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Abstract

The aim of the work is to exploit the co-products of organic waste (decapod crustaceans)
from fishing activities. This is achieved by using a chemical process to extract chitosan from
this waste, demonstrating its antibacterial properties both in vitro and in vivo. The study
involves assessing the toxicity of chitosan on Wistar rats by taking histological sections of the
liver, kidney and intestine and analyzing hematological parameters. At the same time, we also
carried out trials aimed at producing a biofilm and coating fruit and vegetables with chitosan.
Antibacterial activity was assessed using the direct contact method with an agar medium, and
the results showed an absence of proliferation of Staphylococcus aureus and Escherichia coli
strains, with a minimum inhibitory concentration (MIC) of 0.2 and 0.4% for Staphylococcus
aureus and Escherichia coli respectively. The same concentrations were found for MBC. The
results show the power of chitosan to extend the shelf life of tomatoes and strawberries, and its
ability to form smooth, attractive films. The in vivo study on antibacterial activity was carried
out on 3 batches of 5 rats, a control batch, a batch infected with staphylococcus aureus and a
batch infected and treated with chitosan. The enumeration results showed a reduction in the
bacterial load, with an improvement in hematological parameters. The chitosan toxicity study
was carried out on 5 female Wistar rats, which were given progressive doses of 500, 1000, 1500
and 2000 mg/kg/day by gavage for 4 weeks respectively. There were no significant differences
in behavior or external appearance, body weight and food consumption between control and
treated rats, with no significant differences in hematological and histopathological parameters.

Key words: Chitosan, Waste, antibacterial effect, Pollution and Toxicity.



Résumé

L'objectif du travail est de valoriser les coproduits des déchets organiques (crustacés
décapodes) provenant de I'activité de péche. Cela est réalisé en utilisant un procédé chimique
pour extraire le chitosane de ces déchets, en démontrant ses propriétés antibactériennes a la fois
in vitro et in vivo. L'étude comporte, I'évaluation de la toxicité du chitosane sur des rats Wistar
en réalisant des coupes histologiques sur le foie, rein et intestin et en analysant des parametres
hématologiques. En paralléle, nous avons également effectué des essais visant a fabriquer un
biofilm et a enrober des fruits et des légumes par le chitosane. L'activité antibactérienne a été
évaluée en utilisant la méthode de contact direct avec un milieu gélosé, les résultats ont montré
une absence de prolifération des souches de Staphylococcus aureus et Escherichia coli, avec
une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 0,2 et 0,4% pour Staphylococcus aureus et
Escherichia coli respectivement, Les mémes concentrations ont été trouvés pour la CMB. Les
résultats montrent le pouvoir du chitosane a prolonger la durée de vie des tomates et des fraises,
et sa capacité de former des films lisse et de belle apparence. L’étude in vivo sur ’activité
antibactérienne a porté sur 3 lots des 5 rats, un lot témoin, un lot infecté par staphylococcus
aureus et un lot infecté et traité par le chitosane, les résultats du dénombrement montrent une
diminution de la charge bactérienne, avec une amélioration dans les parametres hématologiques
il a étée constaté que le chitosane favorise la récupération des tissus et reéduction des
inflammations. L’étude to toxicité du chitosane a été réalisée sur 5 rats Wistar de sexe féminin,
qui ont recu par gavage des doses progressives 500, 1000,1500, 2000 mg/kg/par jour pendant
4 semaines respectivement. Il n'y a pas eu de différences significatives dans le comportement
ou l'apparence extérieure, le poids corporel et la consommation de nourriture entre les rats
témoins et les rats traités, avec aucune différence significative dans les parametres
hématologiques et histopathologiques.

Mots clés : Chitosane, Les déchets organiques, pouvoir antibactérien, Pollution et Toxicité.
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Introduction :

La préservation et l'utilisation durable des ressources marines sont des enjeux cruciaux
pour le développement socioéconomique. Au cours des derniéres décennies, la pollution des
océans est devenue un probleme de plus en plus préoccupant a I'échelle mondiale (DERRADJI
ET AL., 2007). Les activités de péche et de transformation des produits marins ont directement
contribué a cette pollution en générant des déchets et des co-produits. Cette situation présente
des défis importants sur les plans environnemental et économique, compte tenu de I'épuisement
actuel des ressources marines disponibles.

Les produits marins offrent une vaste gamme de bio-polyméres, parmi lesquels se
trouvent des polysaccharides tels que l'alginate de sodium et le chitosane. Ces bio-polymeéres
présentent des propriétés physico-chimiques et biologiques remarquables, en faisant une
alternative prometteuse aux polymeres dérivés de la pétrochimie. Leurs propriétés spécifiques
trouvent des applications diversifiées dans des domaines tels que I'agriculture, la pharmacie et
la biomédecine (BELGACEM ET GANDINI, 2011).

