Les deux couches de
procuticules majeures (couche pigmentée, couche principale) sont rigidifiées grace a une
matrice de sels de calcium, principalement de calcite (Compére et al., 2002). Par ailleurs,
I’épicuticule contient des teneurs variables en lipides sous formes de complexes lipo-

protéiques.

La chitine coexiste avec des substances minérales et des protéines. Pour I’extraire, il
faut donc détruire les premieres par ’acide chlorhydrique et les deuxi¢mes par hydrolyse
alcaline ; mais ces deux traitements ne sont pas sans action sur la chitine elle-méme. Il est

donc vraisemblable qu’on n’a jamais obtenu la chitine & I'état « pur » telle qu’elle existe dans

I’animal (Loiseleur, 1963)

IL existe deux procédés permettant de préparer la chitine a partir des rejets de

carapaces de crustacés (crabes, crevettes.. etc.). L’un chimique et ’autre biologique.

c.1) Procédé chimique :
Les produits chimiques (acide, base) employés dans ce procédé peuvent causer une
désacétylation partielle de la chitine voire son hydrolyse, rendant ainsi incompatibles les

propriétés physiologiques du produit final (Andrad et al., 2003).
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c.1.1) La déminéralisation :

L’acide chlorhydrique dilué est généralement utilisé pour la décalcification car il réagit
assezrapidement avec la calcite. Cependant, il présente 1’inconvénient de dégrader la chitine.
Par ailleurs, on utilise I’acide sulfurique, moins corrosif que l'acide chlorhydrique, mais
produisant du sulfate de calcium, insoluble dans I’eau, qui précipite de ce fait sur la surface
des carapaces (Peniston, Johnson, 1978). Au cours de cette réaction le carbonate de calcium
(CaCO3) contenu dans les carapaces réagit avec I'acide chlorhydrique (HCI) pour former du

chlorure de calcium (CaCly) et du dioxyde de carbone (CO,) selon la réaction suivante :

CaCO; + 2HC1 — CaCl, + CO (1) + H;O

La réaction est effectuée a température ambiante. La durée de la réaction varie de
30min a deux jours voire plus, selon la méthode de préparation (Wai Yan Tan, Ru Lee, 2002).
Le degré de déminéralisation dépend de la concentration de I’acide utilisé. Afin d’assurer une
déminéralisation compléte, la quantité d’acide doit étre stoichiométriquement supérieure ou

¢gale a la quantité de calcite contenue dans les carapaces (Wai Yan tan, Ru Lee, 2002).

c.1.2) La déprotéinisation :

Les protéines sont extraites en traitant les carapaces avec de 1’hydroxyde de sodium
(NaOH) dilué, a température ¢levée (65°C a 100°C). Le temps de réaction varie souvent
(30min a 6heures) selon la méthode de préparation. Il est par ailleurs indiqué qu’un traitement

prolongé des carapaces peut provoquer une dépolymérisation du produit final (Wai Yan tan,

Ru Lee, 2002).

Les étapes de préparation évoquées ci-dessus peuvent étre réalisées dans n’importe
quel ordre. Cependant, dans certains cas, la déprotéinisation peut précéder la déminéralisation,

notamment lors d’une valorisation des protéines extraites, car la qualité du produit obtenu est

optimale (Wai Yan Tan, Ru Lee, 2002).
Aprés déminéralisation et déprotéinisation, le produit obtenu peut subir une

décoloration (extraction des pigments) par ’acétone, par le peroxyde d’hydrogéene (H,O;)

(Wai Yan tan, Ru Lee, 2002). Ou bien encore par ’acétate d’éthyle (No et al., 1989). Cette
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¢tape n’est pas obligatoire, sa réalisation dépend de la spécification du produit final (Wai Yan

tan, Ru Lee, 2002).

c.2) Procédé biologique :

De nouvelles méthodes d’extraction de la chitine a partir des carapaces de crustacés
ont ¢t¢ développées, afin de palier aux inconvénients li€¢s au traitement chimique, notamment
en ce qui concerne le colt d’une part et les problémes environnementaux qui résultent des
rejets des produits chimiques corrosifs (acide et base) d’autre part (Rao et al., 2000). Ces
méthodes utilisent soit des microorganismes (Yang et al., 2000), ou bien des enzymes
protéolytiques (Synowiecki et al., 2000). Dans ce dernier cas, la digestion enzymatique
permet la récupération de I’hydrolysat protéique avec une meilleure composition en acides
aminés (Synowiecki et al., 2000). Les protéases appartenant au genre Bacillus sont de loin les
plus employées dans ce procédé (Yang et al., 2000).L’extraction de la chitine par
fermentation des rejets de carapaces de crustacés utilise des bactéries lactiques comme
Bacillus plantarum, en présence d’une source de carbone, généralement du glucose. Ces
bactéries ont un métabolisme fermentaire, c'est-a-dire qu’elles dégradent partiellement la
source de carbone mise a sa disposition. Elles libérent de ce fait, des acides organiques
comme l’acide lactique qui abaisse le pH du milieu, ce qui a pour effet, de supprimer la
croissance des microorganismes contaminants et de déminéraliser les déchets de carapaces,
avec formation de lactate de calcium, ce dernier précipite facilement et devient donc facile a
retirer par simple lavage. La réaction de déprotéinisation étant par ailleurs assurée par des
protéases libérées par les bactéries en phase de croissance (Rao et al., 2000). Ces procédés
biologiques présentent néanmoins quelques inconvénients. Par exemple : l'utilisation des
enzymes protéolytiques peut se révéler coliteuse et ce, en fonction de I'enzyme utilisée. De
plus, I’extraction des protéines n’est pas complete, comme c’est le cas dans le procédé

chimique (Wai Yan tan, Ru Lee, 2002).
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d) Dérivés de la chitine :
d.1) Le chitosane :

Le terme chitosane, loin de répondre a une seule et unique structure chimique bien
définie, s’adresse a toute une famille de copolymeéres composés de N-acétyl-D- glucosamine et
de D-glucosamine en proportions variables (Felt, 1999) (Figure 8) . Il est obtenu par

désacétylation totale ou partielle de la chitine.

Le chitosane est isolé et identifi¢ pour la premic¢re fois sous le nom de « chitine
modifiée » en 1859 par Rouget qui, aprés avoir soumis la chitine & un traitement basique sous
reflux avec une solution concentrée d’hydroxyde de potassium trouve que le produit ainsi
obtenu possede des caractéristiques physico-chimiques bien différentes du polymére naturel
dont il est issu. Trente-cinq ans plus tard Hoppe-Seyler décrit une procédure permettant
d’obtenir par chauffage a 180°C de chitine d’origine animale (carapace de crabes, scorpions et
araignées) un produit soluble dans I’acide acétique dilué, qu’il n’identifie pas comme étant la
« chitine modifiée » découverte par Rouget et crée alors le terme de chitosane. Ce n’est qu’au
siccle suivant (1934) qu'une procédure de fabrication de chitosane a partir de son parent
naturel, la chitine est décrite par Rigby dans un brevet (Felt, 1999). Selon leur mode
d’obtention, trois classes de chitosanes on €té proposées, a savorir, (a) les chitosanes dérivés de
la chitine par désacétylation en conditions hétérogeénes ou (b) en conditions homogenes et, (c)
les chitosanes dérivés d’autres chitosanes par acétylation partielle, les deux premieres

méthodes constituant le recours le plus uvsité (Felt, 1999).
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Figure 8 : Structure chimique du chitosane

Dans la nature, le chitosane est rare et n’est présent que dans les parois d’une classe
particuliere de champignons, les Zygomycetes (Rhizopus, Mucor, etc.) (Juang et al., 2002) et
chez certains insectes comme dans la paroi abdominale des reines termites (Seng, 1988).
Néanmoins la majorit¢ des chitosanes commercialisés proviennent de la désacétylation
alcaline de la chitine a chaud (Fernandez, Fox, 1997 ; Benesch, Tengvall, 2002). Les étapes
de l'obtention du chitosane sont schématisées sur la figure 9 . On parlera de chitosane si le
D.A est inférieur a 60% (David et al., 2004). Ce dernier varie entre 56 a 99% avec une
moyenne de 80%, sa valeur dépend de I’espéce vivante et de la méthode de préparation
(Fernandez-Kim, 2004). Cette transformation géncre des groupes amines (-NH,) chargés
positivement et confére au chitosane une nature cationique particuliérement intéressante en
milieu acide, d’autant plus que la plupart des polysaccharides de méme type sont trés souvent

neutres ou chargés négativement (Gogev et al., 2003).
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extraction

Chitine+pratéines+pigments
+lipides+materiau= inorganiques (CalC0;. )
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{deminéralisation+ deéprotengisation)

Zhitine

désacetylation

Chitosane

Figure 9 : Obtention du chitosane.

d.1.1) Solubilité du chitosane :

Certaines caractéristiques du chitosane ont une influence déterminante sur son
caractére de solubilité et sa réactivité. C’est le cas notamment de la masse moléculaire et du
degré de déacétylation qui peuvent varier suivant les types et les conditions des procédés de

dépolymérisation et de déacétylation (Gogev et al., 2003).
Le chitosane est typiquement insoluble dans I’eau et les solutions alcalines (Divakaran,

Sivasankara Pillai, 2002). Il est cependant, soluble dans les solutions minérales ou organiques

diluées, excepté dans I’acide sulfurique et a un moindre degré dans I’acide phosphorique

27



Geénéralités

(Chenite ef al., 2001).Ainsi, le chitosane, est soluble dans les milieux aqueux en présence de
faibles quantités d’acides tels que : ’acide acétique, I’acide lactique, I’acide chlorhydrique a

des pH inférieurs a 6,5 (Sashiwa, Shigemasa, 1999).

Le milieu acide permet de solubiliser le syst¢éme grace a 1’ionisation des groupements
amines en C, de I'unit¢ D-glucosamine. En solution aqueuse, I'équilibre chimique ; qui

dépend dupH ; est le suivant :

Chito-NH, + HX _— Chito-NH;* + X
(acide)

La constante de dissociation Ky de la fonction amine est obtenue a partir de 1’équilibre suivant:

-NH, + H0 -NH;* + OH

—

On écrit :

[-NH;"] [OH']
Ky, = et pKy = -log K,
[-NH:]

La constante de dissociation de ’acide conjugué est obtenue a partir de I'équilibre :

-NH;* + H,0 -NH, + H;O"

—

On écrit :

[-NH;] [H;07]
K, =

et pK, =-log K,
[-NH;"]

Comme pour tout polyélectrolyte, la constante de dissociation K, du chitosane n’est
pas constante, mais dépend plus particuliecrement du degré¢ de dissociation auquel il est
déterminé. La variation du pK, peut étre exprimée en utilisant I'équation de Katchalsky

(Montserrat, 2002).
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pK, = pH + log ((1-0)/a) = pKy — € AY (0)/Krt

Avec :

AY :différence du potentiel électrostatique entre la surface du polyion et la référence.
o :degré de dissociation

Kr : constante de Boltzman.

€  :charge de I’¢lectron.

pKo : pKa intrinseque du chitosane.

Le pK, va également dépendre du D.A. Toutefois, quelle que soit la valeur de ce
dernier (comprise entre Oet 25%), pour les poids moléculaires suffisamment élevées, on
montre que la valeur limite du pK, obtenue a un degré de dissociation égal a 1, c'est-a-dire
pour un site supposé totalement isolé et non chargé et donc pour un potentiel électrostatique
nul, est pKo = 6.5 appelé pK, intrinséque du chitosane. La solubilité du chitosane varie donc

en fonction du degré de dissociation et de la méthode de désacétylation mise en ceuvre.

d.2) Dérivés carboxyméthylés de la chitine et du chitosane :

L’introduction de groupes carboxyméthyles dans la chitine ou dans le chitosane
conduit a la formation de dérivés anioniques (Kurita, 2001). Ces dérivés anioniques
améliorent remarquablement la biodégradabilité de la chitine (Wai Yan Tan, Ru Lee, 2002) et
sa solubilité¢ dans I'eau (Fernandez Monagas, 2000). La chitine devient méme soluble a des

pH physiologiques et 1égerement basiques (Gogev et al., 2003).

e O-carboxyméthylation de la Chitine et du chitosane :

Cette réaction touche préférentiellement le carbone 6 des résidus glucosamines
acétylés ou pas, au cours de laquelle I’hydrogene du groupe hydroxyle est remplacé par un
groupe carboxyméthyle (-CH,-COOH). Comme pour la préparation de la
carboxyméthyle-cellulose, la O-carboxyméthylation de la chitine ou du chitosane est
réalisée en milieu alcalin en présence de 1’acide monochloroacétique (Minoru et al., 2002).
Notons que paralléllement a cette réaction, on peut assister a une réaction de déacétylation
pouvant avoir lieu en solution aqueuse fortement alcaline, aboutissant a la formation de

polyméres amphotéres possédant a la fois des groupes carboxyméthyles et amines, et dont
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le degré de déacétylation peut atteindre la valeur de 50%, selon les conditions mises en

ceuvre (Kurita, 2001) (Figure 10).

