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Introduction générale

Depuis toujours la nature a été la source d’inspiration des scientifiques et le mystere le plus
sombre qu’on n’arrive toujours pas a résoudre, les biomatériaux constituant le régne animale
son a nos jours encore trés peu exploiter par rapport a la difficulté de leurs extractions,
séparations et identifications. La chitine est le biopolymeére le plus abondant dans la nature
apres la cellulose, coexiste avec les protéines et les minéraux dans les exosquelettes de
crustacées, des endosquelettes de céphalopodes, dans les cuticules des coléopteres et certains

champignons.

Apres la découverte de la chitine celle-ci n’a pas suscité I’intérét des chercheures par rapport a
ces propriétés physicochimiques qui la rendait inexploitable (insolubilit¢ dans les milieux
aqueux ...) mais bien plus tard sa desacytilation a permis 1’obtention du chitosane que lui a
montré toutes les propriétés physico-chimiques désirables et rechercher par les industries
modernes (industrie pharmaceutique, alimentaire ...) et biologiques (activité antimicrobienne

, antioxydant , cicatrisante ...)

Participer au développement de la valorisation et la maitrises des procédés d’obtention de ces

biomolecules est trés d’actualité a cause de deux facteurs essentiels :

- Les propriétes phisico-chimiques et biologiques de ce biomatériau qui sont jusqu’a nos
jours trés peu connu et qui présentent un champ de recherche encore tres vierge,
notamment dans le domaine du designe thérapeutique et de la technologie alimentaire
en raison de ses propriétés biocompatibles, biodégradables et non toxiques.

- L’aspect environnementale et protecteur en vers la nature et la planéte qui sont entrain
de ce détruire petit a petit par ’exploitation des énergies fossiles et I'utilisation de
réacteurs chimiques pour les synthéses des matériaux plastiques et autres, donc en
utilisant le chitosane nous allons participer a :

e Exploiter des matrices naturelles qui sont considéré comme des déchets de
I’homme.

e Passer des principes actifs synthétiques vers le chitosane (le passage d’une solution
de polyvinylpyrolidone iodée a une suspension de chitosane qui a la méme activité

antiseptiques).



e Diminuer I’utilisation des matériaux synthétiques (plastiques) en allant vers des
dérivés du chitosane (bioplastiques) diminution de la pollution par des matériaux
lentement biodégradables.

e Diminuer I’utilisation des solvants organiques toxiques en substituant les

matériaux insolubles dans les milieux aqueux par le chitosane qui est soluble.

L’intérét vétérinaire de cette recherche est I’obtention d’une biomolécule ayant des activités
biologiques (antifongique, antimicrobien, anti-infectieux) ; agent anti-tumoral; effet
hémostatique; favorisation de la croissance du tissu ; stimulation de la prolifération des

cellules.

La matrice que nous allons étudier est I’endosquelette de la seiche (sepia officinalis) qui est
trés peu étudiée par les chercheures et pas encore exploité par I’industrie. Dans ce travail,
nous allons commencer par 1’optimisation de quelques parameétres d’extraction de la chitine
par la méthode chimique en utilisant un premier plan factoriel pour I’étape de la
déminéralisation et un second pour ’étape de deproteinisation ; ensuite une €tude cinétique
de la réaction de conversion de la chitine en chitosane va étre effectuer afin de maitriser cette

réaction et donc la maitrise du procéder de préparation du chitosane.
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Etude de la matrice Sépia officinalis



Chapitre [ La Seiche (Sepia officinalis)

Introduction

Dans ce chapitre nous allons synthétiser les données bibliographiques concernant la matrice
sur laquelle notre recherche s’est portée, qui est la seiche Sepia officinalis. Le nom seiche peut
étre utilis€ pour toute espece du genre Sepia, dans lequel Sepia officinalis est la plus

commune'
I.1 Position systématique et diagnose

La seiche commune est un mollusque appartenant a la classe des céphalopodes comme
I’indique le tableau I. Les céphalopodes sont des animaux marins non segmentés et dépourvus
d’appendices articulés. Leur corps est mou et généralement protégé par une coquille interne
calcaire, secrétée par un repli cutané du corps, le manteau’. Ces animaux sont
particuliérement évolués et représentent le sommet de 1’évolution chez les mollusques. de
cette manicres, ils sont dotés d’un systéme nerveux développé contenu dans un cartilage
céphalique et sont capables d’apprentissage’; en conséquence, méme si les céphalopodes ont
gardé des caractéristiques appartenant aux mollusques, certains mécanismes sont comparables
a ceux des poissons’. De ce fait les céphalopodes sont étudiés pour de nombreuses raisons

. . . 5
commerciales et scientifiques’.

I.1.1 Systématique

Eléments de classification Position systématique
Régne Animalia
Embranchement Mollusca
Sous-embranchement Conchifera
Classe Cephalopoda
Sous-classe Coleoidea
Super-ordre Decapodiformes
Ordre Sepiida
Famille Sepiidae

Genre Sepia

Espéce Sepia officinalis, Linnaeus, 1758

Tableau I.1: Position systématique de Sepia officinalis®

4



Chapitre 1 La Seiche (Sepia officinalis)

I.1.2 Diagnose

Sepia officinalis est un céphalopode qui peut atteindre 40 cm de long. Son corps, d'une
couleur brunatre variant suivant le milieu ambiant, est de forme ovale, assez large et

aplati. Il est bordé depuis la téte jusqu'au bout par des replis natatoires qui ondulent lorsque
la seiche se déplace ou qu'elle reste en position statique. La téte possede deux grands yeux
dont I'iris a la forme d'un "W". La bouche (son bec) est entourée de dix tentacules, deux

longs et huit courts, dont elle se sert pour chasser”

Figure I 1: photo Sepia officinalis®

Figure 1.2: Sepia officinalis apres capture
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SEICHES (Sepioidea)
Sépion (coquille inteme) large, calcifié, rigide; 8 bras et 2 fentacules réfractiles.
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Figure I.3: Schéma des caractéristiques fondamentales des seiches’

1.2 Morphologie et anatomie :

Le corps se compose de deux parties : la téte et le manteau. La téte est munie d'une couronne
de 8 bras entourant la bouche (garnis de 5 a 6 ventouses dotées d'anneaux chitineux par ligne
transversale ; sur leur face interne, la ventouse du milieu est légeérement plus large que les
autres). Elle comprend également deux tentacules rétractiles dans les poches, garnies de
ventouses seulement a leur extrémité (massue tentaculaire). Chez le male Sepia officinalis, le
quatriéme bras gauche est modifié (réduction des ventouses) en hectocotyle (organe
permettant d’introduire les spermatophores dans la cavité palléale de la femelle lors de

I’accouplement) '

seiche porte latéralement deux grands yeux a pupille en W recouverts
d’une membrane transparente. Le manteau, rayé, recouvre 1'os calcaire ou sépion, coquille

interne de ce mollusque. Ventralement, il recouvre la cavité palléale qui contient une paire de
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La Seiche (Sepia officinalis)

branchies (le fait qu’il n’existe pas de canal branchial entre les vaisseaux afférents et efférents

est caractéristique de I’ordre des

Sepioidae), les émonctoires (anus, orifices urinaires) et

l'orifice génital.
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Figure 1.4 : Morphologie externe de la seiche, vue dorsale et ventrale''



Chapitre 1 La Seiche (Sepia officinalis)
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Figure .5 : Coupe longitudinale de la seiche D'aprés'

Le manteau est bordé d'une nageoire sur presque toute sa longueur. Les ondulations de cette
nageoire permettent a I'animal de se déplacer a une allure lente et lui assurent une grande
manceuvrabilité. En cas de danger, un déplacement rapide dit "a réaction" est provoqué par de
puissantes contractions du manteau : I'eau dans la cavité palléale est expulsée au niveau de la
fente du manteau, 1'entonnoir. Ce type de nage est également trés utile lors de la chasse. La
réaction de fuite est souvent accompagnée de I'expulsion d'encre (sécrétée par la poche du
noir). L'encre libérée dans le manteau est alors expulsée en méme temps que l'eau. Il faut
noter qu'en temps normal, seule la nageoire latérale est utilisée pour la locomotion, les

. , \ . . |
contractions palléales ne servant qu'a faire circuler I'eau autour des branchies'”.