En effet, plusieurs approches ont été mises en évidence pour récupérer et valoriser les
biomasses rejetées, notamment dans le cas des co-produits des crustacés. La valorisation des
co-produits de crustacés consiste a utiliser ces résidus, tels que les carapaces, les tétes et les
coquilles, afin d'en extraire des composés précieux et d'en tirer des bénéfices éeconomiques.

Le chitosane est un polymere naturel dérivé de la chitine, qui est un composant structurel
présent dans les exosquelettes de crustacés tels que les crevettes et les crabes. Le chitosane
posséde des propriétés intéressantes qui en font un matériau polyvalent et prometteur dans de
nombreux domaines. En raison de sa biocompatibilité et de sa biodégradabilité, le chitosane est
largement utilisé dans I'industrie biomédicale, notamment dans la formulation de médicaments,
la régénération tissulaire et la livraison ciblée de médicaments (MOURYA ET INAMDAR,
2008). En outre, le chitosane présente également des propriétés antimicrobiennes, ce qui en fait
un candidat potentiel pour la préparation de revétements antimicrobiens et de pansements. Des
études ont montré que le chitosane peut stimuler le systeme immunitaire, favoriser la
cicatrisation des plaies et réduire I'inflammation. De plus, ses propriétés de bioadhésivité lui
permettent d'étre utilisé comme agent d'encapsulation, améliorant ainsi la stabilité et la
libération contrdlée de différents composés bioactifs. En conclusion, le chitosane présente un
éventail d'applications potentielles dans les domaines biomédical, pharmaceutique et
environnemental en raison de ses propriétés uniques (Dash et al, 2011).

Notre travail se concentre sur la mise en valeur des propriétés biologiques du chitosane,
notamment son activité antibactérienne in vitro et in vivo, ainsi que sa toxicité lors de nos
expérimentations.

La premiere partie de cette étude examine les données bibliographiques sur I'impact des
déchets organiques sur I'environnement, abordées dans le premier chapitre. Le deuxiéme
chapitre présente le chitosane et décrit ses propriétés d'utilisation.
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La deuxiéme partie présente I'étude expérimentale et expose les méthodes appliquees
tout au long de notre mémoire, y compris l'extraction du chitosane et son activité

antibactérienne in-vitro et in-vivo et sa toxicité ; ainsi que 1’é¢tude de I’effet d’enrobage du
chitosane sur quelques fruits et [égumes.

La troisieme partie presente et discute les résultats obtenus a partir du travail réalisé.
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1 Les déchets
1.1 Définition des déchets :
Etymologiquement, déchet vient de déchoir, du latin cadere (tomber). La racine « dis » traduit

I’¢loignement et la séparation ; c’est bien la 1’esprit qui entoure tous les objets qui sont considérés
comme des déchets (TURLAN, 2015).

Les déchets sont tous les résidus d’un processus de production, de transformation ou de

consommation, dont le propriétaire ou le détenteur a 1’obligation de se défaire ou de I’éliminer
(DJEMACI, 2012).

Le terme « déchets » est assimilé & la notion de saleté. Elle le définit comme étant « le sous-
produit d’une organisation et d’une classification de la maticre ; toute mise en ordre entraine le
rejet d’éléments non appropriés » (FAID, 2021).

1.2 Définition des déchets organiques

Les déchets organiques, également connus sous le nom de déchets biodégradables, sont
des matieres d'origine végeétale ou animale qui se décomposent naturellement. Ils comprennent
les restes de nourriture, les résidus de jardinage, les déchets agricoles et les matieres fécales
animales (MUTHU, 2012). Sont composés généralement de matieres organiques non
synthétique, caractérisée par la présence d’atomes de carbone issus d’organismes vivants
(CHAUVIN, 2004).

1.3 Les déchets organiques des activités de péche :

Lors de la capture et du traitement des poissons, des déchets organiques tels que les
espéces péchées accessoirement et les individus non calibrés ainsi que les viscéres, les peaux,
les écailles et les parties non comestibles des poissons sont souvent générés. Ces déchets
organiques peuvent étre rejetés en mer, ce qui peut entrainer des conséquences négatives pour
les écosystemes marins (TROELL ET AL, 2003).

2-La pollution marine:

L’environnement marin est exposé aux impacts combinés d’un cocktail de produits
chimiques toxiques et de déchets entrant dans nos cours d’eau et nos océans tous les jours, ainsi
que 80% de pollution d’origine terrestre (GOEURY, 2014).