$Hzo|-|

4|/'f o\?"
/|

1~TH C-CH3

O

Chitine

CICHICOOH

?HQ -CHIOOH

.,./$ O\?“
|
C—C/
| |2
HMH- C-CH?3

L

O-carboxyméthyle-chitine

Figure 10 : Réaction de O-carboxyméthylation de la chitine.

e N-carboxyméthylation de la chitine et du chitosane :

Cette réaction contrairement a la précédente est régiosélective, elle touche uniquement
les groupes amines de la chitine ou du chitosane. Ces derniers réagissent avec l'acide
glyoxylique (OCHCOOH) en milieu acide formant la base de Schiff qui est convertie en
N-carboxyméthyle chitosane par réduction au cyanoborohydrure de sodium (NaCNBH3)
(Kurita, 2001) ( Figure 11).

Au cours de la O-carboxyméthylation, les groupes amines du chitosane peuvent subir
cette réaction dans les conditions similarres donnant lieu a la formation du N,O-

carboxyméthyle-chitosane (Kurita, 2001).
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Figure 11 : Réaction de N-carboxyméthylation du chitosane.

e) Quelques applications de la chitine du chitosane et de leurs dérivés
carboxyméthylés :

Comme la chitine n’est pas soluble dans I’eau, ses applications sont limitées (Gogev et
al., 2003). Cependant, du fait de sa solubilité dans 1’eau, le chitosane, posseéde de nombreuses
propriétés physico-chimiques et biologiques intéressantes (biocompatibilité, propriétés
cicatrisantes, chélatantes.....). Elles sont d’un grand intérét pour de nombreuses applications

industrielles et pharmaceutiques (Payet et al., 2002).

e.l) Agro-alimentaire

e.1.1) Propriétés coagulantes :

Durant la derniere décade, un intérét croissant s’est manifesté pour les polyélectrolytes
ayant des propriétés coagulantes. Ceux-ci permettent de séparer des particules colloidales et
dispersées dans les déchets alimentaires issus des industries de transformation. Le chitosane
est particuliecrement efficace et peut réduire de 70 a 98% la teneur en particules solides riches
en protéines présentes dans les déchets lors de la préparation des viandes, des l¢égumes, des
fromages, et de la transformation des crevettes (Shahidi ef al., 1999). Cependant, méme s’il
est rangé parmi les meilleurs coagulants, le chitosane est fortement concurrencé par les

polymeéres synthétiques qui occupent une grande part du marché aux U.S.A dans ce domaine
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(Seng, 1988). Notons a ce propos que I’Agence américaine pour la Protection de
I’environnement a donné en 1984 un agrément provisoire pour I’utilisation du chitosane

comme agent coagulant dans I’eau potable, a la concentration de 10mg/I.

e.1.2) Immobilisation de cellules et d’enzymes :

La chitine et le chitosane peuvent étre utilisés comme agents immobilisateurs de
cellules microbiennes (Seng, 1988), animales et végétales, ou d’enzymes (Mansencal, 1999 ;
Jeon et al., 2000). Dans le cas de I'immobilisation d’enzymes, la chitine a été¢ utilisée pour
fixer des enzymes a usage industriel telles que la papaine, la phosphatase acide, la glucose

isomérase, I'uréase (Seng, 1988). Le chitosane quant a lui permet d’immobiliser I'invertase

(Kiefer, 1999).

e.2) Environnement :

e.2.1) Traitement des eaux usées :

Les problemes de santé liés a I’accumulation des métaux lourds et autres pesticides
dans les eaux usées ont suscité¢ une forte demande visant a traiter ces eaux avant leur rejet. A
cet effet, le chitosane peut étre utilisé comme agent chélateur des métaux lourds dans le
traitement des eaux usées ( Falini et al., 2003), et les métaux précieux tel que le platine dans
les effluents industriels (Planas, 2002). En effet, des études ont montré que grace a son fort
pouvoir chélateur, le chitosane fixe divers ions métalliques tels que le cuivre et le vanadium
(Shahidi et al., 1999). La complexation provoque la formation de liaisons de coordination

entre I’ion et les groupements hydroxyles et amines de la molécule de chitosane (Kiefer,
1999).

On a utilisé la chitine, comme agent adsorbant des teintures rejetées dans les rivieres
par diverses industries. Pendant longtemps, ces teintures étaient considérées comme inertes et

non toxiques. Elles se sont avérées par la suite nuisibles a la vie aquatique (Annadurai et al.,
1999).
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Plus récemment, le chitosane a ét¢ utilis¢é comme agent dénitrifiant des eaux usées,
grace a la présence des groupes amines. Le chitosane ainsi saturé en nitrates, pourrait servir

comme agent fertilisant par libération progressive des nitrites dans le sol (Jaafari et al., 2001).

e.2.2) Valorisation des déchets :

La majeure partie de la chitine disponible provient des carapaces de crustacés
(essentiellement crevettes et crabes). Pendant longtemps, ces déchets n’étaient pas recyclés et
¢taient simplement rejetés a la mer aprés décortiquage, créant de sérieux problémes de
pollution au voisinage des sites de production. C’est le cas notamment en Alaska, en
Californie et dans le Golfe du Mexique (Seng, 1988). Une étude menée par Carroad et ses
collaborateurs (1982) montrait que la chitine pouvait étre valorisée en la dé gradant par voie
enzymatique (chitinase produite par Serratia marcescens) suivant un procédé du type « Single
Cell Protein ». Selon ces auteurs, le monomere de N-acétylglucosamine issu de la dégradation
de la chitine est facilement utilis¢é comme source de carbone par la levure Pichia kudriavezii a
température ¢levée et a pH acide. La biomasse qui en résulte constitue une source de protéine

pour I’alimentation animale (Cosio ef a.l., 1982).

e.3) Domaine Sanitaire :

Dans le domaine médical, les utilisations potentielles de la chitine et du chitosane sont
nombreuses. Certaines commencent a trouver des débouchés industriels (fils de suture, peau
artificielle) alors que d’autres en sont encore au stade du laboratoire (effets immunostimulants,

antitumoraux, propriétés hypocholestérolé miantes).

e.3.1) Propriétés cicatrisantes :

Les excellentes propriétés cicatrisantes de la chitine et du chitosane laissent penser que
ces produits pourraient étre utilisés sur des plaies a mauvaise cicatrisation (ulcéres) ou a
cicatrisation lente. Des tests cliniques sont en cours afin d’éprouver différents formulations
(poudre, solution d’acétate de chitosane, etc.) pour ces traitements. Un fil de suture en chitine

a ét¢ mis au point (Seng, 1988).
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e.3.2) Propriétés immunologiques et antitumorales :

Chez les animaux, la chitine et le chitosane stimulent les cellules impliquées dans la
défense immunitaire vis-a-vis des cellules tumorales et des agents pathogénes. Une protection
efficace par ce composé a €té observée chez des souris inoculées par Staphylococcus aureus
(Seng, 1988).Ainsi, le chitosane stimule la production d’IL1 (interleukinel) par les
macrophages péritonéaux chez la souris (Gogev et al., 2003). En outre, il a ét¢ démontré que
le chitosane peut déclencher la production du TNF-o (tumor necrosis factor) par les
monocytes humains via les récepteurs lipopolysaccharidiques CD 14 (Gogev ef al., 2003). On
a par ailleurs constat¢é un effet similaire sur le systtme immunitaire propre au

carboxyméthylchitosane (Ferndndez Monagas, 2000).

e.3.3) Propriétés hypocholestérolémiantes :

On a beaucoup parlé¢ et on parle toujours beaucoup du chitosane comme additif
alimentaire naturel de régime. Absorbant les graisses et les huiles, le chitosane est réputé €tre
efficace pour baisser le taux de cholestérol et pour aider les personnes a controler leur poids.
En effet, le chitosane posséde une activité hypocholestérolémiante significative, qui a €t¢ mise
en évidence dans plusieurs modéles animaux (Jeon et al., 2000). Ainsi, des études ont montré
les propriétés hypocholestérolémiantes du chitosane sur des rats. Des diminutions
significatives (20 a 30%) du taux de cholestérol dans le plasma sont observées apres
absorption de chitosane sans que des effets secondaires soient observés chez les animaux
(croissance, absorption des aliments). On pense que ces propriétés sont dues a la capacité du
chitosane a piéger les lipides lorsque le polysaccharide a pH 6-6,5 commence a précipiter,

empéchant la formation des micelles (Seng, 1988).

e3.4) Propriété antioxydante :

Récemment, I'activité antioxydante du chitosane et de ses dérivés a suscité un intérét
tout particulier de la part des chercheurs. Parmi les nombreuses formes réactives du
dioxygene, I’activité chimique du radical OH est la plus importante, car il peut réagir
facilement avec les biomolécules telles que les acides aminés, les protéines, ou encore
I’ADN(Acide DésoxyriboNucléique). On a démontré que le chitosane en solution, réagit avec

les radicaux OH en formant des macromolécules stables dénuées de pouvoir oxydant (Xie et
al.,2001).

34



Geénéralités

e.4) Agriculture :

e.4.1) Protection des plantes, des fruits et des semences :

Les fruits et l€gumes sont des produits hautement périssables, en particulier durant le
stockage qui suit la récolte, ou on assiste a des pertes considérables dues aux maladies
microbiennes d’origine fongique ou bactérienne, a la transpiration et a la sénescence des
tissus (vieillissement des tissus). Des procédés de stockage adéquats, capable d’empécher le
mirissement rapide des fruits et de ralentir le développement des pathogénes, peuvent
prévenir ou tout au moins réduire ces pertes (Mari, Guizzardi, 1998). La méthode qui prévaut,
consiste a préserver le produit dans un environnement a basse température et a un taux
d’humidité €levé (E1 Ghaouth ef al., 1992). On utilise par ailleurs le conditionnement sous
atmosphere modifiée qui consiste a conditionner le produit sous un film étanche contenant un
mélange gazeux qui freinera 'oxydation et la détérioration du produit (Johnson, 2002).Ce
conditionnement peut €tre conjugué avec le stockage a basse température (Drake et al., 1987).
Le dioxygene, le dioxyde de carbone ainsi que ’azote, sont les gaz les plus souvent utilisés.
Par exemple, on utilise une concentration en dioxygéne inférieure a 5% afin de réduire le taux
de respiration du produit, ce qui a pour effet de prolonger sa conservation par ralentissement
du métabolisme oxydatif. D’autre part, une concentration en dioxygene inférieure a 8%, réduit
la production d’éthyleéne, qui constitue le composé clé du processus de maturation et de
mirissement des fruits et légumes (Farber er al., 2003). Des concentrations élevées en

dioxyde de carbone, inhibe également le processus de mirissement des fruits (Buescher,
1979).

L’utilisation de fongicides chimiques de synthése constitue la principale méthode de
lutte contre les maladies qui touchent les fruits durant le stockage. Cependant le
développement de résistances des pathogenes vis-a-vis de ces fongicides et eu égard aux
problémes de contamination des aliments causés par ces mémes fongicides, 1’idée d’utiliser

des moyens de lutte biologique s’est imposée comme alternative a la lutte chimique (Yao et
al., 2004).

Le chitosane est utilisé comme film semi-perméable autour des tissus des plantes, il

inhibe la croissance de bon nombre de champignons pathogénes (Ait Barka et al., 2004). 11
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inhibe ainsi la croissance de Botrytis cinerea et Rhizopus stolonife, sur les fraises et Fusarium
solani sur les pommes (Cheah et al., 1997). Le film formé par le chitosane, modifie
I’atmosphere interne du tissu et freine de ce fait le processus de mirissement du fruit (El
Ghaouth et al., 1992). Ainsi, la protection par le film de chitosane réduit I'incidence du
pourrissement sur le poivron, du concombre et freine par ailleurs, le mirissement de la

pomme et de la tomate (Ait Barka ez al., 2004).

Depuis quelques années, des essais d’enrobage de semences de céréales avec du
chitosane sont réalisés aux U.S.A. Une protection vis-a-vis de champignons parasites du sol a
été observée au champ. Dans une région ou les attaques fongiques contre les racines sont
fréquentes, des rendements de récolte supérieurs de 20% ont €té obtenus avec des semences
enrobées, en comparaison avec des semences qui ne I'étaient pas. On a suggéré que le
chitosane exercait sur la plante des effets physiologiques tels que le renforcement du systéme
racinaire et 1’épaississement de la tige (Seng, 1988). Chez les plantes supérieures, il existe
différents mécanismes de défense naturels pour lutter contre les agents pathogénes, qui sont la
production entre autres, d’enzymes telles que la chitinase et la - glucanase, des inhibiteurs
protéasiques et les phytoalexines, qui sont des antibiotiques toxiques pour certaines bactéries
et champignons pathogénes. Il a ét¢ montré, que la chitine et le chitosane sont des agents
révélateurs, elicitor en anglais, c'est-a-dire qu’ils sont capables d’induire de tels mécanismes
de défense (Jeon et al., 2000). En effet, certaines études menées in vitro avec des suspensions
cellulaires végétales de chou, de haricot et de soja révelent que le chitosane agit comme un
inducteur de la formation de callose (polymére de B-1,3 glucane), un composé jouant un role

dans les réactions de défense des plantes (Seng, 1988).
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I1.1 Préparation de la chitine et de ses dérivés

II-1-1 Classification de I’espece :

Les carapaces de crevettes ont été collectées dans des restaurants de la capitale. Ces
déchets appartiennent a D’espece Parapenaeus longirostris, identifi¢e au niveau du
Laboratoire Halieutique, Facult¢ des Sciences Biologiques, U.S.T.H.B. Cette espéce est

présente en abondance a différentes profondeurs de 150 a 900 m, le long du littoral algérien
(Nouar, Maurin, 2001).