Le sépion (os, coquille de seiche) est arrondi aux extrémités antérieure et postérieure, les
bords latéraux étant paralléles. Le sépion est bordé d’une couche de chitine chez les adultes '+
T est constitué d'un assemblage de chambres calcaires remplies de gaz ou de liquide. Ces stries
d'accroissement du sépion reflétent les conditions de nutrition et non l'age de I'animal. Cet
"os" représente 9,3 % du volume corporel. En jouant sur le rapport liquide/gaz par un systéme
d'excrétion/pompage actif de Ca2+ contenu dans les loges, la seiche fait varier sa flottabilité,
ce qui lui permet de balancer la pression extérieure et de se maintenir sans difficulté a une
méme profondeur. Le maximum de travail osmotique pouvant étre réalisé est de 24 bars ;
I'animal descend rarement en dessous de 200 m (21 bars). Quand a l'os, il est congu pour
pouvoir supporter une pression de 25 bars (soit 240 m environ de profondeur). C'est pourquoi

les seiches ne fréquentent que des eaux relativement peu profondes
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Figure 1.6 : Vues ventrale et latérale d'un sépion de seiche'

1.3 Locomotion et moyens de défense

La seiche se déplace de différentes facons. Elle peut faire des déplacements lents et courts, ou
a la maniere d’un hélicoptere, s’orienter dans les trois (03) dimensions de 1’espace dans une
sorte de « vol » géostationnaire grace a ses deux nageoires latérales qui ondulent le long du
corps. Elle peut se projeter vers 1’arriere en aspirant I’eau de mer et en I’expulsant par une
cavité mobile et orientable placée sous la téte. Cette cavité est appelée siphon. Elle peut
¢galement utiliser ses tentacules pour se déplacer en s’appuyant sur le sable ou sur les
obstacles rencontrés. Le plus souvent, elle combine les différentes techniques .Sepia
officinalis peut se déplacer trés vite pour échapper a un danger en expulsant de 1'eau par un
siphon situ¢ prés de sa téte et masquer sa fuite en émettant un nuage d’encre qui la dissimule

r . T . [ , o1
et la déroute de son poursuivant. Cette encre était autrefois utilisée pour écrire'®.
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1.4 Alimentation

La seiche est un prédateur qui se nourrit de proies vivantes : crustacés, poissons et
céphalopodes dans 1’ordre décroissant d’importance de la ration alimentaire. Ces animaux
benthiques partagent le méme habitat que la seiche. Mais le cannibalisme est aussi répandu en

cas de “disette”.

En tant que prédateur, elle chasse a I’affiit enfouie dans le sable. Le stimulus de 1’attaque est
visuel mais un systeme équivalent a la ligne latérale a été mis en évidence il y a une dizaine
d’années'’. Pour attaquer, la seiche déploie trés rapidement ses tentacules, capture sa proie et
la ramene vers sa bouche. Les crabes sont, quant a eux, attaqués par derricre et enveloppés par

I’ensemble des bras (mode “ coiffage ).

Une fois capturée, la proie est maintenue via les ventouses des tentacules jusqu’a ce que le
venin injecté par les machoires fasse effet. La salive contient en effet des céphalotoxines qui
facilitent I’immobilisation de la proie. Cette dernicre est ensuite déchiquetée par deux

puissantes machoires en bec de perroquet avalée.

Mais qu’elles soient au stade juvénile ou adulte, les seiches constituent elles mémes des proies

pour les requins, certains poissons démersaux, les sparidés ...

Les quantités ingérées pourraient représenter quotidiennement jusqu’a 10 ou 30 % du poids

des juvéniles, ce qui ne parait pas improbable au vu des forts taux de croissance '°.
I.5 Habitat et distribution géographique et Ecologie

La seiche commune est une espece benthique néritique qui préfere les fonds sableux et
vaseux. On la rencontre dans les estuaires, les cotes ouvertes, les rias. Sa zone de préférence
biologique est assez étendue : de la frange sublittorale aux zones infra et circalittorales. La
distribution horizontale de la seiche est étendue au niveau des latitudes, mais restreinte au
niveau de la longitude. L'aire de répartition de la seiche couvre une mince frange de la
bordure orientale de I'Atlantique, mais s'étend des mers Baltique et du Nord jusqu'en Afrique
du sud. La Méditerranée offre également de bonnes conditions pour le développement de
l'espéce'®. Cet animal supporte une large gamme de température comprise entre 10 et 25 ° C
comme l’indique sa large répartition en latitude. Enfin, la seiche supporte des salinités

comprises entre 18 et 40 psu.
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Figure 1.7 : Distribution géographique de Sepia oﬁ‘icinaliszo

La distribution verticale est nettement plus limitée. Sa morphologie ne lui permet pas de
descendre au-dessous de 200 m, ce qui explique sa localisation le long de la frange néritique
des océans, sur les larges plateaux vaseux continentaux. L'abondance est plus forte dans la
zone des 100 m ; les plus grands individus pouvant descendre plus profondément. En dehors
des périodes de reproduction, la seiche reste plus ou moins enfouie toute la journée et s’active
des la tombée de la nuit jusqu’au petit jour a la recherche de nourriture. Elle présente un

comportement solitaire.

1.6 Migration

Les migrations saisonnic¢res sont observables pour l'ensemble des seiches péchées. Ces
migrations sont principalement des migrations verticales dans la colonne d'eau. Dans 1'ouest

de la Méditerranée, au début du printemps, de grands individus quittent les profondeurs ou ils

11




Chapitre 1 La Seiche (Sepia officinalis)

ont s¢journé durant tout I'hiver, pour remonter dans des eaux moins profondes. D'une manicre
générale, les males précedent les femelles d'environ une semaine. Ce groupe est rejoint par
plusieurs vagues de petites seiches durant tout 1'été. A la fin de la belle saison, en automne, les
seiches redescendent dans des eaux plus profondes'. La température est le principal facteur
qui régit les migrations des seiches. Dans nos régions, elles se rassemblent des le printemps
dans les eaux littorales pour se reproduire ; en hiver, elles gagnent les eaux plus profondes

entre 50 et 150 m.

Des migrations "horizontales" ont été observées. Sur les cotes du Sénégal, un schéma de
migration "inshore-offshore" a été étudié par Bakhaykho et Drammeh®”. En Manche, ou les
eaux sont peu profondes, et les seiches a la limite septentrionale de leur répartition, il existe

de véritables migrations qui les conduisent en hiver dans des eaux proches de I'Atlantique®.

1.7 Reproduction

11 existe un dimorphisme sexuel chez la seiche commune, la femelle étant plus longue que le
male. La maturité sexuelle est acquise a un an environ (Iégérement plus précocement chez le
male) **. L'accouplement se fait "téte a téte et ventouses entremélées". Le male change de
couleur, son ventre devient vert lumineux et ses tentacules sexuels (les plus extérieures et les
plus longues) deviennent zébrées™. Il immobilise la femelle avec ses tentacules et y introduit
I’un de ses tentacules dit hectocotyle dans la cavité palléale de la femelle au niveau du

manteau. Le tentacule hectocotyle y introduit les spermatophores.

Apres la fécondation, la ponte a lieu entre les mois de juin et juillet. Les ceufs sont pondus
sous forme de grappe de raisins noirs comme le montre les figures ci-dessous. Ils sont
d’ailleurs communément appelés « raisins de mer ». Ils sont accrochés a un rocher ou une

algue, voir des supports issus des activités humaines.

12
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Figure 1.8: Ponte de seiche
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Figurel.9: OEufs de seiche sous forme de grappe de raisin’®

A la naissance, les petites seiches ou seichons ne font que 1 a 2cm. Il n'y a pas de stade
larvaire comme chez le poulpe (Octopus vulgaris), les seichons sont des modeles réduits de
I'adulte au sortir de I'ccuf. La femelle ne s’occupe pas du tout des petits a I'inverse des

baleines par exemple.

L’une des particularités de la seiche commune est que les males meurent apres la reproduction
(10 jours apres) et la femelle 10 jours apres avoir pondu ses ceufs. C’est pourquoi au

. . N 2
printemps, on retrouve beaucoup d’os de seiche sur les cotes”’.

Conclusion

La seiche est un trés bon candidat pour son utilisation dans 1’industrie de la production de
chitosane de par I’extraordinaire quantité de chitine composant le sépion et d’autre part pour
sa grande disponibilit¢ dans le monde, et surtout pour les capacités de I’exploitation de sa

production dans des enclos (maitrise de la reproduction).
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Chapitre 11 Chitine et Chitosane

Introduction

Dans ce chapitre nous allons synthétiser les données bibliographiques concernant 1’extraction de la
chitine et la préparation du chitosane en analysant les principaux travaux de recherches de base

effectuée dans cet axe de recherche.

I1.1 Historique

En 1811, le professeur Henri Braconnot, directeur du jardin botanique a Nancy (France), a été le
premier a isoler une substance fibreuse d'un certain type de champignon, qu’il a appelée fongine. De
plus, il a observé que cette substance n'est pas soluble dans les solutions aqueuses d'acides. Cette
découverte précede de trente ans 1’isolement de la cellulose des plantes. Une décennie plus tard, en
1823, la méme substance a été trouvée dans certains insectes (coléoptere) et a été ensuite nommée
Chitine par Odier (chitine provient du mot grec "kitos" qui signifie I'enveloppe).