La pollution marine est définie comme une introduction, directe ou indirecte, par
I’homme, de substances ou d’énergie dans un milieu marin, lorsqu’elle a des effets nuisibles
tels que dommages aux ressources biologiques, risques pour la santé¢ de I’homme, entrave aux
activités maritimes, y compris la péche, altération de la qualité de 1’eau de mer du point de vue
de son utilisation et degradation des valeurs d’agrément (GREGOIRE, 2007).

Bien que la pollution marine soit considérée comme étant un probléme mondial, le
risque peut étre plus grand dans certaines régions plutdt que d'autres. L'une de ces régions est
la Mer « Méditerranée », car cette mer, est une mer pratiqguement fermée ou semi-fermée dont
le rythme de renouvellement de ses eaux est de l'ordre de 80 ans (KRACHAI, HADJEL, 2016).

Chapitre I Incidence des déchets sur lenvironnement
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2-1-Type de pollution marine :

A partir de la nature prédominante de la pollution, on distingue trois types principaux :

Les difféerents types de pollutions maritimes

Déchets industriels

Beaucoup de villes évacuent leurs eaux usées Les produits chimiques utilisés par
(Egouts...) et tous leurs autres déchets les usines sont souvent déversés
directement dans les fleuves ou la mer. dans les fleuves et les mers.

Cela pollue surtout les eaux cotiéres.

(Quand ils font naufrage, les pétroliers
L\ [causent de grandes catastrophes :

i les marées noires. La mer est
alors recouverte de pétrole.
Beaucoup de navires
nettoient leurs

cuves en mer,

ce qui

est interdit

l'eau
Les algues vertes qui a servi
L'agriculture moderme utilise ;zm
des engrais qui finissent par | &
arriver dans les riviéres et P |e;a
dans la mer. L&, ils favarisent eene
le développement des algues i

wertes qui envahissent
les plages et les eaux citiéres.

Les sacs en plastique

Jetés une fois utilisés, beaucoup se retrouvent
dans la mer ol ils tuent poissons et dauphins

et enlaidissent les plages. En plus, ils ne sont
biodégradables gu'au bout de 200 ans.

_0,—:/;
Les déchets [TT I T

lls sont produits par les centrales nucléaires
et restent radioactifs pendant des milliers
d'années. Longtemps, on les a simplement
jetés au fond de la mer. C'est désormais
interdit en Europe, mais pas en Russie.

Figure 1: Schéma des différents types de pollutions maritimes.
2-1-1-Pollution physique :

La pollution physique est liée aux facteurs influencant sur 1’état physique de 1’eau tels
que la température, la présence des particules et le changement de 1’effet réfractaire de 1’eau
(Ammamra et Boudrbala, 2020), ainsi que les rejets susceptibles de provoquer une nuisance
radio-activique telle que I’industrie nucléaire (CHARTIER, 1974).

2-1-2-Pollution chimique :

Les pollutions chimiques sont plus diversifiées, car le nombre de molécules naturelles et
d’artefacts connus varierait de 15 a 37 millions selon les sources (BARNABE, 2016), ils
provoquent des déséquilibres biologiques a court ou long terme (BORDET, 2007).

- Acourt terme : la dose fait le poison, souvent, si I’on supprime la cause, I’effet disparait
rapidement

Chapitre I Incidence des déchets sur [environnement
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- Alongterme : les rejets du substances toxiques qu’ils proviennent d’industries, d’égouts
urbains, des transports ou de ’utilisation des pesticides en agriculture.

2-1-3-Pollution biologique :

Elle résulte des micro-organismes présents dans les eaux proviennent de I'air, du sol,
des plantes ou des animaux vivants ou en état de décomposition, de méme que des excréments
de I'hnomme. La présence potentielle de cette multitude d'espéces bactériennes soulevé un
probleme sérieux de sante individuelle et publique (DRAPEAU, 1977).

Elle est due aussi a De nombreuses invasions biologiques induisent des perturbations
écologiques qui se propagent a tous les niveaux d’organisation biologique au sein des
écosystemes receveurs (CUCHEROUSSET ET AL, 2015), tel que espéces exotiques
envahissantes ayant été introduits intentionnellement ou non (OTERO ET AL, 2013), par
différentes voies comme le transport maritime ou I’aquaculture (NARDO, 2022).