D’un point de vue taxonomique cette espece appartient au : (Jessop, 1973)
Sous-régne Eumétazoaires : possédent de véritables tissus de type épithélial, nerveux,
contractile, de soutien ou conjonctif ; le développement embryonnaire passe par un véritable
stade gastrula avec feuillet ectodermique et endodermique.
Embranchement Arthropoda (Les arthropodes) : le corps est métaméris€ et les segments
fusionnés ou spécialisés ; appendices articulés disposés par paires segmentaires et dont la
fonction est habituellement diversifiée ; présence d’un exosquelette articulé chitineux qui sert
de protection de soutien et de point d’attache pour les muscles.
Classe Crustacea : surtout aquatiques, respiration au moyen de branchies ; exosquelette durci
par imprégnation calcaire ; thorax et abdomen habituellement segmentés.
Sous-classe Malacostraca : la possession de huit segments thoraciques et de six abdominaux,
tous porteurs d’appendices.

Ordre Decapoda : formes possédant dix pattes locomotrices.

I1.1.2 Prétraitement des carapaces :

Avant leur utilisation, les déchets de carapaces sont d’abord débarrassés de leurs
antennes et autres pattes. Ils subissent ensuite un prétraitement selon Mukherjee (Mukherjee,
2001), qui consiste en un lavage énergique afin d’¢éliminer les résidus organiques (tissus) et
bouillis pendant 1 heure, aprés quoi ils sont lavés une seconde fois et enfin séchés a I'étuve
(Memmerte SLE 600) a 163°C pendant lheure. Aprés séchage, les carapaces sont
débarrassées une dernicre fois d’éventuels tissus encore présents et subissent le quenching : ce
traitement permet de casser la structure cristalline de la chitine contenue dans la carapaces,

facilitant ainsi son extraction. Il consiste a placer les carapaces préparées comme indiquées ci-

38



Matériel et méthodes

dessus dans I'étuve a 80°C, pendant 48 heures. Elles sont ensuite rapidement plongées dans
un bain froid d’acétone, contenant de la glace. Cette étape du traitement a pour but
d’empécher la recristallisation de la chitine et rend par ailleurs les carapaces plus faciles a
broyer. A I’issu de ce traitement, les carapaces sont broyées a ’aide d’un moulin a cafeé, la

poudre obtenue est conservée dans des boites fermées hermétiquement.

I1.1.3 Analyses physico-chimiques des carapaces :

I1.1.3.1 Le taux de cendre :

Le taux de cendre est déterminé selon le protocole suivant : (Fernandez-Kim, 2004 )
Placer 2g de carapaces broyées dans un creuset en verre, préalablement chauffé pendant 15
minutes dans le four a moufle (Prolabo, modele Volca MC18), refroidi et pesé.
Introduire le creuset dans le four chauff¢ a 600°C pendant 6 heures, faire refroidir, mettre
dans le dessiccateur et contrdler la constance du poids.
Le poids de la cendre est exprimé en pourcentage par rapport au poids initial.
Poids de I’essai
Taux de cendre (%) = 100
Poids de I’échantillon

11.1.3.2 La teneur en chitine :

La détermination de la teneur des carapaces en chitine est réalisée par dosage des
résidus N-acétyle glucosamines libérés par hydrolyse acide de la chitine, réalisée avec de
I’acide chlorhydrique six fois normale (6N) (Riedel-de Haén) pendant 6heures (Loiseleur,
1963). Comparativement a I'hydrolyse alcaline, I'hydrolyse acide est plus sensible et plus
facile a mettre en ceuvre (Boughedaoui, 1987).Le dosage des résidus N-acétyle glucosamines

libérés est réalisé selon la méthode de Reissig (Loiseleur, 1963).

I1.1.3.2.1 Principe de la méthode :

Il s’agit de la réaction de Morgan-Elson: en milieu alcalin, a chaud, les N-
acétylhexosamines conduisent a des chromogenes (dérivés du furane) qui, en milieu acide, se
condense au p-diméthylaminobenzaldéhyde (réactif d’Ehrlich) conduisant & une coloration

rouge violacée (Percheron et al., 1981).
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Cette méthode utilise deux réactifs :
e Le tetraborate de potassium (Panreac) (réactif A) : solution 0.8 M dans le borate. Le
pH est ajusté a 9,1 avec KOH (Prolabo).
e Réactif a la p-diméthylaminobenzaldéhyde (réactif B) : on dissout 10 mg de ce réactif
(Fluka) dans 100 ml d’acide acétique glacial trés pur (Panreac), qui contient 12,5% en
volume de HCI 10N . Le réactif se conserve bien pendant un mois a +2°C. Au moment

de I'usage, on le dilue avec 9 volumes d’acide acétique glacial trés pur.

I1.1.3.2.2 Préparation de la gamme étalon :

On a choisi une gamme comprise entre 0 et 8 mg d’acétyle glucosamine dans un
volume d’un litre d’eau distillée. On répartit 0.5 ml de chaque solution préparée, de
concentration connue, dans une série de tubes a essai. On ajoute 0,1 ml de tetraborate de
potassium et on chauffe dans un bain marie (Memmert) bouillant pendant exactement trois
minutes. On refroidit dans un bain d’eau froide, puis on ajoute 3 ml de réactif B. On mélange
et on porte immédiatement dans un bain a 36°C. On refroidit dans un bain d’eau froide (20°C)
et on lit I’absorbance a 530 nm au spectrophotométre (Secomam, modele Prim) aprés 20
minutes aussi vite que possible, 1’intensit¢ de la couleur baissant d’environ 0,5% toutes les

cinq minutes apres avoir atteint son maximum en 20 minutes (Loiseleur, 1963).

La teneur des carapaces en chitine est calculée comme suit :

g d’acétyle glucosamine

La teneur en chitine (P) (%)= 100

g d’échantillon

La fraction d’azote de la chitine contenue dans 100 g de carapaces est déterminée de

la maniére suivante :

Teneur en azote de la chitine (N chitine) en g/100 g de carapaces = P. 6,9% /100
P étant le poids de la chitine, exprimé en gramme contenu dans 100g de carapaces.
Le facteur 6,9% représente la proportion moyenne d’azote dans une chitine, considérée

comme étant totalement acétylée.
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I1.1.3.3 Teneur en protéines :

La détermination de la fraction protéique des carapaces a €té réalisée par la

méthode de Kjelddhl

I1.1.3.3.1 Rappel du principe de la méthode :
La plus grande partie de I'azote des substances biologiques est contenue dans les
protéines. La proportion d’azote est remarquablement constante pour un type de protéine

donné (de I'ordre de 16% en masse).

e Minéralisation : a chaud en milieu sulfurique concentré en présence de catalyseur.
H,SOq4

Matiere organique (CHON) » CO, +H,O+NH,"
Catalyseur

Déplacement de ’ammonium :

NH," + OH' NH; + H,0O

e Séparation de ’ammoniac :

Par distillation simple.

Par entrainement a la vapeur.

Dosage de I’ammoniac :

- Direct : I’ammoniac est dos¢ directement par un acide étalonné au fur et a mesure qu’il

distille.

- Enretour : I’ammoniac est recueilli dans un exceés connu d’acide, on dose le reste par une

base étalonnée.
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a) Minéralisation :

Dans ce travail, la minéralisation a été réalisée de la maniére suivante:

a.l) L’essai :
Dans un tube matra introduire :
- 2gde carapaces broyées (p) ;
- 10ml d’acide sulfurique concentré a 98 % (Prolabo) ;

- une pointe de spatule de catalyseur de minéralisation ;

a.2) Le blanc :
10ml d’acide sulfurique additionnés de catalyseur.
La minéralisation est accomplie a 100°C pendant 30 minutes ensuite a 300°C pendant 2
heures.
Aprés minéralisation, le minéralisat est transvasé quantitativement dans une fiole jaugée de

200ml puis complétée a 200ml avec de I’eau distillée.

b) Distillation de ’ammoniac du minéralisat :
Dans un ballon de distillation introduire successivement :
- 20ml de minéralisat dilué ;
- 100ml d’eau distillée ;
- quelques gouttes de phénophtaléine ;
-10ml de lessive de soude ;
Adapter le ballon immédiatement au réfrigérant et chaufter.
Recueillir le distillat dans 20ml d’acide sulfurique de concentration connue voisine de 0.01 M.

Distiller durant 30 minutes.
¢) Dosage de ’ammoniac distillé :

Doser I’exces d’acide sulfurique contenu dans le distillat a ’aide de la solution

d’hydroxyde de sodium de concentration molaire ¢gale a 0.015 M.
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Calculs :
Au point d’équivalence le nombre de moles d’ions H' captés par les bases (NaOH,

NH;) est égal au nombre de moles d’ions H™ cédés par 1’acide (H,SO4), on écrit :

[2. C (H2S04).V (H2S04)] — [C (NaOH).V (NaOH)]
C (NH3) = mole/l
V (NH3) (minéralisat)

Dans 200ml (donc dans 2g de carapaces) ona :

N total = [C (NH3).M (N).0,1] g/ g de carapaces

Et dans 100g de carapaces ona :

N total = [C (NH3).M (N). 10] g/ 100 g de carapaces

Avec :

N total : teneur en azote des carapaces.

C (NHj3): concentration molaire d’ammoniac (mole/I).

C (H2S04): concentration molaire de I'acide sulfurique (mole/1).

V (H2S04) : volume de I’acide sulfurique exprimé en litre (I).

C (NaOH) : concentration molaire de la solution d’hydroxyde de sodium (mole/l).

V (NaOH) : volume de la solution d’hydroxyde de sodium, nécessaire a la neutralisation de
I’exces d’acide sulfurique (I).

M (N) : masse molaire de ’azote, égale a 14 g/mole.

L’azote protéique est déterminé comme suit :

N protéines = (N total — N chitine )
La teneur des protéines en gramme dans 100 grammes de carapaces est déterminée comme
suit :

Teneur en protéines en g dans 100g de carapaces = (N protéines / 0,16)

Le facteur 0,16 représente la fraction moyenne d’azote dans les protéines.
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11.1.3.4 Détermination de la densité :

a) Densité apparente :

La densité apparente est déterminée par le rapport du poids d’un échantillon a

son volume apparent. On utilise pour cela un pycnometre de volume connu.

Poids de carapaces broyées et séchées (g)

Densité apparente des carapaces =

Volume apparent (I)

b) Densité réelle :
Dans ce cas la mesure du volume est réalisée par déplacement de liquide. On
utilise un pycnometre de volume connu (50ml).

La méthode consiste a faire une mesure de quatre pesés a, b, ¢, d, dont on déduit le poids

et le volume de I’échantillon.

On suppose, dans ce qui suit, qu’on opere sur un échantillon complétement sec.
Les quatre pesés successives concernent :
a : le pycnometre vide.
b) le pycnometre contenant I’échantillon a étudier (15g) séché a I’étuve et ramené a la
température ambiante.
¢) le pycnometre + I’échantillon + eau.
d) le pycnometre rempli d’eau.
Ona:
P(poids de I’échantillon) = (b-a).
V(volume de I’échantillon) = (d-a) — (c-b).

(b-a)

D’ou : densité réelle =

(b-d) - (a+c)
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I1.1.4 Optimisation de P’extraction de la chitine a partir des déchets de
carapaces :

I1.1.4.1 Optimisation des conditions de la déminéralisation :

La déminéralisation a été réalisée, par traitement des carapaces avec de [I’acide
chlorhydrique. Trois parametres ont ét¢ optimisés, dans le cadre de ce travail, a savoir : la
concentration d’acide, le temps de réaction, le rapport poids/ volume, l’agitation étant

maintenue constante, en utilisant un agitateur magnétique (Stuart, SB 162).

L’optimisation de chaque paramétre est réalisée en maintenant les autres parameétres

constants.

a) La concentration d’acide :
Diverses concentrations d’acide ont été testées :
0,25,0,5,0,75,1,1,25,1,5et2 M.
b) Le rapport du volume d’acide au poids de carapaces (V/P) :
Nous avons, testé¢ également, plusieurs rapports :
10,15,20,25et30 ml/g.
¢) Le temps de réaction :
La durée de la réaction de déminéralisation a ét€¢ optimisée en testant plusieurs temps
de réaction :

7,5,15,22,5,30,45,60, 120 et 1440 minutes (24 heures).