Aujourd’hui, la chitine est obtenue principalement des sous-produits de péche des crustacés qui en
contiennent de 20-50% sur extrait sec **

En 1859, le professeur C. Rouget a soumis la chitine a un traitement alcalin et a observé les différentes
solubilités de la chitine. La substance, résultant du traitement alcalin, a pu &tre dissoute dans les
acides. Cependant , seulement en 1894 cette substance a été nommée chitosane par Hoppe-Seyler »°.
Entre 1930 et 1940, ces biopolyméres ont suscité beaucoup d'intérét dans les pays orientaux,
principalement pour I'application dans le domaine médical et la purification de I'eau.

Aujourd'hui, nous savons que la chitine et le chitosane se trouvent abondamment dans la nature et sont
des ressources renouvelables, non toxiques et surtout biodégradables™. La production annuelle de
chitine dans la nature est estimée a 109-1010 tonnes et actuecllement elle n'est pas trés exploitée et
commercialisée par rapport a la cellulose™.

I1.2 Chitine

I1.2.1 Structure chimique de la chitine

La chitine est un polysaccharide linéaire formé d’unités de N-acétyle-D-glucosamine reliés entre elles
par une liaison du type B-(1-4). D’une manicre intéressante, la formule chimique de la cellulose est
trés proche de celle de la chitine, le groupe C(2) hydroxyle a été remplacé par les groupements
d’acétamide. En fait, Roberts associe cette similarité entre la molécule de la chitine et celle de la

cellulose a une fonction similaire de structure® (figure I1.1).

Figure II.1 : Structure chimique de la chitine
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I1.2.2 Source de la chitine

La chitine est le deuxiéme composant trés abondant dans la nature aprés la cellulose, elle n'existe que
sous la forme complexe avec des protéines et des minéraux. Ce biopolymére est présent
principalement dans 1’exosquelette des arthropodes (crustacés), 1’endosquelette des céphalopodes
(seiche) et les cuticules des insectes™.

La chitine se trouve dans la paroi de la plupart des champignons et de certaines algues chlorophycées,
levures et bactéries™. En plus de son role dans le maintien de la rigidité de la cellule, elle contribue au
contrdle de la pression osmotique.

Bien que les sources potentielles de chitine soient trés nombreuses (tableau II.1), elle est
essentiellement produite aujourd’hui a partir des carapaces de crevettes. Pendant longtemps, ces
déchets n’étaient pas récupérés et étaient simplement rejetés a la mer apres décorticage.

La production de chitine permet de valoriser les déchets de l'industrie agroalimentaire en évitant qu'ils
soient rejetés a la mer, ce qui engendre des problémes de pollution car les carcasses des arthropodes

(crustacés, céphalopodes...) sont trés résistantes a la biodégradation® *>

Source de la chitine Teneur en chitine %
Bernacle (Lepas anatifera) 7
Crabe marbré (Grapsus marmoratus) 10
Crabe rouge (Portunus puber) 10
Crabe araignée (Maia squinado) 16
Homard (Homarus vulgaris) 17
Homard sauterelle (Scyllarus arctus) 25
Langouste (Palinurus vulgaris) 32
Ecrevisse (Astacus fluviatilis) 36
Crevette (Palaemon fabricius) 22
Seiche (Sepia officinalis) 20
Calamr (loligo vulgari) 40

" Tableaull.1 : Sources potentielles de la chitine®®
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Chapitre 11 Chitine et Chitosane
I1.2.3 Préparation de la chitine’’

1- De nombreuses méthodes ont été¢ développées afin d’extraire la chitine a partir des
endosquelettes. De manicre générale, elles consistent a éliminer les éléments minéraux
(déminéralisation), les protéines (déprotéinisation) et la couleur (blanchiment) *’

11.2.3 1 Déminéralisation :
La déminéralisation se fait par la solubilisation des sels minéraux qui coexistent avec la chitine et les
protéines dans un milieu acide (acide fort HCI)*’

Exemple d’une réaction de solubilisation d’un sel (carbonates de calcium) en milieu acide :
CaCO05,2HCI = CaCl2+C0O,.H,0

11.2.3 2 Déprotéinisation :

A 1'état naturel, la chitine se présente en association avec les protéines (Chitinoprotéine). Les protéines
sont ¢liminées par un chauffage et un traitement basique en utilisant, en général, des solutions a base
de NaOH, KOH.

La solution d'hydroxyde de sodium est la plus souvent utilisée pour dissoudre les protéines.

11.2.3 3 Blanchiment®’ :

Pour les applications industrielles, la chitine obtenue a partir des ressources crustacées doit Etre
décolorée aprés les traitements acides et alcalin™.

Le pigment dans les carapaces de crustacées forme un complexe avec la chitine. Il peut étre enlevé par
des réactifs tels que I'éthanol, 1'éther, solution d'hypochlorite de sodium NaOCI, peroxyde d'hydrogeéne
H202

Durant le processus de blanchiment (s’il y a lieu de blanchir la matrice étudiée), le réactif utilisé
(comme I’acétone, I’hypochlorite de sodium ...) ne doit pas avoir un effet sur les propriétés physico-

chimiques de la chitine et du chitosane -

I1.3 Le chitosane

11.3.1 Définition :
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Le chitosane est un polysaccharide de structure linéaire. C’est un biopolymére cationique de
glucosamine partiellement acétylé”’. Le terme chitosane, loin de répondre a une seule et unique
structure chimique bien définie, s’adresse a toute une famille de copolymeéres linéaires a arrangement
aléatoire d’unités N-acétyle-D-glucosamine et de D-glucosamine en proportions variables™, et liées
entre elles par des liaisons B-(1-4) (figure I1.2) qui conférent au chitosane de bonnes caractéristiques
filmogénes®' . Le terme chitosane est habituellement utilisé quand les polyméres sont solubles dans
une solution d’acide dilué®.

Ce biopolymere, naturel et non toxique, est actuellement largement produit industriellement a partir

des déchets des carapaces de crabes et des crevettes™.

OH
A E‘_a,_o - el 2

NH.*

Figure IL.2 : Structure chimique du chitosane*

Généralement, le chitosane a trois types de groupes fonctionnels réactifs : les groupes amines sur le
carbone C(2), les groupes hydroxyles primaires et secondaires sur le carbone C(3) et le carbone C(6).
La nature chimique du chitosane fournit beaucoup de possibilités alternatives pour des modifications
covalentes et ioniques qui permettent 1'ajustement étendu des propriétés mécaniques et biologiques.
Contrairement a la chitine, le chitosane est peu répandu dans la nature. Il se trouve dans les parois
d’une classe particuliére de champignons, les zygomycétes et chez quelques insectes.

Le chitosane commercialisé provient essentiellement de la désacétylation alcaline de la chitine.

I1.3.2 Production de chitosane par désacétylation de la chitine

La désacétylation signifie ’hydrolyse des groupements acétyles présents dans la chitine pour avoir des
groupes amines. D’habitude, la chitine est partiellement désacétylée par N- désacétylation alcaline.

La désacétylation est généralement effectuée par le traitement avec I'hydroxyde de sodium ou
potassium concentré (figure 11.3). Il y a plusieurs facteurs essentiels qui affectent le rendement de
désacétylation comme la température, la durée de la réaction, la concentration d'alcalin, les traitements
préalables pour l'obtention de la chitine, la quantité de chitine par rapport a la solution alcaline, densité
de la chitine. Compte tenu de ces parametres, l'objectif idéal de désacétylation est de préparer un
chitosane qui est non dégradé et parfaitement soluble dans l'acide dilué (acides acétique, lactique,

citrique).
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Figure I1.3 : Conversion de la chitine en chitosane par la désacétylation

I1.4 Propriétés physico-chimiques de la chitine et du chitosane

I1.4.1 Le Degré d’Acétylation (DA) ou le Degré de Désacétylation DA

En dépit de leur désignation chimique spécifique, les noms chitine et chitosane correspondent
actuellement a la méme famille de polymeéres. Ils varient seulement sur le nombre de groupement
acétyle qui est désigné par le degré d’acétylation.

Le degré d’acétylation présente le taux de groupe acétylé par rapport au groupe non acétylé (figure

4y,

Figure I1.4 : Les unités de répétitions structurales de la chitine et du chitosane.
Le degré de désacétylation (DD) est I’'une des propriétés les plus importantes du chitosane. Il influe,
non seulement sur les caractéristiques chimiques et physiques, mais aussi sur la biodégradation et

Iactivité immunologique du chitosane™.
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De nombreuses méthodes sont proposées afin de déterminer le DA sur des échantillons solides : la
spectroscopie IR, l'analyse élémentaire™, la RMN solide® ou sur des échantillons en solution :
dosage UV™, titrage colloidal’’, RMN liquide” et titration potentiométrique™.