3-Classification de pollution marine selon son origine :

Suivant I’origine des substances polluantes, on distinguera :
3-1- Pollution domestique

Provenant des habitats, les sources d’émission sont historiquement classées entre les
eaux vannes, les eaux résultant de la contribution des excréments, papier toilette, eau de chasse
et autres déversements accidentels et les eaux ménageres représentées par les eaux usées
domestiques collectées (BOUTIN ET EME, 2016), ces émissions domestiques non épurées
représentent la principale source de pollution organique des eaux (BAHROUN ET KHERICI,
2011), sont aussi responsables directement de certaines maladies respiratoires (CHENNOUFI
ET AL, 2023). La pollution domestique se caractérise par (GAUJOUS, 1995):

e Des germes fécaux ;

e Des fortes teneurs en MO ;

e Des sels minéraux (azote, phosphate ...) ;
e Des détergents.

Chapitre I Incidence des déchets sur [environnement
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Eaux usées domestiques

Eaux vannes Eaux ménageres

Eaux
jaunes

e Alimentation

et nettoyage

Eau

de Papier Eaude Entrefien Bains /
“W o .. |

Figure 2: Classification des eaux usées domestiques par source d’émission (BOUTIN, 2016).

Urine

3-2-Pollution agricole

Du aux intrants utilisés par les agriculteurs pour augmenter leurs rendements et les
effluents d’élevage (BERNARD, 2015), tel que les fertilisants et les pesticides qui altére
fortement la qualité et la dynamique de I’eau dans le milieu (LAURENT, 2012), cette pollution
est considérée comme « diffuse » Elle se caractérise par (GAUJOUS, 1995) :

e De fortes teneurs en sels minéraux (azote, phosphore, potassium) provenant des engrais,
des purins et lisier (élevage) ;
e Laprésence de produits chimiques de traitement (pesticides, herbicides...).

2-3-Pollution industrielle

La pollution industrielle provient des activités industrielles telles que les usines, qui
génerent parfois des déchets hautement toxiques. (MONTESTRUCQ ET AL, 2007), le
rapport DBOS5/DCO est souvent utilisé pour caractériser une pollution industrielle
(NAFFRECHOUX ET AL, 2008), ce qui permet de subdiviser les eaux résiduaires
industrielles (ERI) en (BOEGLIN, 1999) :

o Eaux résiduaires a caractere minéral dominant ;
o Eaux résiduaires a caractere organique dominant ;

o Eaux résiduaires a caractére mixte.

Chapitre I Incidence des déchets sur [environnement
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4-Mode de pollution
4-1-Pollution diffuse

La pollution diffuse se définit comme une dégradation de la qualité des eaux causée par
des rejets issus de toute la surface d'un territoire et transmise aux milieux aquatiques de fagon
indirecte, elle est difficilement a identifié et a localisé (BONNET, 2008),

4-2-Pollution ponctuelle

La pollution ponctuelle a I’inverse de la pollution diffuse, se distingue par la présence
ponctuelle dans les sols et sous-sols de substances dangereuses provenant généralement de
déversements, de fuites ou de dép6t de déchets. Non confinées et en fortes concentrations, ces
substances donnent naissance a des « sites localement contaminés » (MARIA, 2007).

5-L’incidence des déchets organiques sur I’environnement

Les déchets organiques peuvent avoir des impacts négatifs sur 1’environnement et
provoque de nombreux phénomenes tel que :

5-1-Effet de serre

L'effet de serre est un processus naturel de réchauffement de I'atmosphere qui intervient
dans le bilan radiatif de la Terre. Il est di aux gaz a effet de serre (GES) contenus dans
I'atmosphere (GHALEM, 2009). Les gaz a effet de serre sont des molécules complexes formées
d’au moins trois atomes ou de deux atomes différents. Le gaz a effet de serre le plus abondant
dans I’atmosphére est la vapeur d’eau (H20) suivie par le dioxyde de carbone (CO2), le
méthane (CH4), I’ozone (O3) (MAGAND, 2014).

5-2-Impact d’effet de serre sur I’écosystéme marin

Les changements climatiques risquant de fortement modifier la diversité et la répartition
des espéces, et la diminution de la diversité biologique pouvant exercer un contréle important
de la vitesse des changements climatiques (BARNARD, 2005).

Par ailleurs, de nombreux liens ont été mis en évidence entre le climat global et le cycle
du carbone, en particulier les gaz a effet de serre tels que le dioxyde de carbone et le méthane.
Le couvert végetal continental et la biosphere marine présentent aussi des variations synchrones
de ces changements climatiques rapides et auraient méme eu une action sur le cycle du carbone
et donc sur le climat lui-méme (PETIT, 2003).

Pour les eaux douces, fleuves et rivieres se réchauffent, avec des conséquences bien
établies sur la stratification thermique et la composition chimique, 1’abondance et la
productivité, la composition des communautés (SEGUINA, 2008).