En fin de réaction, le surnageant est ¢liminé¢ par filtration sur un tamis (Endecotts,
140um), le culot retenu est rincé abondamment avec I’eau du robinet jusqu’a la neutralité, et

ce, en controlant le pH de I’eau du ringage en utilisant un pH meétre (Metrohm 691 pH Meter).
La réaction de déminéralisation est appréciée, par détermination du taux de cendres,

suivant le méme protocole que précédemment. En effet, plus le taux de cendres est faible, plus

efficace sera la réaction de déminéralisation.
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I1.1.4.2 Optimisation des conditions de la déprotéinisation :

La déprotéinisation a ¢€t¢ accomplie en soumettant les carapaces déminéralisées
suivant les conditions optimisées, a un traitement alcalin par la soude (Riedel-de Haén).

On procede de la méme maniere que précédemment, c'est-a-dire, que chaque
parametre est optimisé en maintenant les autres parametres de la réaction constants.

Dans ce cas, quatre parametres ont ¢ét¢ optimisés : la concentration de soude, le
rapport : poids de carapaces/ volume de soude, le temps de réaction ainsi que la température.
L’agitation, a ét¢ toujours maintenue constante.

a) La concentration de soude exprimée en molaire M) :0,5;1;125;1,5;2;2,5;

3:3,5;4;4,5 ;5.

b) Le temps de réaction (minutes) : 7,5 ;15 ; 30 ;45 ;60 ;90 ;120 ;180 ;240 ;360 ;1440

(24 heures).

¢) Le rapport (V/P):10;15 ;20;25 ;30;35 ;40 ml/g.
d) La température (°C) : 18 ;25 ;30 ;35 ;40 ;45 ;50 ;55 ;60 ;65 ;70 ;75 ;80 ;85 ;90 ;95 ;
100.

En fin de réaction, le surnageant est récupéré a I'aide d’une seringue et transvasé dans
une fiole jaugée de 50 ml le pH est ramené a la neutralit¢ par une solution d’acide

chlorhydrique (IN) dont le volume rajouté est soigneusement noté.

L’appréciation de la déprotéinisation, est rendue possible, par dosage des protéines
dans le surnageant. Le contenu protéique de ce dernier, nous renseigne sur le taux de

déprotéinisation.

La méthode choisie pour le dosage des protéines est la méthode Biuret (1949), qui est
de loin la technique la plus généralement utilisée pour le dosage des protéines, et c’est 1’une
des méthodes les plus fiables, pour les solutions assez concentrées comme les milieux

biologiques.
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a) Principe de la méthode :

En milieu alcalin les ions cuivre forment avec les protéines un complexe cuivrique
violet rose caractéristique des liaisons peptidiques.

Les acides aminés simples et les dipeptides ne forment pas de composé coloré en
présence de CuSO4. Deux liaisons peptidiques sont nécessaires. Le composé le plus simple
quipossede cette structure est le biuret.

La coloration, c'est-a-dire la densité optique, est proportionnelle a la concentration en

protéines (Chapeville, Clauser, 1974).

b) Gamme d’étalonnage :
A partir d’une solution de peptone (Mikrobiologie) étalon mére a 5g/l, préparer la
gamme suivante :
Dans cinq tubes a essai, introduire des volumes de la solution étalon contenant : 2,4,6,8,10 mg
de protéines.
Compléter chaque tube a 2 ml avec de I’eau physiologique (marque), puis ajouter 8 ml de

réactif de Biuret préparé comme suit :

Sulfate de cuivre (CuSO4) (Merck)................ 1,5¢g
Ethyldiméthyltétracétique (EDTA) (Panreac) ...... 6g
Kl lg
NaCL .o 0.9¢g

Dissoudre dans 300ml d’eau distillée.

Ajoutez en une fois 300ml de NaOH a 2,5M, puis complétez a 1 litre.

Placez les tubes 30min a ’obscurité pour développer la coloration.

Mesurez I’absorbance a 545 nm contre un blanc, dans lequel la solution protéique est

remplacée par de I’eau physiologique.
c) Dosage des protéines :

Procédez comme pour la gamme sur 0,5ml de la solution a doser (surnageant),

éventuellement diluée pour se situer dans la gamme.
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11.1.4.3 Post-traitement de la chitine : décoloration et blanchiment

La décoloration ainsi que le blanchiment de la chitine extraite, ont été réalisée selon la
méthode de No et al., (1989), qui consiste a tremper la chitine dans un bain d’acétone
(Panreac), pendant 10 minutes, au terme des quelles, elle est récupérée et séchée pendant 2
heures a température ambiante.

L’étape du blanchiment quant a elle, est réalisée, en mélangeant la chitine
dépigmentée avec une solution d’hypochlorite de sodium a 0,315% (v/v), pendant 5 minutes
avec un rapport masse/volume de (1/10). La chitine est finalement récupérée, lavée
abondamment avec de I’eau du robinet, rincée avec de ’eau distillée et séchée a ’étuve a

60°C pendant 4 heures .

I1.1.5 Préparation du chitosane : Nous avons préparé deux chitosanes suivant deux

protocoles différents.

I1.1.5.1 Protocole 1 :

Le chitosane a ét¢ obtenu selon la méthode de Kolodziejska, Wojtasz-Pajak, (2000),
par désacétylation de la chitine extraite par une solution de soude, selon le mode opératoire
suivant :

La chitine a ét¢ traitée avec une solution de soude a 50%, dont la proportion

masse/volume est 1/10, la solution est agitée pendant 60 minutes a 140°C.

I1.1.5.2 Protocole 2 :

Dans ce cas, le chitosane a été¢ préparé selon la méthode de Mirzadeh et al., (2002).
Dont voici les étapes :
La chitine est traitée avec une solution de soude a 50%, avec une proportion d’un

gramme pour 50ml, la solution est agitée pendant 3 heures a 90°C.
Auterme de la réaction, la solution est filtrée sur un tamis, le chitosane retenu est lavé

en continu, afin d’éliminer la soude résiduelle, et ce jusqu’a ce que le pH de I’eau du lavage

atteigne la neutralité. Le chitosane est rincé avec I’eau distillée puis séché a 1’étuve a 80°C.
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I1.1.6 Préparation du N.O Carboxyméthyle chitosane :

Le N.O Carboxyméthyle chitosane a ét¢ préparé selon la méthode de Hayes, (1986)
(Liu et al., 2001). 20g de chitosane sont mélangés avec 200ml d’isopropanol sous agitation,
50,4 ml de NaOH (10M) sont alors ajoutés en six portions €gales sur une période de vingt
minutes. On laisse réagir pendant encore 45 minutes, avant d’ajouter 24g d’acide
monochloroacétique (Panreac) en cinq portions €gales a cing minutes d’intervalles. Le
mélange est chauffé pendant trois heures a 60°C, et ce avant d’incorporer 17 ml d’eau

distillée. Le pH est ajusté a 7 avec de I’acide acétique glacial. Enfin, le mélange est filtré sur

un tamis (140pm), lavé avec du méthanol et séché a ’étuve a 60°C.

I1.1.7 Caractérisation des produits préparés :

Les origines de la chitine et du chitosane étant diverses et variées, il est nécessaire de
les caractériser, et notamment de déterminer entre autres le poids moléculaire moyen ainsi

que le degré d’acétylation (DA).

I1.1.7.1 Le taux de cendres :

Le taux de cendres a ét¢ déterminé selon la méthode de No et al., (1989), citée

précédemment.

11.1.7.2 Poids moléculaire :

L’utilisation de la méthode viscosimétrique nous a permis de déterminer le poids
moléculaire moyen de la chitine, ainsi que celui des deux chitosanes, utilisés dans ce travail.
Les mesures ont été¢ réalisées a I'aide d’un viscosimetre de type Ubbelohde (Technico,

ASTM D. 445) de constante k= 0,01cS/s ( Figure 12).
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Figure 12 : Viscosimétre de type Ubbelohde.
a) Description :

Le viscosimetre est constitué principalement par les trois parties tubulaires (1, 2 et 3),
le tube capillaire (7) avec la sphére de mesure (8), la sphére des avant-coulants (9) (pour les
viscosimétres selon Ubbelohde) et le vase a niveau (5). Au-dessus et au-dessous de la sphere
de mesure (8), les marques annulaires M et M,sont imprimées sur le tube (1). Ces marques
définissent le débit de I'échantillon. Le tube capillaire (7) se termine dans la partie supérieure,
réalisée comme calotte sphérique (6), du vase a niveau (5). Par la surface intérieure de cette

calotte sphérique (6), I'échantillon s'écoule du tube capillaire (7) sous forme d'un film mince.

b) Mode de remplissage

Pour remplir le viscosimetre, incliner celui-ci d'environ 30° sur la verticale, le
réservoir (4) se trouvant en dessous du capillaire (7) ; introduire ensuite suffisamment de
liquide dans le tube 3 pour amener le niveau jusqu'au trait inférieur lorsque le viscosimetre est
redressé. Le volume du liquide étudi¢ sera toujours le méme. Pour faire monter le liquide dans
le viscosimetre, placer un doigt sur le tube 2 et aspirer a 'aide d'une propipette par le tube 1

jusqu'a ce que le liquide atteigne le centre du réservoir (9). Débrancher alors la propipette puis
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retirer le doigt du tube. Mesurer le temps d'écoulement du liquide entre les reperes M; et My,

a l'aide d’un chronometre.
Le viscosimetre sera lavé a 1’eau, puis séché a I’acétone entre chaque mesure.

Nous pouvons ainsi obtenir la viscosité réduite, 1, et la viscosité inhérente, n;, a partir

des relations suivantes :

11r=nsp/[C] aVeC:Tlsp=(‘1/'ls)'1

n; = 1/[C]. In (n / n)

Ou n représente la viscosité absolue de la solution de polymeére (chitine ou chitosane) a la

concentration [C] et 1 la viscosité absolue du solvant.

Pour un méme viscosimétre, la viscosité cinématique (viscosité absolue) s’exprime par

la relation :

N = K.t (k : constante de I’appareil, t : temps d’écoulement en seconde)

k peut se calculer a partir de la valeur connue de n (eau pure a 20°C ).

Le poids moléculaire moyen des polymeres préparés dans le cadre de ce travail, a été

déterminé a partir de I’équation de Mark-Houwink (Sabnis, Block, 2000) :

[n] = K.(M)"

Ou [n] représente la viscosité intrinseéque du polymere, K et a sont des constantes qui

dépendent de la température et du solvant utilisé.

Pour la chitine, le solvant utilisé, est une solution de diméthylacétamide (Fluka)
contenant du chlorure de lithium (Panreac), (solution a 5%). Les constantes K et a

correspondantes, sont 0,24 cm’/g et 0,69 respectivement (Mirzadeh et al., 2002).
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Pour le chitosane, le solvant utilisé, est un mélange d’acide acétique a 0,2 N et
d’acétate de sodium (Panreac) a 0,3N. Les constantes K et a relatives a ce solvant sont

respectivement 0,078 cm’® /g et 0,76 (Mirzadeh et al., 2002).

On a préparé cinq solutions de concentrations croissantes de chaque polymeére. Ces
concentrations sont exprimées en g/100ml de solvant et sont : 0, 0223 , 0,042 , 0,065, 0,081 ,
0,1 . Oncalcule ; et 1 pour chaque solution puis on trace les droite n;= f([C]) et n,= f([C]).

Les mesures de viscosité ont été réalisées en introduisant le viscosimétre dans un bain

thermostaté (Memmert) réglé a 25°C.

On détermine 1'ordonnée a l'origine pour chacune des deux droites tracées, et on
calcule la moyenne des deux valeurs. La moyenne ainsi obtenue correspond a la viscosité

intrinséque.

I1.1.7.3 Degré d’acétylation (DA) :

Plusieurs techniques ont ét¢ décrites pour la détermination du degré d’acétylation de la
chitine et du chitosane. L’utilisation de la spectrophotométrie infrarouge nous a permis de
déterminer ce parametre. Les mesures ont été réalisées a I'aide d’un spectrophotometre
infrarouge Shimadzu 8400, d’intervalle de friéquence de 4000 cm™ — 500 cm™. Les spectres
obtenus sont présentés en annexe.

Le degré d’acétylation du chitosane a été calculé suivant la formule suivante :

DA = (A1655 /A3455 ) .100/ 1,33

I1.1.7.4 Controéle de la qualité microbiologique des polyméres préparés :

Le dénombrement de la flore totale des polymeéres préparés a été réalisé suivant deux
méthodes distinctes, il s’agit de la méthode de Mac Grady (méthode du nombre le plus
probable), et celle du dénombrement sur boites de Pétri. Ce dénombrement vise a estimer, la
période de conservation des polyméres préparés. En effet, plus le degré de contamination est

faible, plus la durée de conservation des polymeres sera prolongée.
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Concernant la premiere méthode, nous avons utilisé le milieu liquide de Zajic et al,
(1977) dont la composition figure en annexe. A partir de chaque solution mére contenant 1 g
de chaque polymére, nous avons préparé cinq dilutions (107", 102, 10, 10™, 107) (trois tubes
par dilution). Les tubes sont laissés incuber pendant 48 heures a 30°C. La croissance
bactérienne est mise en évidence par le trouble constaté dans les tubes a essai.