Cependant, la méthode la plus simple est celle de la spectroscopie Infra Rouge proposée par™”.

Pour différencier la chitine du chitosane, il faut définir le degré d’acétylation (DA) c'est-a-dire le
rapport du nombre de motifs comportant un groupement acétyle sur le nombre de motifs dans la

molécule. On peut parler aussi de degré de désacétylation (DDA) tel que : DDA =100 — DA en %

La chitine correspond a un polymere dont le DDA est inférieur a 60%, sinon il s'agit de chitosane.
Aujourd’hui, la production industrielle du chitosane est effectuée par N-désacétylation de la chitine
obtenue par déminéralisation et déprotéinisation des carapaces de crustacés, surtout des crabes et des

crevettes, ce qui permet de valoriser les déchets de la péche.

Parmi les diverses méthodes de désacétylation utilisées, la plus courante met en jeu 1’hydroxyde de
sodium. Le degré de désacétylation dépend de la concentration de 1’alcali, de la température et du
temps de réaction. La dégradation des chaines du polymére est observée quand la concentration en
NaOH augmente. Aux basses concentrations en NaOH, la désacétylation procéde lentement. Le degré
de désacétylation peut étre augmentée avec le temps de réaction mais 1’augmentation des temps de
réaction entraine une croissance des rendements de désacétylation, mais également 1’hydrolyse de la
chaine polysaccharide. La désacétylation en milieu basique permet d’atteindre des degrés d'acétylation
voisins de 75-85%. De nombreuses méthodes sont proposées dans la littérature pour obtenir des
chitosanes avec des degrés de désacétylation ¢élevés (90-96%). La présence des motifs N-acétyl-
glucosamine dans le chitosane entraine un grand effet sur de nombreuses propriétés du polymere
comme la solubilité, le gonflement dans 1’eau et la biodégradation du chitosane. Déterminer le degré

de désacétylation est par conséquent essentiel™

Le degré d’acétylation (DA) est déterminé en utilisant la formule :

DA = (1-162 X Q) / (1+ 43 X Q)
Q = (Vxaon X 0,1) / (1000 X Mcs)

Q : nombre de moles de la fraction aminée du chitosane pour un échantillon de 1g.

Mecs : masse séche de chitosane.

Vraon = V2 — V1 : volume versé en ml de NaOH 0,1M entre pH 4,5 et pH 8,5.

Soient G : partie Glucosamine et a : partie acétylée.

Gal : masse en g des unités de glucosamine acétylée réellement présentes dans 1’échantillon.

Ga2 : masse en g des unités de glucosamine acétylée qu’il y aurait si tous les groupements étaient
acétylés.

Gal = 1g—la masse de G = 1g — (nombre de moles de groupements G) X (masse moléculaire de G).
Gal=1-QX 162.

Ga2 = 1g + la masse des a= 1g + (nombre de mole de groupements G) X (masse moléculaire de a).
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Ga2=1+QX43.

I1.4.2 La masse molaire

La chitine est soluble dans trés peu de solvants. Sa masse molaire initiale est de I'ordre de 100000 a
800000 g /mol et elle est généralement fortement acétylée. Les chitosanes obtenus industriellement ont
une masse molaire de l'ordre de 200000 g/mol, Pour le chitosane, la masse molaire et la répartition des
motifs N-acétylés le long de la chaine sont dépendantes de la méthode de désacétylation utilisée. De
plus, un enchainement successif de plusieurs motifs N-acétylés confeére au polymeére un caractére plus
hydrophobe, et donc des propriétés auto associatives (propriétés épaississantes et gélifiantes) et

modifie sa solubilité.

11.4.3 La solubilité

La chitine n'est soluble que dans des solvants peu communs, ce qui limite son utilisation et sa
valorisation. En effet, elle n'est soluble que dans le 2-hexafluoropropanol, et dans des mélanges tels
que le diméthylacétamide/chlorure de lithium ou l'acide trichloroacétique / dichloroéthane’.
Contrairement a la chitine qui est insoluble dans les solvants aqueux, le chitosane est soluble dans les
acides faiblement dilués (comme 1’acide acétique, lactique, citrique,...).

En raison de sa solubilisation en solution acide, le chitosane se comporte comme un polyélectrolyte
cationique de forte densité de charge. Ses propriétés dépendent du pH du milieu. Le chitosane est
solubilisé et il devient cationique quand le pH est inférieur au pKa intrinséque de la fonction amine du
chitosane soit 6,3°°. A un pH supérieur (>6,5), les groupements ne sont plus ionisés et le chitosane se
précipite. Autour de pH 6, le nombre de fonctions amine libres devient suffisamment élevé pour

induire une association des chaines et la précipitation du polymere.

11.4.4 La viscosité

La viscosité du chitosane dépend du degré d’acétylation de ce polymere. Plus il est désacétylé, plus il
y a de groupements amines libres, plus le chitosane est soluble et par voie de conséquence sa viscosité
est plus importante’’. La viscosité dépend également : de la concentration du polymére (augment avec
la concentration), de la température (elle chute lorsque la température augmente) *°, du poids
moléculaire (la viscosité intrinséque augmente en fonction de I’augmentation du poids moléculaire) >
et enfin du pH (plus il est bas plus la viscosité est élevée).

Pour déterminer la viscosité, il existe différentes méthodes. La plus employée est « la viscosimétrie ».

Elle nécessite la connaissance des paramétres K et a de la relation de Mark- Houwink®.
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[n]= K.M*

[n] : la viscosité intrinséque.

M : le poids moléculaire moyen du polymére.

K et a : des paramétres qui dépendent du systéme polymére-solvant a une température donnée.

Unité de la viscosité est le (pa.s)

11.4.5 La structure cristalline de la chitine

A 1’état naturel, la chitine présente une structure fibreuse rigide. Cette propriété induit une insolubilité
dans la plupart des solvants. Ce polymere existe sous trois formes polymorphiques selon la source : la
chitine a, la chitine P et la chitine d, qui différent quant a I’arrangement des chalnes dans les régions
cristallines, et qui impliquent différents réseaux de liaisons d’hydrogéne®’.

Différents arrangements des chaines de la chitine sont possibles. Ces chaines, sous forme d’hélice,

sont toutes dirigées suivant le méme axe et donnent lieu a trois allomorphes distincts :

La chitine a : Les chaines sont disposées de fagon antiparall¢les, ce qui donnent naissance a de
nombreux ponts hydrogene, ce qui explique la rigidité et la faible réactivité de la chitine a. L’analyse
par spectroscopie de diffraction des rayons X de la chitine o met en évidence une structure cristalline

de type orthorhombique.

La chitine B : Les chaines sont parall¢les entre elles. Les ponts d’hydrogéne sont inexistants, ce qui
confére a la chitine  des propriétés de solubilité et de caractére hydrophile avec 1’eau. La chitine B est
cristallisée dans une maille monoclinique.

La chitine 6 : Une structure paralléle et antiparalléle, qui est une combinaison de chitine a et f.

11.4.6 La structure cristalline du chitosane

Le chitosane se cristallise dans le systéme orthorhombique. Samuels propose pour le chitosane deux
types de cristallinit¢ différents. Le type I du chitosane correspondant a un faible degré de
désacétylation (60 %) (Sels de chitosane) est plus désordonné que le type II. Celui-ci a un fort degré de
désacétylation (90 %) (Forme amine libre).

IL.5 Les applications de la chitine et du chitosane

De par leurs bonnes caractéristiques et propriétés biologiques uniques telles que : la biocompatibilité,
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la biodégradabilité, la non-toxicité, I’inertie physiologique et I’affinité remarquable aux protéines , la

chitine et le chitosane ont des applications étendues et trés diverses comme dans les industries

d’alimentation, de textile et de produits de beauté, en plus des applications environnementales et

biomédicales™. Le suivant présente quelques applications de la chitine et du chitosane®.

Domaines

Agriculture

La technologie
biomédicale

La
biotechnologie
La chimie
industrielle
Cosmétique et

toiletrie

L’industrie
alimentaire

Pharmaceutique

Autres

Applications

Protection des plantes ; augmentation des rendements de récolte (réduction de la
croissance des myceétes phytopathologique); enduit de graine et d'engrais;
traitement du sol.