Chapitre I Incidence des déchets sur lenvironnement
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5-3-Relation déchets & effet de serre

Les déchets organiques peuvent jouer un role significatif dans I'effet de serre en raison
de la libération de gaz a effet de serre lors de leur décomposition. Lorsque les déchets
organiques se dégradent dans des conditions anaérobies, ils produisent principalement du
méthane (CH4), un puissant gaz a effet de serre. Le méthane a un potentiel de réchauffement
global 28 fois supérieur a celui du dioxyde de carbone (CO2) sur une période de 100 ans
(CHANGE, 2013).

Des études ont montré que les déchets organiques genérés par diverses sources, y
compris l'agriculture, I'industrie alimentaire et les activités de péche, peuvent contribuer de
maniere significative aux émissions de méthane (RAVISHANKARA ET AL, 2009).

5-4-Eutrophisation

Quant a ’eutrophisation d’un milieu, il s’agit, du fait de devenir eutrophe (donc, de
s’enrichir en nutriments). Cette notion a pris naissance pour désigner la progression naturelle
de I’état trophique des lacs, c’est-a-dire ’augmentation de la richesse du milieu (de
I’oligotrophie a I’hypertrophie, en passant par 1’eutrophie) (MENESGUEN, 2001), L’azote et
le phosphore sont les deux principaux nutriments responsables de 1’eutrophisation (GALVEZ-
CLOUTIER, 2002). Ce phénomeéne caractérisé par un développement anormal de certains
types d’algues (OMS, 2003), Affecte la grande majorité des eaux douces et de nombreuses
zones du littoral marin (CAPBLANCQ, 2002).

5-5-Impact de ’eutrophisation sur I’écosystéme aquatique

Une augmentation de 1’azote et du phosphore entraine une augmentation de la biomasse
végétale, générant progressivement une diminution de la pénétration de la lumiere dans la
colonne d’eau. Ce mécanisme induit une cascade de réactions en chaine, avec notamment une
modification de la structure des communautés biologiques et des réseaux trophiques, ainsi que
des changements dans les cycles biogéochimiques. Ces changements peuvent s’opérer de
maniére progressive, proportionnellement aux forgages, ou au contraire de maniére brutale. Les
effets les plus notables de 1’eutrophisation sont les proliférations végétales, parfois toxiques, la
perte de biodiversité et les anoxies qui peuvent se traduire par la mort massive d’organismes
aquatiques (PINAY, 2018), ainsi que dégradation de la qualité de l'eau, dégradation des
conditions hygiéniques et esthétiques (VOLLENWEIDER, 1970).

L'eutrophisation peut entrainer une diminution de la biodiversité marine en favorisant
la croissance de certaines especes tolérantes aux conditions eutrophiques au détriment d'autres
especes plus sensibles. Cela peut affecter la composition des communautés marines, réduire la
diversité des espéces et entrainer des perturbations écologiques (LOTZE ET AL, 2006), elle
peut aussi avoir des répercussions sur les populations de poissons, en affectant les habitats, la
disponibilité des proies et la qualité de l'eau. Les changements dans les communautés
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phytoplanctoniques et la disponibilité de I'oxygéne peuvent influencer la disponibilité des
ressources alimentaires pour les poissons (NIXON, 2003).

Nutriments minéraux

SELS NUTRITIFS
<%
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I
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Nutriments organiques

Figure 3: Cycle des éléments nutritifs, lors d’apports en excés (GALVEZ-CLOUTIER,
2002).

5-6-Relation déchets organiques & eutrophisation

Les déchets organiques contribuaient de maniére significative & I'eutrophisation de
I'écosysteme, augmentant la concentration de nutriments et favorisant la croissance des algues
(BERNET ET AL, 2000).

Une autre étude menée par ISLAM ET AL, (2004). A examiné l'impact des déchets
organiques générés par l'industrie de la péche sur l'eutrophisation des eaux cotiéres. Les
chercheurs ont constaté que les déchets organiques de la péche, tels que les visceres et les peaux
de poissons, étaient riches en nutriments, notamment en azote et en phosphore. Lorsque ces
déchets étaient rejetés dans les eaux cotieres, ils contribuaient a l'augmentation des
concentrations de nutriments, favorisant ainsi la croissance excessive des algues et la
détérioration de la qualité de I'eau.

6 Gestion des déchets organiques

La gestion des déchets organiques dans une perspective d'économie circulaire nécessite
également des politiques et des infrastructures appropriées. Des incitations économiques, des
réglementations environnementales et des programmes de sensibilisation peuvent favoriser la
collecte sélective des déchets organiques, leur traitement adéquat et la promotion de pratiques
durables (JAMA-RODZENSKA ET AL, 2021).

Une des approches clés de la gestion des déchets est le compostage. Le compostage permet
de transformer les déchets organiques en un amendement organique riche en nutriments,
pouvant étre utilisé dans l'agriculture, I'aménagement paysager et la restauration des sols
(KANNAH ET AL, 2020).