Concernant la méthode du dénombrement sur boites de Pétri, le milieu de culture
utilisé, c’est le milieu solide proposé par Zajic et al., (1977) (Voir annexe)

Le milieu est stérilisé par autoclavage, a 120°C pendant 20 minutes, puis coulé¢ dans
des boites de Pétri et refroidi. On introduit stérilement 1 gramme de chaque polymere dans 20
ml d’eau distillée stérilisée. Trois solutions filles aux dilutions suivantes : 107, 102, 107, sont
alors préparées a partir de chaque solution mere. Un millilitre est prélevé a partir de chaque
solution fille et sert a ensemencer les boites de Pétri. Ces dernieres sont incubées a 30°C
pendant 48 heures.

Le dénombrement de la flore totale est réalisé, d’une part, en en se référant a la table
de Mac Grady (voir annexe), d’autre part en comptant le nombre de colonies observées sur
chaque boite de Pétri relatives aux trois dilutions. Les résultats du dénombrement, sont la
moyenne des résultats des deux méthodes de dénombrement.

I1.1.7.5 Détermination de la densité :

Les densités réelle et apparente de la chitine et des chitosanes préparés, ont été

déterminées de la méme facon que dans la partie analyses physico-chimique des carapaces.

I1.2 Application du chitosane et de son dérivé carboxyméthylé dans la

protection d’un fruit :

L’application menée dans le cadre de ce travail, consiste en la protection d’un fruit, la
tomate en Poccurrence, par le chitosane (C) et de son dérivé carboxyméthylé (CC). Le but
¢tant de prolonger la durée de stockage du fruit apres la récolte.

I1.2.1 Préparation des tomates :

La tomate qui appartient a 1’espece Lycopersicon esculentum Mill, a ét€ récoltée dans
une exploitation agricole située a Bordj-El-Kiffan.

Les essais ont porté sur 200 tomates matures et vertes, de tailles similaires et saines
c'est-a-dire exemptes de toutes tares ou autres signes d’infections fongiques ou virales.

Avant leur traitement, les tomates sont désinfectées par immersion dans une solution

d’hypochlorite de sodium (eau de Javel) a 10% pendant trois minutes, et séchées a I’air libre.

53



Matériel et méthodes

I1.2.2 Préparation des solutions de Chitosane et Carboxyméthylchitosane :

Deux solutions a 0,5% et 2% (P/V) de chaque polymere ont €té préparées dans du HCI
a 0,25 N. Les solutions sont centrifugées a 6000 tours/minute pendant cinq minutes afin
d’éliminer les particules insolubles. Le pH est ajusté a 5,6 avec une solution de NaOH a 1N.
Notons qu’a ce pH le chitosane, de pKa égale a 6,2, est chargé positivement. 11 présente, de ce

fait, une activité biologique maximale (El Ghaouth ef al., 1992).

Les solutions sont additionnées de Tween 80 (acide oléique) avec une proportion de

0,1 (v/v) qui a la propriété d’augmenter la mouillabilit¢ des solutions.

Une solution qui sert de témoin est préparée, en mélangeant le Tween 80 toujours avec

la méme proportion, avec de I’eau distillée stérilisée de pH préalablement ajusté a 5,6.

Les tomates sont réparties en cinq lots comprenant chacun vingt tomates. Chaque lot

est traité par immersion dans chaque solution de polymeére et dans la solution témoin.

Apres séchage a lair libre, les lots sont stockés a température ambiante (30°C)

pendant 30 jours.

Le méme nombre de lots est préparé, dans ce cas le stockage se faita 20°C.

I1.2.3 Suivi des paramétres physico-chimiques durant le stockage :
A) Les paramétres physiques :

Le suivi des parametres physiques suivants, a porté sur cinq tomates de chaque lot.
Al) Le poids :

Les mesures du poids sont réalisées quotidiennement. La diminution du poids, est

calculée de la maniére suivante :

T%= P;/Py . 100

Ou : P; représente la moyenne des cinq valeurs du poids mesurées quotidiennement.
Py représente la moyenne des cinq valeurs du poids mesurées le premier jour du stockage

(Jour 0)
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A2) L’indice de couleur :

L’appréciation de la couleur est faite visuellement, en se référant a une échellede 1 4 6
d’apres The U.S. Department of Agriculture Visual Color Chart (E1 Ghaouth et al., 1992). Les
chiffres indiquent les différentes teintes qu’adopte la tomate au cours du mirissement :
1:vert;2: vertcassé ;3 :virage au rose (1/3) ; 4 : virage au rose (2/3) ; 5 : rouge clair ;
6 : rouge vif.

La détermination de I’indice de couleur est effectuée tous les deux jours.

A3) La texture : (indice de fermeté)
L’appréciation de la texture est réalisée de maniere subjective, par pressage avec le
doigt ce qui permet d’établir une échelle de trois points : (Worrell et al., 2002).
1 : fruit incompressible ;
2 : fruit s pongieux (déformation réversible) ;
3 : fruit mou (déformation pe rmanente)

L’appréciation de ce parametre se fait également tous les deux jours.

B) Les parameétres chimiques :

Les mesures sont réalisées tous les deux jours, en duplicat, et portent sur les quinze

tomates restantes de chaque lot.

B1) Dosage de I’acidité titrable :

L’acidité a été déterminée selon la méthode de Brecht et al, (1976), qui consiste a
titrer un échantillon de 25 g de tomate triturée, par une solution de NaOH a 0,1 N, jusqu’a

pH =8,1. Le volume de base versé est soigneusement noté.

L’acidité totale de I'échantillon est exprimée en milligrammes d’acide citrique par

100ml d’homogénat (E1 Ghaouth et al., 1992).
B2) Dosage des sucres réducteurs :

Les sucres réducteurs sont constitués par I’ensemble des sucres a fonction cétonique

ou aldéhydique.
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Le dosage des sucres réducteurs a ¢té effectué par I’acide 3,5-dinitrosalicylique

(3,5-DNS).

B2.1) Principe de la méthode :

En milieu alcalin et a chaud, le 3,5 D.N.S jaune est réduit par les oses réducteurs en

acide 3-amino 5-nitrosalicylique rouge orangg.

cCoo COoo

_
+ e —
Jaumne Orange-rouge
Glucides réducteurs _— Produits d’oxydation + ne’
—

La chimie de la réaction est complexe et la réaction d’oxydoréduction avec les

glucides n’est pas stoechiométrique, les courbes d’étalonnage ne passent pas toujours par

’origine.

Le réactif au DNS est un mélange de deux solutions :
Solution 1 : dissoudre 300g de tartrate de potassium dans 500ml d’eau distillée.
Solution 2 : dissoudre 10g de DNS dans 200ml de soude a 2 N.

M¢élanger extemporanément les solutions 1 et 2 et compléter a 1 lavec de ’eau distillée.

B2.2) Gamme d’étalonnage :
Dans une série de six tubes a essai :
¢ On introduit 0;0,2 ;0,4 ;0,6 ;0,8 et Iml de solution étalon a 0,45 en glucose.
e Oncompléte a 1ml avec de I’eau distillée.

e Onajoute 2ml de réactif au 3,5-dinitrosalicylate.

Tous les tubes, bouchés, sont portés au bain-marie bouillant en méme temps

exactement cinq minutes. Puis ils sont refroidis dans un bain d’eau glacée.
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On complete chaque tube a 10ml avec de ’eau distillée. On homogénéise et on laisse

reposer 15 minutes a température ambiante.

Les lectures des densités optiques sont réalisées a 540nm contre le blanc réactif.

B2.3) Dosage de D’essai :

Les sucres solubles ont été¢ extraits avec 100ml d’un mélange méthanol-eau 80 20
(v/v), a partir d’un échantillon de 25 g de tomate broyée. Le mélange est centrifugé a 6000
tours/minute pendant 10 minutes. Le surnageant est récupéré et complété a 100 ml avec de

I’eau distillée. La teneur en sucres réducteurs a été exprimée en g/ 100g de poids frais.

B3) Dosage des sucres totaux :

Le dosage des sucres totaux a été effectué par la méthode Dubois (1956) (Dubois et al.,
1956).

Les termes sucres totaux ou sucres neutres sont utilisés pour désigner les

monosaccharides neutres entrant dans la composition des polysaccharides.

B3.1) Principe de la méthode :
En milieu acide la molécule d’ose subit une déshydratation interne, avec cyclisation.
Les dérivés de type furfural que I’on obtient par cyclisation de 1’ose en milieu acide, le
plus souvent a chaud, ont la propriété de se condenser avec des phénols, des amines cycliques
ou des hétérocycles azotés : ces diverses combinaisons donnent naissance a des maticres

colorantes. Les différentes colorations obtenues varient avec la nature de I’ose initial (Louisot,

1983) (b).

B3.2) Préparation de la gamme d’étalonnage :
e Dissoudre 50mg de glucose et 50mg de fructose dans 100ml d’eau distillée.
e Prendre de la solution précédente 4ml et compléter a S0ml.

e Préparer une série de tubes a essai (09) dans lesquels est versé¢ 0,1 ; 0,2 ;

03;...... ;0,9 ml de la solution fille.

e Compléter les volumes des tubes a 1 ml avec de I’eau distillée.
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e Ajouter Iml de phénol a 5% a tous les tubes, et agiter €énergiquement.

e Placer les tubes dans un bain d’eau glacée et verser S5ml d’acide sulfurique

concentré dans tous les tubes.
e Homogénéiser et laisser reposer 10 minutes.
e Porter le mélange au bain marie a 25°C pendant encore 10 minutes.
e Refroidir a la température ambiante pendant 30 minutes, et a I’obscurité.

e Lire la densité optique a 480 nm.

B3.3) Dosage de I’essai :

On procédera de la méme maniere que dans le dosage des sucres réducteurs. La teneur

en sucres totaux est également exprimée en g/ 100 g de poids frais.

B4) Dosage de I’acide ascorbique (vitamine C) :

D’un point de vue classification, la vitamine C est une vitamine hydrosoluble

appartenant au sous groupe C.

C’est, en fait, non un acide, mais une lactone ; on dit volontiers la y-lactone de la

forme éne-diol de I’acide L (+)-2-cétogulonique.

Malgré I’absence de carboxyle, le nom d’acide ascorbique a été usuellement maintenu
parce qu’'un atome d’hydrogéne est facilement substituable par un métal : 'hydrogene de
I’hydroxyle fixé en 3. C’est donc le groupement hydroxyle fixé sur le C-3 qui est le support

du caractere acide (Jorillier et al., 1962).

Les techniques de dosage de la vitamine C sont nombreuses et utilisent principalement

ses propriétés réductrices, grace au groupe €ne-diol.

B4.1) Principe du dosage :

Nous avons opté, dans le cadre de ce travail, pour le dosage par le 2,6-dichlorophénol-
indophénol (D.C.P.L.P). Le dosage est bas¢ sur ’oxydation de la vitamine C par une solution

de (D.C.P.I.P) (sel de sodium dihydraté), qui est réduit en son leucodérivé, en milieu acide :
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il il
2H*
HO M :@—D H = HO H @—DH
de
il il
D.C.P.LP Leucodérivé (incolore)
Bleu en milieu neutre ou alcalin
rouge en milieu acide
H20H ‘H20H
o -2H -2¢ / © \(
! / \(=D c\ ) -0
\\C‘ - C‘/ cC—7C
T +2H +2e” I Il
OH OH © ©
Avcide L{+) ascorbique Acide dehydre L-ascorbigue

B4.2) Extraction de la vitamine C :
La vitamine C hydrosoluble, est extraite a l'aide d’une solution d’acide

métaphosphorique (HPO3), a 2%.

Broyez au mixeur 20g d’échantillon de tomate et 20ml d’acide métaphosphorique.
Centrifugez a 3000tours/minutes pendant 10 minutes, et transférez le surnageant dans une
fiole jaugée de 50ml. Reprenez le culot deux fois avec 10 ml d’acide métaphosphorique,

agitez, centrifugez et joignez les surnageants. Ajustez la fiole.

B4.3) Etalonnage du D.C.P.L.P :

La solution de D.C.P.LP est étalonnée par une solution de vitamine C étalon (Cgtalon) @
1,5 mmole/L. Cette solution est fragile, elle doit étre préparée dans ’acide métaphosphorique

pour ralentir l'oxydation. La concentrationdu D.C.P.LP utilisée est de 0,5g/1.
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Placez dans une fiole de 100ml :
e 5 mlde solution étalon de vitamine C (V¢taton) ;
¢ 15 ml d’eaudistillée bouillie refroidie.
Versez le D.C.P.I.P a ’aide d’une burette de 10 ml, assez vite au début puis lentement
a lapproche du point d’équivalence, jusqu’a apparition d’une coloration rose pale

persistant pendant 30 secondes. Soit Vetaion-p.cpip le volume de D.C.P.I.P versé.