Activités biologiques (antifongique, antimicrobien, anti-infectieux) ; agent anti-
tumoral; effet hémostatique ; augmentation de la coagulation du sang ;
favorisation de la croissance du tissu ; stimulation de la prolifération des cellules ;
peau artificielle ; fils de suture/bandage, ophtalmologie ; lentilles de contact.
Immobilisation des cellules et des enzymes ; matériaux stimulants de cellules ;
matrice pour l'affinité ou les membranes.

Purification d'eau (chélation des métaux) ; technologie de l'eau (floculation,
absorption) ; traitement des boues ; membranes d’osmose inverse, membranes de
filtration ; séparation des gaz ; production de films d'emballage biodégradables ; la
catalyse.

; lotion ;

Les laques pour les cheveux créme pour le corps et les

mains;shampooing ; crémes hydratantes.

Régime alimentaire et fibre diététique ; activité hypocholestérolémie (liaison
cholestérol, acides gras et mono glycérides) ; la conservation des nourritures de la
détérioration microbienne ; la bioconversion pour la production de produits
alimentaires a valeur additionnée; rétablissement des déchets de la transformation
des produits alimentaires ; clarification et désacidification des jus de fruit et des
boissons ;agent émulsionnant; stabilisant de couleur ; additives alimentaires des
animaux.

Commandés de micro capsules (formant des gels et des capsules avec des
polymeres anioniques) ; transporteur des médicaments a libération controlée ;
produits dermatologiques (traitement de 1’acné).

Textile (propriétés anti- bactériennes) ; pulpe et papier (résistance au mouillage);
dentisterie (implants dentaires) ; photographie (papier).

Tableau I1.2 : Quelques applications de la chitine et du chitosane.
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Chapitre III Matériels et méthodes

Introduction :

Dans ce chapitre nous allons mettre au point un plan d’expérience adéquat a 1’optimisation de

I’extraction de la chitine a partir d’endosquelette de la seiche par la méthode chimique

65,66,67
b

puis 1’étude compléte de la cinétique réactionnelle de la transformation de la chintine en

chitosane , et enfin différents grade de chitosane sont préparés .

Duré de I’étude :

Les manipulations ont été faite durant un lapse de temps trés cours, mais d’une manicre trés efficace

(15/24H de manipulation), durant environs 2 mois (avril et mai 2014).

Les endroits ou I’étude a été effectuée :

L’étude a été effectuée dans différents laboratoires par rapport a la disponibilité du matériel et au

horaires d’ouverture des laboratoires.

Etape laboratoire Matériel utilisé
Broyage Laboratoire de géo-matériaux Broyeur.
(USTHB)
Déminéralisation, Laboratoire de microbiologie agitateur magnétique, étuve.....
déprotéinisation. (ENSV).

Laboratoire de parasitologie

(ENSV).

Détermination du degré de

désacytilation (potentiométrie)

Laboratoire de chimie (ENSV)

pH metre, burette, agitateur

magnétique, balance.....

Identification de la chitine

Laboratoire de génie des

procédés industriels USTHB

Spectrophotométre infra rouge a

transformée de Fourier(FTIR).

Teste physicochimiques du

chitosane

Laboratoire de cristallographie

et cristallogeneése (USTHB)

Four a hotte température

(600°C),....

Matériels :
Réactifs chimiques:

- Eau distillé

- NaOH (grade analytique)
- HCI (grade analytique)
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- Meéthanol (grade analytique)

Matériels de laboratoire :

1- Broyeur

2- Dispositif d’agitation :

- Plaque agitatrice
- Barreau magnétique
- Bécher

3- Dispositif de filtration :

- Papier filtre Wattman n°1

- Entonnoir

- Erlenmeyer
4- Etuve

5- Balance

Méthodes :

La méthode d’extraction utilis¢ dans se travail est la méthode chimique, les endosquelettes passent par

un prétraitement, une opération de déminéralisation et enfin une déprotéinisation.
Ensuite la préparation du chitosane a été étudiée dans un milieu basique avec chauffage.

Les étapes détalées sont présentées dans le chapitre matériel et méthodes si dessous.

prétraitement matrice

Chitine
déminéralisation + Matiere

minérale

protéines

déprotéinisation chitine protéines

Résumé du mode opératoire de I’extraction de la chitine.
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I11.1 : Extraction de la chitine et préparation du chitosane :
I11.1.1. Extraction de la chitine :
Obtention de la matiére premiere :

Les endosquelettes ont été récupéré gratuitement de la poissonnerie « fruits de mer chez SIKI
freres ‘le petit port El-Djamila’ » installé au port de péche et de plaisance EI-DJAMILA
(LAMADRAG) a AIN-LBENIANE, Alger, Algérie.

Figure II1.1 : photographie de la poissonnerie « fruits de mer chez SIKI fréres ‘le petit
port El-Djamila’ ».

II1.1.1. 1.Prétraitement :

Lavage des endosquelettes de la seche «sépia officinalis » a 1’eau bouillante (a 100 °C) durant
30 min a 3 reprise. sécher a I’air libre pendant 2 jours, puis broyer a I’aide d’un broyeur

modele IKA au laboratoire de matériaux faculté de géologie-USTHB de maniére a obtenir une

poudre dont la taille des particules est inférieure 4 0.5mm®®

Séchage durant 2h a I’étuve a 80 °C.
II1.1.1. 2. Déminéralisation :
- Optimisation de I’opération de déminéralisation a I’aide d’un plan d’expériences :
Le plan utilisé est un plan factoriel complet a deux niveaux avec 3 facteurs :
Facteur 1 : ratio MPPT/HCI : [1 :10,1 :15]

Facteur 2 : concentration de la solution HCI : [1,2] (mol/l)
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Facteur 3 : temps : [30,60] (min)

Réponse 1 : rendement (%)

Réponse 2 : aspect (conforme, non conforme)
- Mode opératoire :

On rajoute de I’HCI1 (IN ou 2N) a 50g de matiére premicre prétrait¢é (MPPT) a un ratio de

(1/10 ou 1/15) ; on mélange a température ambiante durant (30 ou 60 min).

Figure I11.2 : photographie du Dispositif d’agitation (Plaque agitatrice, Barreau magnétique, Bécher).

Le produit est filtré & I’aide de papier filtre wattman n°1, apres 10 lavages a 1’eau distillée

puis 2 lavages au méthanol le filtrat est étuvé a 80°C durant 2h.

Figure I11.3 : photographie du Dispositif de filtration : (Papier filtre Wattman n°1, Entonnoir,

Erlenmeyer).
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Figure II1.4 : photographie de 1’étuve utilisée.

Figure I1L5 : photographie de la balance utilisée.
Le produit séché est pesé a I’aide d’une balance électronique.

Les données statistiques sont traité par logiciel informatique «Portable Statgraphics

Centurion 15.2.11.0 ».
II1.1.1. 3. Déprotéinisation :
- Optimisation de I’opération de déprotéinisation a I’aide d’un plan d’expériences :
Le plan utilisé est un plan factoriel complet a deux niveaux avec 3 facteurs :
Facteur 1 : ratio ED/NaOH : [1 :15,1 :20]
Facteur 2 : concentration de la solution NaOH : [1,3] (mol/l)

Facteur 3 : temps : [100,500] (min)
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Réponse 1 : rendement (%)
Réponse 2 : aspect (conforme, non conforme)
- Mode opératoire :

On rajoute de I’'NaOH (1IN ou 3N) a 50g d’extrait déminéralis¢ (ED) a un ratio de (1/15 ou
1/20) ; on mélange a 80°C durant (100 ou S00 min).

Le produit est filtré¢ a I’aide de papier filtre wattman n°1, aprés 10 lavages a I’eau distillée

puis 2 lavages au méthanol le filtrat est étuvé a 80°C durant 2h.
Le produit séché est pesé a 1’aide d’une balance électronique.

Les données statistiques sont traité par logiciel informatique «Portable Statgraphics

Centurion 15.2.11.0 ».

Remarque :

I- le plan d’expériences pour l’optimisation de la déminéralisation a abouti a deux
expériences optimums trés proches d’ou ’intérét de triplé les deux expériences a fin
de tranché sur les conditions opératoires optimales.

Puis le facteur le plus influent ([HCI]) a été étudier d’une maniére encor plus poussé
en allons vers des concentrations qui dépasse les niveaux proposé par le plan
d’expériences ([HCI]=0.5 mol/l, puis [HCI]=0.75 mol/l).

2- Le plan d’expériences pour 1’optimisation de la déprotéinisationa montré des
rendements trés intéressent est trés rapproché. D’ou la satisfaction par les résultats et

la perspective d’étudier I’influence du facteur « température ».