Une autre stratégie prometteuse est la méthanisation des déchets organiques. La
méthanisation est un processus anaérobie qui permet de produire du biogaz, une source
d'énergie renouvelable. Les déchets organiques, tels que les résidus alimentaires et les
déjections animales, sont transformeés en biogaz par fermentation. Ce biogaz peut étre utilisé
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pour produire de I'électricité, de la chaleur ou du carburant, contribuant ainsi a la transition vers
une économie bas-carbone (ANGELIDAKI ET ELLEGAARD, 2003).

7-L’économie circulaire

C’est une approche qui s’est construite sur des principes provenant d’une série d’autres
concepts et ecoles developpés par des économistes, des physiciens et des écologues (AOUDIA,
2019), qui consiste a un systéme de production, d’échanges et de partage permettant le progrés
social, la préservation du capital naturel et le développement économique. Son objectif ultime
est de parvenir a découpler la croissance économique de 1’épuisement des ressources naturelles
par la création de produits, services, modeles d’affaires et politiques publiques, innovants
prenant en compte I’ensemble des flux tout au long de la vie du produit ou service (LAHLOU,
2016).

7-1-Pourquoi I’économie circulaire ?

Deux observations majeures nous obligent a sortir de I'économie linéaire (AUREZ,
2019) :

1) La biosphére est affectée par la croissance de I'empreinte environnementale de nos
économies de maniére systémique.

2) Notre systeme économique se réalise au sein d'un monde fini, dans lequel les ressources
sont présentes dans une certaine quantité et avec une capacité de renouvellement spécifique.
Cette capacité de régénération peut étre irrémédiablement affectée si les ressources sont
exploitées au-dela d'un seuil critique

7-2-Piliers de I’économie circulaire
L’économie circulaire peut s’effectuer dans trois domaines (DJOUMESSI, 2019) :

L’offre des acteurs économiques (approvisionnement durable, éco-conception, écologie
industrielle et territoriale, économie de la fonctionnalite).

La demande et comportement des consommateurs (consommation responsable,
allongement de la durée d’usage des biens).

La gestion des déchets (recyclage).
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Recyclage

Figure 4: schéma d’action et pilier de 1I’économie circulaire (institut national de 1’économie
circulaire).

7-3-Objectifs de I’économie circulaire

L’économie circulaire se définit en premier lieu par son objectif : répondre aux enjeux
environnementaux globaux (BOURG, 2018), et mettre un frein a la pollution par la réduction
des déchets et de minimiser 1’apport de ressources naturelles vierges qui devraient autrement
étre extraites avec des répercussions environnementales importantes (SAUVE, 2016)

Ainsi visée d’une part, a accroitre I’efficacité du systéme économique dans son
ensemble dans des domaines aussi variés que 1’alimentation, la mobilité, I’habitat, 1’éducation,
la santé et les loisirs (COLLARD, 2020), et Favoriser I’innovation et le développement de
solutions adaptées aux besoins locaux (LAHLOU, 2016).

7-3-Valorisation et recyclage des sous-produits de la péche

La péche et la transformation des produits de la péche générent une grande quantité de
sous-produits (CALLOIS, 2016), implique parfois un volume conséquent de déchets (de 50 a
70% du poids du poisson entier) (PEREZ GALVEZ, 2009). En outre 40 a 50 % en poids de la
masse totale des crustacés destinés a la consommation humaine finissent en déechets, et la
plupart de ces déchets sont déversés dans la mer et deviennent des polluants importants dans
les zones cétiéres (KOU ET AL, 2021). Certains pays ont adopté des réglementations qui
obligent les pécheurs a ramener leurs déchets organiques a terre pour les éliminer de maniere
appropriée. Ces réglementations visent a promouvoir une péche responsable et a réduire la
quantité de déchets organiques rejetés en mer. Ce volume c’est une source réelle de matieres
premiéres pour la production de substances destinées a I'alimentation humaine et animale, la
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cosmétique et la santé (CALLOIS, 2016). De nombreuses voies de valorisation de ces déchets
ont éte étudiées et parfois mises en pratique (PEREZ GALVEZ, 2009).

7-4-1-Example des voies de valorisation des co-produits d’origine marine
7-4-1-1-Farine et huile de poisson

La fabrication de farine et d’huile de poisson est la voie privilégiée pour la
transformation des co-produits d’origine marine mais aussi des prises accessoires (PEREZ
GALVEZ, 2009), La farine de poisson, destinée principalement a 1’alimentation animale, est
une source importante de protéines (60 a 70 g / 100 g) et de lipides (5 a 10 g / 100 g). Dans le
monde, les farines de poisson sont produites en grande partie a partir de poissons gras (90 %)
tels que la sardine, I’anchois, le capelan (GBOGOURI, 2005).