B4.4 Dosage de ’essai :
Placer dans une fiole de 100ml :
e 5Sml de solution de vitamine C extraite (Vessi) ;
e 5ml de solution d’acide métaphosphorique a 2% ;
e 10ml d’eaudistillée bouillie refroidie.
Verser le D.C.P.LLP jusqu’au virage au rose. Soit Vesai-p.cpip le volume de D.C.P.I.P

versé.

B4.5 Formules littérales :

Le nombre d’¢lectrons cédés par la vitamine C, est €gal au nombre d’électrons captés

par le D.C.P.LP.

Pour I’étalon : 2C¢talon - Vetalon = 2Cpcrap - Véalon-DCP.LP
Pour I’essai : 2Cessai » Vessai = 2Cp.crap - Vessai-D.C.PLP
D’ou l’ontire : Cessai = Ceétatlon - Vessai-ncpap /' Véglon-DCP.LP

La teneur en vitamine C est exprimée en mg/ 100g de poids frais.
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ITI.1 Composition chimique des carapaces :
Les résultats de 'analyse physicochimique des carapaces sont montrés dans le tableau

3 suivant :

Tableau 3 : Parameétres physiques et composition chimique des carapaces de
crevette Parapenaeus longirostris

Paramétres physiques et composition
chimique

Densité apparente 0,464
Densité réelle 1,33
Chitine 23,7 %
Protéines 40,6 %

Cendres 20,2 %

Corps gras et pigments 15,5 %

Les carapaces de la crevette Parapenaeus longirostris est composée de 23,7 % de
chitine par poids sec. Ce résultat est comparable a celui obtenu par Liang en travaillant sur
I’espece Solenocera melantho, qui obtient un taux de 23,3 % (Chang ef al., 1997) et celui
obtenu par No ef al., (1989) chez la langoustine, qui en contient 23,6 %. Par ailleurs, Liang
obtient un taux de protéines de 16,4 % et un taux de cendres de 42,4 %. No obtient des taux
de protéines et de cendres de 16,9% et 63,6 % respectivement. Le taux de protéines obtenu est
relativement élevé de l'ordre de 40 % et ce contrairement au taux de cendres qui est
relativement faible de I'ordre de 20 %. Il existe apparemment une différence considérable
dans la composition chimique des carapaces de crustacés. Cette différence est due a la
variation des especes, a 'alimentation, au stade de la mue, a I’emplacement de la péche ou a

d’autres facteurs biologiques ou environnementaux (Chang et al., 1997).
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I11.2 Optimisation de I’extraction de la chitine :

I11.2.1 Optimisation des conditions de la déminéralisation :

Les conditions optimales de la déminéralisation des carapaces de I’espece
Prapenaeus longirostris obtenues sont : concentration de HCI égale a 1,5 N, un rapport
volume d’acide/ masse de I’échantillon de (15/1), temps de réaction €gal a 1 heure (voir
Figures en annexe). La concentration d’acide a utiliser ainsi que le temps de réaction sont
légérement supérieurs a ceux trouvés par No et al., (1989) qui utilise du HC1a 1N pendant 30
minutes, en dépit de la faible teneur des carapaces étudiées en carbonate de calcium, qui
semble difficile a ¢liminer. Ceci pourrait étre imputé a un probléme d’accessibilité de I'acide,
nécessitant ainsi son emploi a une concentration plus importante. Sous ces conditions, la
matiere minérale est réduite de prés de 98%, elle passe de 20,2% a 0,25%. Ce résultat est

proche de celui obtenu par No et al., (1989) pour la langoustine.

I11.2.2 Optimisation des conditions de la déprotéinisation :

Les conditions optimales inhérentes a la déprotéinisation sont les suivantes : pour un
gramme de carapaces déminéralisé, il faut 20ml de Na OH a 2 M, pendant 2 heures a
45°C(voir Figures en annexe). Toutes ces conditions semblent avoir une incidence sur la
réaction de déprotéinisation, ce n’est pas toujours le cas. En effet, I’incidence du rapport poids
de I’échantillon/ volume de base est insignifiant dans la déprotéinisation des carapaces de la
crevette Solenocera melantho. Cependant, un certain volume de base est nécessaire afin de
maintenir la fluidité durant la réaction (Chang et al., 1997). Trois des parameétres optimisés
dans le cadre de la déprotéinisation sont différents de ceux obtenus par No et al., (1989). En
effet, ce dernier utilise du NaOH a 0,87N avec un rapport de 1/10 a 65°C pendant 2 heures.
L’utilisation du NaOH a 2N avec un rapport masse/volume de 1/20, est justifiée si ’on tient
compte de la teneur ¢levée des carapaces en protéines (40,6%) d’une part, et d’autre part, des
liaisons type covalentes qui unissent la chitine aux protéines, exemple : liaison O-
glycosidique, N-glycosidique. Le taux de protéines résiduelles obtenu est de 6%, ce taux est
meilleur que celui obtenu par Chang et al., (1997) chez la crevette Solenocera melantho. Par
ailleurs, Brine (1982), en ¢étudiant différentes especes de crabes, indique que ce taux varie de

94 32% (Chang ef al., 1997).

63



Resultats et discussion

1.3 Caractérisation de la chitine et des chitosanes produits :

Sur le tableau suivant, figurent les principales caractéristiques, des polymeres préparés.

Tableau 4 : Caractéristiques de la chitine et des chitosanes I et II.

Polymeéres

Chitine Chitosane | Chitosane 11
Caractéristiques

Poids moléculaire (Daltons) 3,38 10° 1,2 10* 1,2 10*

Degré de Déacétylation (%) 35 78 77,5

Densité réelle 0,95

Densité apparente 0,17

Taux de cendre (%) 0,2

Flore totale (cellules/g)

I11.3.1 Poids moléculaire :

Le poids moléculaire moyen de la chitine est compris entre 1,03 10° et 2,5 10® (Majeti
et al., 2000). La chitine obtenue dans le cadre de notre travail, présente une masse molaire
viscosimétrique de 3,38 10°. La chaine de chitine peut subir une dépolymérisation durant son
extraction qui implique, souvent, un double traitement, I’un acide et l'autre alcalin (Kurita,
2001). C’est ce qui pourrait expliquer la valeur relativement faible du poids moléculaire de
notre chitine. De plus, toujours au cours de I’extraction, notamment durant la deprotéinisation
des carapaces, la molécule de chitine peut subir une déacétylation, réduisant ainsi d’avantage

son poids moléculaire (Kurita, 2001).
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Le poids moléculaire (PM) du chitosane varie selon sa source, mais aussi, selon la
méthode de sa préparation. Les valeurs de PM des chitosanes I et II, sont relativement faibles,
comparées a ceux citées dans la littérature. En effet, le PM du chitosane est compris entre 5
10* et 2 10° (Chenite ef al., 2001). Ceci est dii au fait qu’au cours de la déacétylation alcaline,
la chitine subit une dégradation, ce qui a pour effet de réduire sensiblement la taille et donc le
PM du produit final (Tsai et al., 2002). Dans notre cas, la chitine semble avoir subi une
dégradation relativement excessive d’ou les valeurs de PM obtenues.

Onremarque par ailleurs, que les PM des chitosanes sont similaires. Ceci indique que,

les conditions chimiques des deux méthodes testées, ont eu le méme effet sur la chitine.

I11.3.2 Le Degré de Déacétylation (DD) :

Le degré de déacétylation de la chitine obtenu est relativement élevé (35%), comparé
au DD de 7,5% obtenu par No et al., (1989) dans son travail qui a porté¢ sur I'étude des
déchets de langoustine. Mais, identique a celui déterminé par Tsai et al, (2002). Ce dernier
obtient un DD de 35%, en étudiant le chitosane issu de la chitine extraite a partir des
carapaces de la crevette Solenocera melontho. De manic¢re générale, le DD de la chitine est
compris entre 0,05 et 0,15%, et ce, selon ’origine de la chitine et de son mode d’obtention
(Kurita, 2001). Sachant que la chitine n’existe pas naturellement sous forme entiérement
acétylée, et que par ailleurs, la réaction de déacétylation peut se produire durant I’extraction
de la chitine (traitement alcalin), le résultat obtenu, suggere que la chitine préparée dans notre
travail, aurait subi, dans une certaine mesure, une déacétylation, ce qui justifierait la valeur du

DD obtenue.

Le DD des deux chitosanes obtenus lors de cette étude est de 78% pour le chitosane I
et 77,5% pour le chitosane II. D’une maniere générale, le DD du chitosane varie de 56 a 99%,
avec une moyenne de 80% (Fernandez-Kim, 2004). On remarque que, le DD du chitosane II
obtenu dans cette étude selon la méthode de Mirzadeh et al., (2002), est différent de celui
obtenu par ce dernier (86%), chez la crevette du Golf persique. I1 en est de méme pour celui
du chitosane I qui différe de celui obtenu par Kolodziejska er al., (2000) selon la méme
méthode. En effet, Kolodziejska obtient un DD de 98% en analysant le chitosane préparé a
partir de la chitine extraite du krill Euphausia superba. L’écart observé dans les valeurs du
DD est di a la différence d’espéce d’une part, et a la méthode analytique employée pour leur
détermination, d’autre part (Ahmad Khan ef al., 2002). En effet, Kolodziejska et al., utilisent
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dans leur travail la méthode titrimétrique, alors que celle employée dans le cadre de notre

travail est, rappelons-le, la spectrophotométrie infrarouge.

I11.3.3 La densité apparente :

D’aprés Brine et Austin (1981), la densité de la chitine et du chitosane commerciaux
varie. Ceci peut étre attribu¢ a la différence d’espece donc a la source et a la méthode de
préparation (Fernandez-Kim, 2004). La densit¢ apparente de la chitine extraite a partir des
crevettes et des crabes est 0,06 et 0,17 respectivement, indiquant que la chitine issue de la
crevette est plus poreuse que celle issue du crabe. Il en est de méme pour le krill qui possede
une chitine 2,6 fois plus poreuse que celle de la crevette (Fernandez-Kim, 2004). La chitine
extraite dans notre travail a partir de la crevette Parapenaeus longirostris est peu poreuse, car

elle présente une densité apparente égale a 0,21, proche de celle de la chitine de crabe.

Par ailleurs, le chitosane commercial préparé a partir des carapaces de crabes présente
une densité apparente comprise entre 0,18 et 0,33. La densité¢ des chitosanes I et II est proche
de celle du chitosane de crabe, notamment celle du chitosane I. Ce qui indique que les

chitosanes I et II sont, au méme titre que la chitine, peu poreux.

I11.3.4 Le taux de cendre :

La mesure du taux de cendre est un bon indicateur de Iefficacit¢ de la
déminéralisation. La teneur du chitosane en cendre, constitue un parametre important. En effet,
certains résidus de cendre associés au chitosane peuvent affecter sa solubilité, dont la
conséquence directe est la réduction de sa viscosité. Un chitosane de qualité ¢levée devrait
avoir une teneur en cendre inférieure a 1% (Fernandez-Kim, 2004). Il en est de méme pour la
chitine (Mansencal, 1999). Les chitosanes I et I, présentent une teneur en cendre de 0,19% et
0,2% respectivement. La chitine quant a elle présente une teneur de 0,22%. No et al., (1989)
et Mirzadeh et al., (2002) obtiennent des chitosanes avec des teneurs en cendre de 0,1% et

0,34% respectivement.
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II1.3.5 La flore totale :

Compte tenu du caractere biodégradable des polymeres de chitine et chitosane, leur
durée de conservation est tributaire de leur degré de contamination. En effet, la durée de
conservation sera d’autant plus réduite que le nombre de bactéries contaminantes est
important.

Donc et comme il a ét¢ exposé dans la partie théorique, le nombre de bactéries
constituant la flore totale retrouvée dans les biopolymeres préparés, constitue un excellent
indice d’appréciation de leur durée de conservation. Les biopolymeres préparés dans ce travail
présentent un degré de contamination proche de celui du chitosane commercialisé¢ par Y.B.S

Corporation qui présente un degré de contamination de 3000cellules/g.