IT1.1.2. Préparation du chitosane :

I11.1.2. 1. Etude cinétique de la réaction de désacytilation de la chitine pour I’obtention

du chitosane :
- Mode opératoire :

20 g de chitine sont rajouté a 300 ml d’NaOH (ratio 1/15) sous agitation a une température de
110°C, des prélevements de 15 ml sont effectué¢ chaque 10 min la premiere heure puis chaque

30min jusqu’a 180 min.
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Les prélevements sont filtré a 1’aide de papier filtre wattman n°1, apreés 10 lavages a ’eau

distillé le produit est séché a I’air libre durant 24h puis étuvé a 80°C durant 2h.

Ratio 1:10
(chitine: NaOH a 40 %)

Temps de réaction ?

Figure I11.6 : photographie du déroulement de la réaction de déacytilation, introduit dans un schéma

représentant les conditions opératoires.

Détermination du degré d’acétylation des différents prélévements Par

titration potentiométrique :

Le degré d’acétylation du chitosane est exprimé en %. Cette formule est le rapport entre la
masse d’unités de glucosamine acétylée (Gal) en g dans I’échantillon sur la masse (Ga2) en g
si tous les groupements étaient acétylés avec :

Q = (Vyaon X 0,1) / (1000 X Mcs)

Q : nombre de moles de la fraction aminée du chitosane pour un échantillon de 1g.

Mcs : masse séche de chitosane.

Vnaon = V2 — V1 : volume versé en ml de NaOH 0,1M entre pH 4,5 et pH 8,5.

Soient G : partie Glucosamine et a : partie acétylée.

Gal : masse en g des unités de glucosamine acétylée réellement présentes dans I’échantillon.
Ga2 : masse en g des unités de glucosamine acétylée qu’il y aurait si tous les groupements
étaient acétylés.

Gal = 1g — la masse de G = 1g — (nombre de moles de groupements G) X (masse moléculaire
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de G)

Gal=1-QX 162

Ga2 = 1g + la masse des a = 1g + (nombre de mole de groupements G) X (masse moléculaire
de a)

Ga2=1+QX43

Degré d’acétylation :

DA=(1-162XQ)/(1+43X Q)

{ " =
e .
- II Vi,

_;Hgﬁ?:‘r%‘ G

Figure I11.7 : montage de la titratons potentiométrique assisté par micro-ordinateur.

II1.1.2. 2. Préparation des chitosanes avec différents degrés d’acétylation :
Les conditions opératoires :

- Ratio chitine/NaOH = 1/15
- [NaOH] =40%
- Température = 110°C

Le facteur temps varie en fonction du degré d’acétylation souhaité : 0%, 20%, 40%, 60%,

80%, 100%.
II1.2.Caractérisation physicochimique :
II1.2.1. Identification de la chitine par FTIR spectroscopie :

La chitine extraite est identifier par spectroscopie infrarouge a transformé de fourrier, a 1’aide

d’un Spectrophotometre Infra Rouge a Transformée de Fourrier 'Tensor 27 FT-IR
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spectrophotometer’, I’échantillon sous forme de poudre est mis entre les deux diamants et la

lecture est directement faite’ .

Les transmittances sont récoltées tout au long de la gamme IR (de 4000 & 400 Cm™) sous

forme de bandes sur le spectre infrarouge présenté dans la figure IV.5%.

Figure I11.8 : Spectrophotometre infra rouge a transformée de fourrier 'Tensor 27’
I11.2.2. Détermination du DA des chitosanes préparé :

Le DA est déterminé par potentiometrie en utilisant le méme mode opératoire précédemment

décrit dans en I11.2.1.
II1.2.3. Détermination des caractéres :

I11.2.3. 1. Aspect organoleptique et solubilité :

1- Odeur
2- Saveur
3- couleur

4- Solubilité dans les milieux aqueux

5- Solubilité dans les milieux organiques

I11.2.3. 2. Détermination de la pureté :

On met 5g de chitosane dans 100ml d’eau distillée, puis on met sous agitation durant 2

minutes. Le mélange est filtré sur filtre serré.

Apres évaporation du filtrat et séchage du filtré a 100-105°C, la teneur en maticres soluble est

déterminé.
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La teneur en matiéres soluble ne doit pas dépassé 5%.

II1.2.4. Aisés de matiére premiére selon la pharmacopée européenne, et étude de sa

conformité a la formulation pharmaceutique et alimentaire:
I11.2.4. 1. Perte a la dessiccation :

10g de chitosane pesé dans un creusé en verre sont desséché dans 1’étuve a 100-105°C jusqu'a

masse constante, la quantité de résidu sec est pesé apres refroidissement au dessiccateur.
La perte de poids doit étre inférieure a 10%.
I11.2.4. 2. Cendres :

lg de chitosane est mis dans un creusé en porcelaine puis incinéré a 600°C pendant 6 heurs
dans un four a haute température (Laboratoire de cristallographie et cristallogenése, faculté

de chimie, USTHB). Le creus¢ est refroidit dans un dessiccateur puis peser.

Figure I11.9 : four a haute température.

Le taux de cendres totales ne doit pas étre supérieur a 3%.
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Chapitre IV Résultats et discutions

IV.1 : Extraction de la chitine et préparation du chitosane :
IV.1 .1. Extraction de la chitine :

IV.1.1. 1. Prétraitement :

Figure IV.1: Les endosquelettes de la séche «sépia officinalis » avant prétraitement.

Figure IV.2: Les endosquelettes de la séche «sépia officinalis » aprés prétraitement.

IV.1 .1. 2. Déminéralisation :

- Optimisation de Dopération de déminéralisationa D’aide d’un plan

d’expériences :
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Le plan utilis€ est un plan factoriel complet a deux nivaux avec 3 facteurs :
Facteur 1 : ratio MPPT/HCI : [1/10,1/15]

Facteur 2 : concentration de la solution HCI : [1,2] (mol/I)

Facteur 3 : temps : [30,60] (min)

Réponse 1 : rendement (%)

Réponse 2 : aspect (conforme, non conforme)

Réponse 1 : rendement (%) :

- Traitement des données statistiques sont par le logiciel informatique «Portable

Statgraphics Centurion 15.2.11.0 » :

N° expérience Facteur A Facteur B Facteur C
1 DMI 1:15 2 30
2 DM2 1:10 2 30
3 DM3 1:15 1 30
4 DM4 1:10 1 30
5 DM5 1:15 2 60
6 DM6 1:10 2 60
7 DM7 1:15 1 60
8 DMS 1:10 1 60

Tableau n°1 : présentation des 8 expériences de déminéralisation

Etape n°1 : détermination de I’expérience désirable, présentant le rendement maximale.
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Expériences | rendements | Désirabilité
1 (DMS) 40.48 0.990357
2(DMS) 5.56 0.027439
3(DM2) 10.34 0.135564
4(DM3) 24.68 0.542258
5(DM7) 24.22 0.529212
6(DM1) 12.36 0.192853

7 (DM4) 40.82 1.0

8(DM6) 11.4 0.165627

Tableau n°2 : présentation des 8 expériences de déminéralisation et leurs

rendements et désirabilité.

Etape n°2 : détermination des coefficients du modele mathématique correspondant a notre

plan factoriel complet a deux niveaux et trois facteurs.

Effets Estimations
Ac:ratio -9.055
MPPT:HCI

B:concentration | -22.635
HCl

C:temps -1.635

AB 7.145

AC -1.995

BC -1.235

Tableau n°3 : estimation des effets sur le rendement.
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Etape n°3: détermination de I’effet de chaque coefficient du modele mathématique

correspondant a notre plan factoriel complet a deux nivaux et trois facteurs.

Standardized Pareto Chart for renderrent

B:concentration HC

Araio MPPT:HCI

Citenps

3 6 9 12 15

Figure I'V.3 : estimation des effets sur le rendement.

Le facteur correspondant a [D’interaction entre le facteur A (ratio MPPT:HCI) et B

(concentration HCI) est le plus influent positivement sur le rendement.

Etape n°4 : détermination de ’effet de chaque parametre sur le rendement de notre plan

factoriel complet a deux niveaux et trois facteurs.

Main Effects Plat far renderrent
B =
oF -
*é el =
@ 21 T J
3 = 3
S C 3
e 7 3
13 3
9 -
10 15 1 2 30 &0
ratioMPPT:HCI concentration HCI tenps

Figure IV .4 : estimation des effets sur le rendement.
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L’effet des facteurs A et B sont plus importants que I’effet du facteur C.

Etape n°5 : détermination de I’effet des deux parametres influents sur le rondement de notre
plan factoriel complet a deux nivaux et trois facteurs en considérant le facteur temps constant

(en fonction du temps moyen t=45min).