7-4-1-2-Collagene et gélatines de poisson

Le collagéne est la protéine structurale par excellence chez les vertébrés. Chez les
mammiferes, il s’agit méme de la protéine la plus abondante puisqu’on la retrouve dans toutes
les matrices extracellulaires (PORTIER, 2016), la gélatine est une protéine obtenue par
hydrolyse du collagene contenu dans les arétes et la peau de poisson (GOMEZ-GUILLEN,
2009).

7-4-1-3-Chitine et chitosane

La chitine est un polymeére constitutif de la carapace des crustacés et des insectes et
intervient également dans la structure interne d’autres invertébrés. Plusieurs dérivés de la
chitine sont utilisés pour leurs propriétés notamment biologiques. Parmi eux, la forme la plus
commune est le chitosane, qui est obtenue par désacétylation de la chitine. Le chitosan est utilisé
dans un trés grand nombre de secteurs tels 1’agriculture, la nutrition, le textile, la nutraceutique,
la cosmétique et méme dans le domaine de la santé pour ses propriétés antibactériennes et
antifongiques (CALLOIS, 2016).
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1 Les biopolymers
1.1 Geénéralités

Les matériaux polymeéres biodégradables, et plus particulierement ceux obtenus a partir
de ressources renouvelables, présentent actuellement un attrait indiscutable dans le cadre du
développement durable. lls connaissent un fort développement (10 & 20 % par an) et cette
croissance va se poursuivre dans le futur (AVEROUS, 2013), quatre catégories se distinguent
: les polysaccharides, les lipides, les protéines et les autres molécules complexes (VISSAC ET
AL, 2017).

1.2 Définition d’un biopolymére

Le terme « biodégradable » s’applique aux polymeres issus de ressources renouvelables
ou non. En effet, la biodégradabilité dépend de la structure chimique du polymeére et des
caractéristiques du milieu dans lequel il est placé (DEROINE, 2014), Selon le Larousse, «
biodégradable se dit d’un produit industriel qui, laissé a 1’abandon, est détruit par les bactéries
ou autres agents biologiques » (RUTOT, 2004).

1.2.1 Lachitine

La chitine est un polysaccharide d'origine marine : c'est I'un des polymeres naturels les plus
abondants au monde. Dont la place dans les cycles biogéochimiques de ses éléments
constitutifs mérite d'autant plus d'étre précisée que I'importance quantitative de ce
polysaccharide dans les écosystemes (JEUNIAUX, 1993). Ce biopolymere est extrait
essentiellement de la carapace des crustacés (principalement crevettes et crabes) (CRINI
ET AL., 2009). A été découverte apres isolement a partir de champignons supérieurs en
1811 par BRACONNOT (BORNET ET AL., 2005), c’est une haut polymere linéaire B-
1,4 de la N-acétyl-D- glucosamine (JEUNIAUX, 1982).

1.2.2 Le chitosane

Le chitosane est un polyoside composé de la distribution aléatoire de D-glucosamine
lie en 3-(1-4) et de N-acétyl-D-glucosamine. Il est produit par désacétylation chimique ou
enzymatique de la chitine. Il est le composant principal de I'exosquelette des arthropodes
(crustacés) ou de I'endosquelette des céphalopodes (calamars) ou encore de la paroi des
champignons. Le chitosane a donc des propriétés chimiques et biologiques utilisables dans de
nombreuses applications industrielles, médicales et environnementales (TAHTAT ET AL.,
2021).
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1.2.2.1 Structure de chitine et de chitosane

CHa
CH3

NH (\
Deacetylation

NH, /4/ ’\NH
\7\%\ 0"
/Z\ o] Chitosan
NH2

OH

Figure 5: Structure chimique de la chitine et du chitosane (BEREZINA ET HUBERT,
2020).

1.2.2.2 Source du chitosane

La plupart des sources de chitine (invertébrés marins et terrestres, zooplanctons, algues,
protozoaires chryso-flagelles, champignons inférieurs) (BORNET, 2005). Sur le plan
quantitatif, c'est chez les Arthropodes que la chitine est utilisée le plus abondamment : chez les
Insectes, elle constitue 20 a 30 % du poids de la matiére organique de la cuticule, et, chez les
Crustacés, elle représente jusqu'a 70 % de la fraction organique de la carapace. Compte tenu de
I'extraordinaire abondance actuelle des Arthropodes dans la nature, 11 est facile d'admettre que
la chitine est, apres la cellulose, le biopolymére polysaccharidique le plus répandu et le plus
abondant dans la biosphére (JEUNIAUX, 1990).
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Tableau 1: Pourcentage de chitine dans les étres vivants marins (AlL1,2020).