II1.4 Application des polymeres préparés dans le prolongement de la
période de stockage de la tomate :

I11.4.1 Variation du parametre poids durant le stockage :
La perte de poids du fruit correspond en fait, a une perte en eau, qui survient tout au
long de la phase du mirissement. La variation du poids du fruit en fonction du temps est

montrée sur les figures 13 et 14.
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Figure13 : Variation de la perte de poids de la tomate durant le stockage a
température ambiante.
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L’utilisation de film protecteur de chitosane a 0,5 et 2% (C0,5% et C2%) et le
carboxyméthylchitosane aux mémes concentrations (CC 0,5% et CC2%), semble avoir un
effet sur la perte de poids durant le stockage de la tomate a température ambiante, et ce par
rapport au controle. En effet, on constate une perte de poids de prés de 18,36% en 29 jours, a
température ambiante pour le controle alors que celle-ci n’est que de 11,3%, 10,82%, 9,38%
et 10,41% pour le C2%, C0,5%, CC2% et CCO0,5%, respectivement, pour la méme période et
a la méme température, soit une perte moyenne de 10,4%. L’emploi de ces biopolymeres,
semble réduire donc de prés de 8% la perte en eau de la tomate durant son stockage. Les deux
biofilms, semblent avoir un effet identique, indépendamment de leurs concentrations
(différence non significative). Vasanasong et al., (2002) ne constatent aucun effet sur la perte
en poids, en testant le chitosane a 0,5% et 1% sur le citron, a 13°C. Salamat et al., (2002)
aboutissent ¢galement au méme résultat en testant le chitosane a 0,5%, 0,75% et 1% sur la
mandarine a différentes températures. De plus, d’aprés Butler et al, (1996), le film de
chitosane, constitue une barriere peu efficace pour la vapeur d’eau. L’effet du chitosane,
constaté dans le cadre de notre travail, pourrait é&tre imputé, a son poids moléculaire élevé. Car,

Butler et al., (1996) utilisent dans leur travail un chitosane de faible poids moléculaire.

Les résultats du suivi de ce méme parametre, en utilisant les biopolymeres aux

mémes concentrations, durant la méme période mais a 20°C, sont montrés sur la figure 14
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Figure14 : Variation de la perte de poids de la tomate durant le stockage a 20°C.
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Ces résultats montrent une perte en eau pour le contrdle de 17,7% en 29 jours. On
constate une perte de poids de 10,5%, 10,75%, 8,53% et 9,11% pour le C2%, C0,5%, CC2%
et CC0,5%, respectivement, pour la méme période. Soit une moyenne de 9,7%. L’emploi de
ces biopolymeres, semble réduire donc de 8% la perte en eaude la tomate durant son stockage,
par rapport au contrdle. Cette valeur est proche de la valeur de 7,9% obtenue a température
ambiante, puisque la différence n’est pas significative. Ceci indique, d’une part, que ’effet
des deux biofilms aux deux concentrations testées est le méme (différence non significative)
et que d’autre part, la température ne semble pas influencer cet effet. Worrell et al., (2002),
dans leur étude qui a porté sur le fruit du pain (fruit exotique) non traités, constatent une perte
en poids de 32% a température ambiante, contre 20% a 14°C ceci d’une part, et d’autre part,
une faible incidence du chitosane a 1,5% sur la réduction de la perte en eau du fruit.
L’absence d’influence de la température sur la perte en poids, pourrait étre due a la nature du
fruit. On sait que la tomate est hautement périssable, donc I’écart de température qui est de

10°C dans notre cas, n’est pas trés important, pour contribuer a réduire la perte en poids.

I11.4.2 Variation du parameétre indice de couleur durant le stockage :
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Figure 15 : Variation de I’indice de couleur de la tomate durant le stockage a
température ambiante.
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La couleur, est l’attribut le plus important de la qualité de la tomate. L’altération des
pigments de cette derniere durant le mirissement est & l’origine de son changement
d’apparence. Les pigments responsables de la couleur rouge, que sont le lycopéne et les
caroténes, sont masqués par la chlorophylle durant le stade vert mature. Ils deviennent de p lus
en plus apparents durant le mirissement, parallelement a la disparition graduelle de Ia

chlorophylle (Salunkhe et al., 1974).

Le carboxyméthylchitosane et le chitosane testés aux concentrations indiquées en
début de texte, affectent la couleur de la tomate, a température ambiante (Figure 15). En effet,
au bout du 13°m¢ jour de stockage, 1’indice de couleur du controle, du C2%,C0,5%, CC2% et
CC0,5% est dans I’ordre, 6(rouge), 3,2 (vert casse), 3,6(vert cassé€), 3(vert cass¢) et 4,6(rose
au 2/3) respectivement. Les lots de tomates couvertes par les biofilms deviennent rouges plus
tardivement que le lot du contrdle. En effet, la couleur rouge est adoptée par les tomates
couvertes vers le 18“™ jour pour les lots traités avec le C2% et C0,5%, vers le 17°™ jour pour
le lot traité avec le CCO,5% et enfin vers le 20°™ jour pour celui traité avec le CC2%. On
constate que l’effet du carboxyméthylchitosane est meilleur que celui du chitosane. La
concentration de ce dernier n’a pas d’effet sur ce parameétre, et ce contrairement a celle du
carboxyméthylchitosane, dont I’effet est meilleur a la concentration de 2%, laquelle
concentration permet de retarder le mirissement de la tomate de 7 jours. El Ghaouth (1992)
constate cependant, un effet significatif de la concentration du chitosane issu des carapaces de
crabes sur ce parametre : les tomates traitées avec du chitosane a 2% deviennent rouge plus
tardivement que celles traitées avec du chitosane a 1%. Cette différence en maticre d’effet de
la concentration du chitosane sur ce parametre, pourrait étre attribuée a la source a partir de

laquelle, a été extrait ce biofilm.
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Figure 16 : Variation de I’indice de couleur de la tomate durant le stockage a 20°C.

Concernant les résultats des essais effectué¢s a 20°C ( Figure 16), le temps au bout
duquel les tomates acquicrent la couleur rouge, se voit prolonger de 8 jours pour le controle,
de 10 jours, 9 jours, pour les lots traités avec le C2%, C0,5%, respectivement et 11 jours pour
ceux traités avec le CCO0,5% et CC2%. La température de stockage semble influencer la
couleur des tomates, aussi bien celles du lot non traité, que celles des lots traitées avec les

biopolyméres, en retardant la survenue de la couleur rouge. On remarque que l’effet des

biofilms est meilleur a cette température.

Au vu de ces résultats, I’indice de couleur ne semble pas dépendre de la concentration

des biofilms.

71



Resultats et discussion

I11.4.3 Variation du parameétre indice de fermeté durant le stockage :

Les résultats des essais effectués a température ambiante, sont consignés sur la figure

17.
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Figure 17 : Variation de I’indice de fermeté de la tomate durant le stockage a
température ambiante.

A température ambiante, I’indice de fermeté de 3 (fruit mou), est atteint au bout d’une
période de 11 jours de stockage pour le lot non traité¢, au bout de 17 jours, pour les lots traités
avec le C 0,5% et C 2%, et au bout de 16 et 18 jours pour le CC 0,5% et le CC 2%,
respectivement. Soit une différence par rapport au contrdle, de 5 jours pour le lot traité avec le
CC 0,5%, 6 jours pour les lots traités avec le C 0,5% et C 2% et enfin 7 jours pour le lot traité
avec le CC 2%. L’emploi des biofilms, semble influencer I’indice de texture, en retardant le
passage du fruit d’un état de texture indéformable, a celui de texture molle. Le meilleur effet,
¢tant obtenu avec le CC2%. Notons au passage, ’absence d’effet significatif de Ila

concentration du chitosane, sur ce parametre.

Par ailleurs, a 20 °C, I’évolution de ce parametre est différente (Figure 18) .En effet,

le changement de texture concernant le controle se produit au bout de 20 jours de stockage,
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celui des lots traités avec le C 2% et C 0,5%, a lieu vers le 28°™

traités avec le CC 0,5% et le CC 2%, a lieu vers le 29 et le 31°™ de stockage,

jour, et enfin celui des lots

respectivement. A cette température, I’effet des biofilms, semble meilleur. Worrell et al,

(2002), rapporte un effet treés peu marqué du chitosane a 1,5%, sur la texture du fruit du pain

stocké a 13°C.
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Figure 18 : Variation de I’indice de fermeté de la tomate durant le stockage
a 20°C.

I11.4.4 Variation de ’acidité titrable durant le stockage :

L’acidité titrable de la tomate mature verte, varie selon la variété. Elle est comprise
entre 320 et 450 mg d’acide citrique / 100 ml d’homogénat. Celle des tomates mures, est
comprise entre 410 et 550 mg d’acide citrique / 100 ml d’homogénat (Brecht et al., 1976).
Dans notre cas, l’acidité¢ titrable des tomates, mesurée au stade mature vert (début de
stockage), a une valeur moyenne de 107,28 mg d’acide citrique/ 100 ml d’homogénat. Elle
atteint la valeur de 262,75 mg d’acide citrique / 100 ml d’homogénat au stade mir. Ces
valeurs, sont en deca de celles de la littérature indiquées ci-dessus. Les résultats de I’évolution

de ce parametre, a température ambiante et 20°C, sont montrés sur les figures 19 et 20.
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Figure 19 : Variation de I’acidité titrable de la tomate durant le stockage
a température ambiante.

On remarque, que l'acidité titrable se stabilise autour de 262,75 mg d’acide citrique/
100ml d’homogénat, au bout du 13°™ jour de stockage pour le lot non traité. Cette valeur est
atteinte pour les lots traités avec les biofilms, et ce, au bout de 17 jours pour le lot traité avec
le C 0,5%, aubout de 15 jours pour celui traité avec le CC 0,5% et enfin, au 20°™ jour de
stockage pour le lot trait¢ avec le CC 2%. Le chitosane et le carboxyméthylchitosane a 2%,
semblent avoir la méme incidence, sur ’évolution du paramétre étudi€. De plus, cet effet est

meilleur que celui exercé par ces mémes biofilms, a la concentration de 0,5%.
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Figure 20 : Variation de Pacidité titrable de la tomate durant le stockage
a 20°C.

Les résultats obtenus a 20°C, montrent que I’effet des biofilms s’est amélioré. Puisque,
la valeur maximale de Pacidité titrable , est atteinte au bout du 31°™° jour , et ce, pour le lot
traité avec le C2% et celui traité avec le CC 2%. Au bout du 28°™ jour pour le lot traité avec
le C 0.5% et enfin, au bout du 26°™° jour, pour le lot traité avec le CC 0,5%. Notons, que le
CC 2% et le C 2%, exercent le méme effet a cette température, et ils demeurent par ailleurs,

les meilleurs.

I11.4.5 Variation de la teneur en acide ascorbique réduit durant le stockage :
La tomate est un fruit riche en vitamine C. Sur la base du poids frais, sa teneur

moyenne est de 25 mg/ 100g. Cette teneur varie avec la culture (Salunkhe et al., 1974). La

teneur moyenne en A.A.R des tomates vertes matures est de 8,88mg/100g de poids frais

(Brecht et al., 1976).

Les résultats de la variation de Acide ascorbique réduit ( I’A.A.R), des tomates traitées

avec les biofilms a température ambiante sont donnés sur la figure 21.

75



Resultats et discussion

——C2%

—=—C0,5%
CC2%
CCO0,5%

—— Contrble

frais)

O ~~DNOWPr~O1IO N

(2]
2
)
o
©
©
2
o
E
o
<
<

K q

Période de stockage (jours)

Figure 21 : Variation de la teneur en A.A.R de la tomate durant le stockage

a température ambiante.

La teneur en A.A.R des fruits verts matures est relativement faible par rapport a la
valeur moyenne retrouvée dans la littérature. Il en est de méme pour la teneur a I’état mir qui
estde 5,8mg/100g de poids frais. Watada et al., (1976) rapporte que la différence en teneur en
A.A.R entre les variétés de tomates, est plus grande que celle entre les deux stades de

développement, a savoir, le stade mature vert et le stade mir (Klein, Perry, 1982).

Une teneur en A.A.R de 5,64 mg/100g de poids frais, est obtenue au bout de 13 jours
de stockage pour le controle. Cette teneur est maximale, elle correspond a celle du fruit a
I’état miur. Cette teneur, est atteinte au bout du ]7¢me jour, pour le lots traités avec le CC 0,5%,
C 0,5% et le C 2% et au bout du 20°™ jour, pour le lot traité avec le CC 2%. Les biofilms
retardent donc le mirissement du fruit. Ce retard, par rapport au controle, est de 4 jours pour
les lots traités avec le CC 0,5%, C 0,5% et le C 2%, et il est de 7 jours, pour le lot traité¢ avec

le CC 2%.Ce dernier, semble avoir un effet meilleur.

A 20°C, onatteint la valeur de 5,7mg/100g de poids frais, au bout de 21 jours, pour le
contrdle. Soit un écart de 8 jours par rapport aux résultats a température ambiante. Par ailleurs,
6éme

cette valeur est atteinte au bout du 2 jour, pour le lot traité¢ avec le C 0,5%, au bout de
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28°™ jour, pour ceux traités avec le CC 0,5% et le C 2%, et enfin, au bout du 31°™ jour, pour
celui traité¢ avec le CC 2% (Figure 22). Soit, un retard par rapport au contréle de 5 jours, pour
le lot traité avec le C 0,5%, 7 jours, pour ceux traités avec le CC 0,5% et C 2% et enfin , un
retard de 10 jours, pour celui traité avec le CC 2%. L’effet des biofilms, se voit donc

améliorer, a cette température.
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Figure 22 : Variation de la teneur en A.A.R de la tomate durant le stockage

20°C.