Estimated Response Surface
temps=45.0

Desirability
0.0-0.1
M 0.1-0.2
0.2-0.3
0.3-0.4
0.4-0.5
0.5-0.6
M 0.6-0.7
M 0.7-0.8

: %% 0.8-0.9

Desirability

© o o o
O N » o ® =

M 0.9-1.0
concentration H

ratio MPPT:HCI

Figure I'V.5 : présentation des effets A et B en fixant C par les surfaces de réponses et en

plages

Pour un temps d’extraction fixe, le rendement est plus important lors ce que la concentration

d’HCI diminue et le ratio MPPT : HCI est moins important.

Réponse 2 : aspect (conforme, non conforme) :
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DM MBS

Non conforme Non conforme

DM 2 nMe

Non conforme Non conforme

B M3

Non conforme Non conforme

Conforme Conforme

Figure IV.6: les 8 différents extraits obtenus apreés déminéralisation.
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Remarque :

Le plan d’expériences pour 1’optimisation de la déminéralisation a abouti a deux expériences

optimums treés proches d’ou I’intérét de triplé les deux expériences a fin de tranché sur les

conditions opératoires optimales.

Essais Rendement Expérience N° | Rendement Expérience N°
4 8

N°1 40.82 40.48

N°2 40.61 40.51

N°3 40.87 40.43

Moyenne : 40.7666667 40.4733333

Donc I’expérience optimum est : I’expérience N°4.
Les conditions opératoires optimales sont :

- Facteur 1 : ratio MPPT/HC1 : 1/10
- Facteur 2 : concentration de la solution HCI : 1 mol/l

- Facteur 3 : temps : 30 min

Puis le facteur le plus influent ([HCI]) a été étudier d’'une maniére encore plus poussé en
allons vers des concentrations qui dépasse les niveaux proposé par le plan d’expériences

([HC1]=0.5 mol/l, puis [HC1]=0.75 mol/l).

Facteurs Expérience N°4 | Expérience 0.75 | Expérience 0.5
Expériences
ratio MPPT/HCI fixe 1/10 1/10 1/10
Temps Fixe 30 min 30 min 30 min
concentration de la solution HCI
variable 1 mol/l 0.75 mol/1 0.5 mol/l
Rendement (%) 40.76 39.1 37.8
Aspect de ’extrait Conforme Conforme Conforme
Résultats : Optimum - -

Donc I’optimum reste toujours 1’expérience N°4 du plan d’expériences.
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IV.1.1. 3. Déprotéinisation :

- Optimisation de Dopération de déprotéinisationa D’aide d’un plan

d’expériences :
Le plan utilisé€ est un plan factoriel complet a deux niveaux avec 3 facteurs :
Facteur 1 : ratio ED/NaOH : [1/15,1/20]
Facteur 2 : concentration de la solution NaOH : [1,3] (mol/l)

Facteur 3 : temps : [100,500] (min)

Réponse 1 : rendement (%)

- Traitement des données statistiques sont faites par le logiciel informatique

«Portable Statgraphics Centurion 15.2.11.0 » :

N° Expérience Facteur A Facteur B Facteur C
1 DP1 1:20 3 100
2 DP2 1:15 3 100
3 DP3 1:20 1 100
4 DP4 1:15 1 100
5 DP5 1:20 3 500
6 DP6 1:15 3 500
7 DP7 1:20 1 500
8 DP8 1:15 1 500

Tableau n°4 : présentation des 8 expériences de déprotéinisation

Etape n°1 : détermination de I’expérience désirable, présentant le rendement maximale.
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Expérience | rendement | Désirabilité

1 (DP7) 63.8 0.875

2 (DP4) 60.34 0.0355263
3 (DP2) 60.78 0.0802632
4 (DP3) 60.42 0.0

S (DP8) 62.7 0.656579
6 (DP1) 60.78 0.151316
7 (DP5) 64.14 1.0

8 (DP6) 64.04 0.938158

Tableau n°5 : présentation des 8 expériences de déminéralisation et leurs

rendements et désirabilité.

Etape n°2 : détermination des coefficients du modele mathématique correspondant a notre

plan factoriel complet a deux nivaux et trois facteurs.

Effect Estimat
e
A:ratio ED:NaOH 0.62

B:concentration NaOH | 0.28

C:temps 3.09
AB -0.23
AC 0.22
BC 0.32

Tableau n°6 : estimation des effets sur le rendement.
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Etape n°3: détermination de I’effet de chaque coefficient du modele mathématique

correspondant a notre plan factoriel complet a deux niveaux et trois facteurs.

Standardized Pareto Chart for rendement

C:temps

i

A:ratio ED:NaOH

BC

B:concentration NaOH

AB

AC

3 6 9 12 15
Standardized effect

“DIDDD;

Figure IV.7 : estimation des effets sur le rendement.

Tous les facteurs influent positivement sur le rendement a I’exception du  facteur

correspondant a I’interaction entre le facteur A (ratio ED:NaOH) et B (concentration NaOH).

Etape n°4 : détermination de I’effet de chaque parameétre sur le rondement de notre plan

factoriel complet a deux niveaux et trois facteurs.
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Main Effects Plot for rendement

64 = 7]
03 [ :
= i i
= - )
© - 4
C - -
o L -
61 [ -
60 - ]
15 20 1 3 100 500
ratio ED:NaOH concentration NaOH temps

Figure I'V.8 : estimation des effets sur le rendement.

L’effet des facteurs A(ratio ED:NaOH) et B (concentration NaOH) sont moins importants
que ’effet du facteur C (temps).

Etape n°5 : détermination de I’effet des deux parametres influents sur le rondement de notre
plan factoriel complet a deux niveaux et trois facteurs en considérant le facteur temps constant

(en fonction du temps moyen t=45min).
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Estimated Response Surface

temps=300.0
_ Desirability
T 0.0-0.1
i | m0.1-02
T¢ ; _ 0.2-0.3
o 0.8} 7 7 7 7 7 74 ] 82-82
= [ VAR VA ZZ7" | 4-0.
5 06 A ZrEA 0.5-0.6
= 0.4} : ? 1 W06-07
O [ N ] -
8 ool : M 0.7-0.8
| ; 3_;3 0.8-0.9
Ok ] ' M 0.9-1.0
1;\\; 121%

16 17 18 g 20 | concentration Na(
ratio ED:NaOH

Figure I'V.9 présentation des effets A et B en fixant C par les surfaces de réponses et en

plages

Pour un temps d’extraction fixe, le rendement est moyen et pratiquement stable lors ce que la
concentration d’HCI et le ratio MPPT : HCI varient, ce qui confirme que les facteurs A et B
n’influent pas significativement sur le rendement et que le temps moyen (300 min) est tres

loin d’étre désirable par rapport au niveau haut du facteur temps qui est de 500 min.
Les conditions opératoires optimales sont :

- Facteur 1 : ratio EDM /NaOH : 1/20
- Facteur 2 : concentration de la solution NaOH : 3 mol/l

- Facteur 3 : temps : 500min
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Conclusion :

La composition de I’endosquelette de la séche « sépia officinalis » péché dans le territoire

algériennes de la méditerrané :

- Matieres minérale : 59.24 %.

- Matieres protéique : 14.62%.
- chitine : 26.14%.

IV.1.2. Préparation du chitosane :

IV.1.2.1. Etude cinétique de la réaction de désacytilation de la chitine pour I’obtention

du chitosane :

N° de | Temps de | Volume
prélévement | prélevement | d’NaOH Q DA DD
(min) (ml)

1 10 13.6 0.00136 73.6603431 | 26.3396569
2 20 22.2 0.00222 58.4558085 | 41.5441915
3 30 29.3 0.00293 46.6558318 | 53.3441682
4 40 39.2 0.00392 31.2316013 | 68.7683987
5 60 43.4 0.00434 25.0223323 | 74.9776677
6 90 48 0.0048 18.4350133 | 81.5649867
7 120 53.2 0.00532 11.2438556 | 88.7561444
8 150 59 0.0059 3.52556433 | 96.4744357
9 180 59 0.0059 3.52556433 | 96.4744357

Tableau n°7 : étude cinétique..
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y = -34,12In(x) + 78,731 _ - y = 34,122In(x) + 21,269
i2inl DD=f(t) et DA=f(t) 1220t +
120
100
80
£ =¢—DD
8 60
a
——Log. (DD)
40
——Log. (DA)
20
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Figure IV.10 : DD=f(t) et DA=f(t)

IV.1.2.2. Préparation des chitosanes avec différents degrés d’acétylation :

Les conditions opératoires :

- Ratio chitine/NaOH = 1/15
- [NaOH] =40%
- Température = 110°C

Le facteur temps varie en fonction du degré d’acétylation souhaité : 0%, 20%, 40%, 60%,

80%, 100%.
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code DD théorique Temps de DD
chitosane préparation expérimentale
CHIT 20 20 5min 30 sec 17,7688739
CHIT 40 40 19 min 30 sec 33,4447735
CHIT 60 60 35 min 54,474464
CHIT 80 80 78 min 83,3656939
CHIT 100 100 240 min 97,6531858

Tableau n°8 : les DD théorique et experimentales.

IV.2. Caractérisation physicochimique :

IV.2. 1. Identification de la chitine par FTIR spectroscopie :

Absorbance
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Figure 11 : spectr FTIR .
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Premiére étape de ’interprétation:

La structure moléculaire de chaqu’une des bandes d’absorption synificatives a été déterminé

selon le tableau suivant :

Bandes d’absorption cm-1 de la Chitine Attribution
préparée
3432.67 Elongation de la liaison N-H et O-H
2922.58 et 2852.68 Vibrations d’¢longation des liaisons C-H

dans le groupement CH2 ou CH3

1377 Vibration de déformation de la liaison C-H

dans le groupement CH3

1420 et 1476.85 Vibration de déformation de la liaison C-H
dans le groupement CH2

1653 Vibration de valence de C=0 (Amide I)
1558 Vibration de déformation de la liaison N-H
(Amide IT)
1315 Vibration de valence de la liaison C-N
1076 et 1157 Vibration de valence de la liaison C-O-C
1082.09 Vibration de valence de la liaison C-OH

Tableau n° 9 : interprétation du spectr IR.
Deuxieme étape de ’interprétation :

Le spectre infrarouge a été compar¢ a la base de donnée « Hummel Polymer Sample Library »

et a la base de donnée « Sigma Biological Sample Library » a 1’aide du logiciel de traitement
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des spectres infrarouge « OMNIC » , le traitement des données a été effectué au laboratoire de
« génie des procédés industrielle » a la faculté génie mécanique et génie des procéde,
USTHB. La ressemblance entre le spectre IR de notre chitine présente 73.22 % de

ressemblance aux spectres répertoriés dans les deux bases de données.
Donc le produit extrait est de la chitine.

IV.2. 2. Détermination du DA des chitosanes préparé :

Le DA a déja été déterminé par potentiomeétrie dans la partie IV.I .IL.2.
IV.2. 3. Détermination des caractéres :

IV.2. 3. 1. Aspect et solubilité :

N° du | Teste : Résultat : Conformité :

teste :

1 Odeur tres 1égere Conforme

2 Saveur aucune Conforme

3 couleur blanche Conforme

4 Solubilité dans les milieux aqueux | pratiquement Conforme

insoluble

5 Solubilit¢ dans les milieux | pratiquement Conforme

organiques insoluble

Tableau n° 10 : Résultats des tests Aspect et solubilité.

IV.2. 3. 2. Détermination de la pureté :
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Code chitosane teneure en matieres soluble
(“o)

CHIT 0 0.19

CHIT 20 0.11

CHIT 40 0.37

CHIT 60 147

CHIT 80 1.71

CHIT 100 2.96

Tableau n° 11 : Résultats du test de la pureté .

Touts les produits sont conformes car leurs teneure en matieres soluble ne dépassent pas 5%.

Remarque : nous avons remarqué, plus le degré de désacytilation augmente plus la teneure
en matieres soluble est importante. Ce qui est trés logique sachant que la solubilité du

chitosane augmente en fonction du degré de désacytilation.

IV.2. 4. Aisés de matiére premiére selon la pharmacopée européenne, et étude de sa

conformité a la formulation pharmaceutique et alimentaire:

1V.2.4. 1. Perte a la dessiccation :

Code chitosane perte de poids (%)
CHIT 0 6.51

CHIT 20 14.22

CHIT 40 9.34

CHIT 60 6.81

CHIT 80 6.98

CHIT 100 8.45

Tableau n° 12 : Résultats du test de la Perte a la dessiccation .
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Tous les produits sont conformesa I’exception du « CHIT 20 » car sa perte de poids est

supérieure a 10%.

Explication : la non-conformité du chitosane « CHIT 20 » n’est pas due au procédé de
préparation car son efficacité est prouvé par la conformité de tout les autres produits, mais ce

probléme est due a :

- Une mauvaise manipulation lors des étapes se séchages.
- Une mauvaise conservation : le flacon de conservation n’été pas correctement

fermé.

I1V.2.4. 2. Cendres :

Code chitosane taux de cendres (%)
CHITINE 0.77

CHIT 20 0.86

CHIT 40 0.69

CHIT 60 0.29

CHIT 80 0.7

CHIT 100 0.41

Tableau n° 12 : Résultats du test des Cendres.

Le taux de cendres totales n’a pas dépassé les 3% donc touts les produits préparés sont

conforme.

Remarque : le test de calcination est encore une fois preuve de I’efficacité¢ de notre plan

d’expériences lors de I’optimisation de 1’étape de déminéralisation.
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Conclusion générale :

Dans ce travail nous avons pu aboutir a 1’¢laboration d’une gamme de biomolécules
biologiquement active, a partir d’une matrice marine qui est 1’os de seiche (sepia officinalis),

considérer comme un déchet non valoriser et sur le quel trés peu d’études ont été effectués.

Tout d’abord ,I’extraction de la chitine a été effectuer par la méthode chimique en deux étapes
principales d’ont les paramétres ont été optimiser par deux plan d’expérience factoriel
complet a deux niveau et a 3 facteurs , la premicre est la déminéralisation qui a présenté le
rendement maximal a une concentration d’HCl 1N et un ratio 1:15 et d’une durée
d’extraction de 30minutes , la deuxiéme étape est la deproteinisation qui a présenté le
rendement maximale a une concentration de soude 3N un ratio 1:20 et d’une durée
d’extraction de 500minutes .la chitine extraite a été identifier par la méthode spectrométrique

la plus efficace qui est la spectroscopie infra rouge a transformer de fourrier (FTIR) .

Ensuite, I’étude cinétique de la réaction de desacytilation de la chitine pour 1’obtention du
chitosane a ¢été étudiée dans des conditions fixes de ratio et de concentration de soude en
faisons des prélevements a différents intervalles de temps, puis le modéle mathématique de la

réaction a été établie.

Enfin, des chitosanes avec différent degré de desacytiliation ont été préparer a partir de chitine
extraite et analyser, les degrés de desacytilation (20%, 40%, 60% , 80%, 100% ) ont été

déterminer par potentiomeétrie .

Des analyses de controle qualité ont été effectuées (Aspect organoleptique, solubilité, pureté,
perte a la dessiccation et cendres) afin de valider la conformité de tous les principes actifs
préparer pour leurs utilisation dans l’industrie pharmaceutique et alimentaire selon les

rigueurs de la pharmacopée européenne et hand book of pharmaceutical excipients.
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Résumé :

Dans ce travail nous avons optimis¢ I’extraction de la chitine a partir de I’os de seiche (sepia
officinalis) par la méthode chimique en deux étapes principales dont les parameétres ont été
optimis¢ par deux plan d’expérience factoriel complet a deux niveau et a 3 facteurs, la
premicre est la déminéralisation et la deuxiéme étape est la deproteinisation .La chitine
extraite a ét¢ identifier par spectroscopie FTIR. Ensuite, 1’é¢tude cinétique de la réaction de
desacytilation de la chitine pour I’obtention du chitosane a été étudiée. Enfin, des chitosanes
avec différents degrés de desacytiliations ont ¢été préparé puis controlé (Aspect
organoleptique, solubilité, pureté, perte a la dessiccation et cendres) selon les rigueurs de la
pharmacopée européenne et hand book of pharmaceutical excipients. L’intérét vétérinaire de
cette recherche est [’obtention d’une biomolécule ayant des activités biologiques
(antifongique, antimicrobien, anti-infectieux) ; agent anti-tumoral; effet hémostatique;
favorisation de la croissance du tissu ; stimulation de la prolifération des cellules.

Summary:

In this work we optimized the extraction of chitin from cuttlefish bone (Sepia officinalis) by
chemical method in two main steps where parameters had been optimized by means of two
complete factorial experimental designs with two levels and three factors. the first one 1is the
demineralization and the second step is deproteinization .The extracted chitin was identified
by FTIR spectroscopy. Then, the kinetic study of the reaction of chitin desacytilation for
obtaining chitosan was studied. Finally, chitosans with different degree of desacytiliation
were prepared and tested (Aspect organoleptic, solubility, purity, loss on drying and ash)
following the standards of the European Pharmacopoeia and hand book of pharmaceutical
excipients. The veterinary interest of this research is to obtain a biomolecule having biological
activities (antifungal, antimicrobial, anti-infectious); antitumor agent; hemostatic effect;
Favoring the growth of tissue; stimulation of cell proliferation.
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