I11.4.6 Variation de la teneur en sucres réducteurs durant le stockage :

La teneur en sucres réducteurs des tomates est variable, elle est comprise entre 0,2 et
23,54 g/100g de poids frais. Cette teneur dépend de la variété de tomate (Balasubramanian,
1984). Dans notre cas, la teneur des tomates en sucres réducteurs, varie au cours de leur
mirissement, a température ambiante. On passe d "une teneur moyenne de 0,5 g/100g de poids
frais au stade vert mature, a 2 g/100g de poids frais au stade mir. Cette derniére valeur, est
atteinte au bout de la méme période (17 jours) et ce pour tous les lots, y compris le controle
(Figure 23). Ceci indique, que les biofilms, n’ont aucun effet sur I’évolution de la teneur des

tomates en sucres réducteurs, durant le stockage.
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Figure 23 : Variation de la teneur en sucres réducteurs de la tomate durant le
stockage a tempé rature ambiante.

Les biofilms semblent également, ne pas exercer d’effet sur I’évolution de la teneur en
sucres réducteurs & 20° C. Puisque cette teneur se stabilise au bout du 21°™ jour du stockage,
aussibien pour les lots traités, que pour le lot du controle (Figure 24). Le seul effet constaté,
c’est celui de la température. En effet, la baisse de la température, a permis de retarder le
mirissement des tomates de 4 jours. Worrell ef al., (2002), constatent que le chitosane a 1,5%,
exerce un effet sur le prolongement de la durée de stockage, a température ambiante et a 13°C,
du fruit du pain. Cette différence d’effet du chitosane, est sans doute due a la différence des
fruits traités d’une part, et d’autre part, a la source du chitosane, c’est-a-dire a ces propriétés

physiques, notamment le DD.
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Figure 24 : Variation de la teneur en sucres réducteurs de la tomate durant le
stockage a 20°C.

I11.4.7 Variation de la teneur en sucres totaux durant le stockage :

La teneur en sucres totaux, varie durant le processus de mirissement de la tomate. Elle
passe 1,3 g/100g de poids frais au stade mature vert, a 12g/100g de poids frais, au stade mifir.
Ceci, est en accord avec le résultat de Rosa (1926), qui montre que la teneur en sucres totaux

de la tomate, augmente durant son stockage (Salunkhe et al., 1974).

Les résultats du traitement des tomates, a température ambiante, présentés sur la figure
25, indiquent que la teneur en sucres totaux, atteint sa valeur maximale au bout de 13 jours
pour le lot non traité, ainsi que pour tous les lots traités. Ceci montre, que les biofilms utilisés,
ne semblent pas exercer un effet sur I'évolution de la teneur en sucres totaux, au cours du

marissement des tomates.
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Figure 25 : Variation de la teneur en sucres totaux de la tomate durant le

stockage a tempé rature ambiante.

A 20°C, onremarque que, la valeur maximale de la teneur en sucres totaux, est atteinte
apres 21 jours de stockage pour le lot non traité. I1 en est de méme pour ce qui est des lots non
traités, (Figure 26). Ce résultat différent, du moins pour ce qui est du chitosane, de celui
obtenu par Worrell et al., (2002). Ces derniers, notent un effet du chitosane a 1,5%, sur
I’évolution de la teneur en sucres totaux du fruit du pain, stocké a température ambiante et a
13°C. Cette différence est probablement due, comme énoncé plus haut, aux caractéristiques

physiques des chitosanes utilisés dans les deux cas.
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Figure 26 : Variation de la teneur en sucres totaux de la tomate durant le
stockage a 20°C.

Notons enfin que, le pourrissement des tomates stockées a température ambiante
apparait vers le 20™ jour pour le lot non traité. Vers le 24°™ jour pour le C2% et C 0,5%,
vers le 23°™ jour pour le lot traité avec le CC 0,5% et enfin vers le 27°™ jour, pour le lot

traité avec le CC 2%.

A 20°C, le pourrissement survient vers le 24°™ jour, pour le lot de tomates non traitées,

apres 30 jours de stockage pour les lots traités avec le C 2%, C0,5% et le CC 0,5%. Ce n’est
quau 33T

2%.

jour que I’on observe un début de pourrissement, affectant le lot traité avec le CC

Ces biofilms, retardent donc la survenue du pourrissement et réduisent ¢galement son
incidence. En effet, la proportion de tomates affectées par le pourrissement, du lot non traité,
est plus importante que celle observée dans les lots traités avec les biofilms. Ce résultat est en
accord avec celui obtenu par El Ghaouth ef al.,. (1992). En effet, ces derniers, constatent un
effet similaire du chitosane testé a 2% sur les tomates stockées a 20°C. D’apres ces auteurs, le
chitosane semble exercer un effet antifongique, contre le champignon Botrytis cinerea,

responsable du pourrissement.
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Conclusion

La valorisation et I’intérét portés a ces deux biopolymeres que sont la chitine et le
chitosane sont récents : Ils datent d’une trentaine d’années. Les propriétés qu’ils manifestent,
telles la biocompatibilité, bioactivité et biodégradabilité, ont permis d’entrevoir de
nombreuses applications potentielles. Ce travail s’est organisé suivant deux axes : nous nous
sommes proposés dans un premier temps d’optimiser I’extraction de la chitine a partir de
déchets de carapaces de crevettes. Ces dernieres, rappelant le, présentent un sérieux probléeme
de pollution. L’analyse de leur composition chimique, indique une forte teneur en protéines de
I’ordre de 40%. Ces derniéres peuvent faire 1’objet d’une valorisation, dans le but de les

utiliser comme complément alimentaire.

Nous avons dans un deuxieéme temps testé le potentiel li¢ a I’utilisation du chitosane et
de son dérivé carboxyméthylé (carboxyméthylchitosane), comme films protecteurs, pouvant
prolonger la durée de stockage des fruits. Notre choix s’est porté sur la tomate. Cette ¢tude a
montré¢ que ’utilisation du carboxyméthylchitosane a 2% et a 20°C, a permis de retarder le
mirissement de la tomate, et ce, en affectant 'évolution des paramétres physico-chimiques,
révélateurs du processus de mirissement. Il a permis ainsi, de retarder la survenue de la
couleur rouge et de la texture molle de 11 jours par rapport au t¢moin, et de retarder par
ailleurs, de 10 jours, la stabilisation de la teneur de la tomate en vitamine C. De plus, 'emploi

de ce biofilm, a permis de retarder le pourrissement du fruit de 9 jours par rapport au témoin.
Il est enfin, nécessaire d’effectuer des tests supplémentaires portant sur I’optimisation

de la concentration du biofilm par exemple, et d’entamer des études de faisabilité, sur le plan

¢économique, pour envisager son utilisation a I’échelle commerciale.
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Annexe

Courbe étalon pour le dosage des protéines
y = 0,0181x]
R®=0,9917

0,1 1
0,08 -

o 0,06 -

(a]
0,04 -

O T T 1
0 2 4 6

Concentration de la péptone (g\l)

Courbe étalon pour le dosage des protéines.

y = 0,0063x + 0,0002
R? = 0,9702

L 4

6 8 10

Concentration de N-Acétyl-Glucosamine (mg/l)

Courbe étalon pour le dosage du N-acétylglucosamine.
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y=0,0115x + 0,0036
R?=0,992

50 100

Concentration du glucose+ fructose mg/L

Courbe étalon pour le dosage des sucres totaux.

y = 0,0118x
R* =1

20 40 60 80

Concentration du glucose (mg/l)

Courbe étalon pour le dosage des sucres réducteurs.
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Annexe

y =472,35x + 12,481
R?=0,9929

y =14,062x + 18,893
R?=0,0945

réduite

N A O O
o O O o o
1 1 1 I

0 0,05 0,1 0,1 5 # \Viscosité

inhérente

e
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‘O

i -

=
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=
(2]
o
(&)

i

>

Concentration de chitine (g/100ml de mviscosité
solvant) réduite

Variation de la viscosité réduite n, et la viscosité inhérente n; de la
chitine en fonction de sa concentration.

y =11,717x + 1,0161
R? = 0,9899

y = 14,713x + 0,9527
R? = 0,9908

0 0,05 0,1 0,15

viscosités inhérente et

Concentration du chitosane

(9/100ml de solvant) ¢ viscosité inhérente
= viscosité réeduite

Variation de la viscosité réduite 1, et la viscosité inhérente 1; du
Chitosane I en fonction de sa concentration.
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Annexe

y = 14,454x + 0,9636
R? = 0,0828

y = 11,95x + 1,0063
R? =0,9825

T . * viscosité

O 0,05 0,1 inhérente

Concentration du chitosane = viscosité
Il (/100 ml de solvant) réduite

()
=
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=
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>

Variation de la viscosité réduite 1, et la viscosité inhérente 1; du
Chitosane II en fonction de sa concentration.

Tableau de Mac Grady (3 tubes par dilution )

Nombre Nombre de Nombre Nombre de Nombre Nombre de
caractéristique | cellules | caractéristique | cellules | caractéristique | cellules

000 0,0 201 1,4 302 6,5
001 0,3 202 2,0 310 4,5
010 0,3 210 1,5 311 7,5
011 0,6 211 2,0 312 11,5
020 0,6 212 3,0 313 16,0
100 0,4 220 2,0 320 9,5
101 0,7 221 3,0 321 15,0
102 1,1 222 3,5 322 20,0
110 0,7 223 4,0 323 30,0
111 1,1 230 3,0 330 25,0
120 1,1 231 3,5 331 45,0
121 1,5 232 4,0 332 110,0
130 1,6 300 2,5 333 140,0
200 0,9 301 4,0
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Annexe

Milieu de culture proposé par Zajic et al., (1977), de composition

suivante :

K,HPO, (MERCK) 5¢g
KH,PO, (MERCK) 2¢g
MgSO, (PROLABO) 2g
NaCl (MERCK) 0,1g
NaNO;  (PROLABO) 5¢g
Glucose (PROLABO) I5¢g
Extrait de levure (MERCK) 3g
Agar-Agar 18 g
Eau distillée 1 litre

Le milieu liquide est préparé sans I'ajout d’Agar-Agar.

Volume de HCI=15ml, pendant 24heures

o
o v
N O

(=)
N
- O

0,
0

o

Poids de cendres (g)
(@)

o

025 05 0,75 1 1,25 15
Concentration de HCI (M)

Optimisation de la concentration de HCI.
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Annexe

Volume de HCI=15ml, concentrationde HCI=1,5M

—_
2
(73]
(V]
S
©
c
[+))
(3]
[«})
©
[72]
o
O
o

15 30 60 1440

Temps en minutes

Optimisation de l1a durée de déminéralisation.

Poids de cendres

Concentration=1,5M et pendant 1heure

4 4
15 20

Volumes d'HCI (ml)

Optimisation du volume de HCI.
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Annexe

Volume de NaOH=15mlI, pendant 24h a température
ambiante.

0,06 -
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0

DO a545nm

0 05 125 1,75 25 35 45
Concentration de NaOH (M)

Optimisation de la concentration de NaOH.

Volume de NaOH=15ml, concentration =2M a
température ambiante

0,06 -

o 0,04 -
o

Temps (min)

Optimisation de la durée de déprotéinisation.
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Annexe

Volume de NAOH=15ml, concentration =2M pendant
2h

0,08

0,07
0,06
o 0,05

2 0,04
0,03
0,02

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I
X R PSP PS
Température (°C)

Optimisation de la température de déprotéinisation.

Concentration de NaOH=2M,T=45°C, pendant 2h

0,1 -

0,08 -
o 0,06
Q 0,04 -

0 I I I I I
15 20 25 30 35

Volume de NaOH (ml)

Optimisation du volume de NaOH
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Annexe

| 2604 7
27272

10000

Spectre Infrarouge du Chitosane 1.

I"':'f?ﬂ'.l'"'l

I
| 10261 7213
10762
11186
11572
L
100010

Spectre Infrarouge du Chitosane II.
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Annexe

Lo

froscer S | S e

0! FR-p=ecempmmetcenl |posce et ot e ece i ot c e

8 e e T

itine.

Q
Q
S,
a.
S |
av
O

Spectre Infrarouge de la ch

Carapaces de la crevette Parapenaeus longirostris.
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Annexe

Carapaces broyées de la crevette Parapenaeus longirostris.

Chitine préparée a partir des carapaces de la crevette
Parapenaeus longirostris.
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Annexe

Chitosane 1.

Chitosane II.
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Annexe

Aspect des tomates traitées avec les biofilms et celles du
controle apreés 13 jours de stockage a température ambiante.

Aspect des tomates traitées avec les biofilms et celles du
controle apres 20 jours de stockage a 20°C.
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