-~

Sources de chitine Type de chitine  Pourcentage de chitine
Anatife (Lepas anatifera) Chitine a 7
Crabe marbré (Grapsus marmoratus) Wi 10
Crabe rouge (Portunus puber) 1 10
Araignée de mer (Maia squinado) 1 16
Homard (Homarus vulgaris) I 17
Petite cigale de mer (Scyllarus arctus)  // 25
Langouste (Palinurus vulgaris) 1 32
Ecrevisse (4stacus fluviatilis) ! 36
Crevette (Palaemon fabricius) I 22
Mante de mer (Squilla mantis) I 24
Seiche (Sepia officinalis) Chitine 20
Calamar (Loligo vulgaris) I 40

1.2.2.3 La biosynthese de la chitine

La biosynthese de la chitine fait intervenir des enzymes nommées chitine-synthases
(CS), de la famille des glycotransférases. Elles catalysent 1’association de deux monomeres de
N-acétylglucosamines. Elles requiérent de I’'UDP-N-acetylglucosamine comme substrat et des
cations divalents. La biosynthese est divisée en trois étapes distinctes. Au cours de la premiére
étape, I’enzyme se place le long de la membrane cytoplasmique et oriente convenablement le
polymére vis-a-vis de son site actif. La seconde étape est la translocation du polymére a travers
la membrane. Il est alors libéré dans 1’espace extracellulaire. La dernieére étape permet
I’assemblage de plusieurs polyméres en microfibres cristallines (LE ROUX, 2012).
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Figure 6: Schéma général de la biosynthése de la chitine dans les systémes
biologiques (SANTOS ET AL., 2020).

2 Généralités sur les crustacés

Les crustacés sont des organismes appartenant a I’embranchement des arthropodes, dont
le corps est revétu d’un exosquelette chitinoprotéique appelé exocuticule et souvent imprégné
de carbonate de calcium (AJEAGAH ET AL., 2018). Les 27 000 espéces qui composent la
classe présentent une grande diversité de formes et de modes de vie : on les trouve en mer, en
eau douce et dans le milieu terrestre. Elles sont libres et mobiles ou fixées sur un support inerte
ou vivant. Certaines sont parasites ou commensales d'autres animaux (ADDA-HANIFI, 2007).

2.1 Morphologie générale des crevettes

Les crevettes sont des organismes de taille variant de quelques millimétres a environ 35
cm de longueur (KONAN, 2009). Ce sont des métazoaires a symétrie bilatérale ayant le corps
métamérisé Les crevettes ont le corps comprimé latéralement, le rostre denté ou inerme
(FISCHER ET AL., 1981). Selon ces mémes auteurs, elles ont 1’abdomen plus long que le
céphalothorax contrairement aux écrevisses. Le corps des crevettes est recouvert d’une carapace
chitino-protéique rigide imprégnée de calcaire. 1l est divisé en trois parties : le céphalon ; le
thorax et I’abdomen segmenté et terminé par un telson ou une queue. Le céphalothorax
correspond a la fusion de métameéres, et ne présente plus de segmentations extérieurement
décelables. 1l porte cing paires de pattes marcheuses ou "péréiopodes”, une paire d'antennes,
une paire d'antennules, une paire d'écailles antennaires, ainsi que trois paires d'appendices
destinés a la prise de nourriture et a la mastication (mandibules, maxillules et maxilles).
(GOARANT, 2000).
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Figure 7: Morphologie externe d'une crevette Pénéide (GOARANT, 2000).

3 Procéde d’extraction de chitine et du chitosane
3.1 Procédé chimique :

Les méthodes chimiques de préparation du chitosane comprennent principalement trois étapes
de réaction (KOU ET AL, 2021)

1. Lademineralisation (la grande majorité de la littérature récente fait état de I'utilisation
de HCI a des concentrations allant jusqu'a 10% p/v pour éliminer le CaCO3 dans la
coquille en réagissant pendant 2 a 3 heures sous agitation),

2. La déprotéinisation [élimination des protéines et des autres substances organiques], la
chitine en réagissant avec une solution alcaline chauffée, telle qu'une solution aqueuse
de NaOH de 1 % a 10 % (p/p) a des températures de 65 a 100 °C pendant 0,5 a 12 h],

3. Ladésacétylation [conversion de la chitine en chitosane en utilisant une solution alcaline
chauffée de 40 % a 50 % (p/p), par exemple une solution de NaOH.

3.2 Procédé biologique

La méthode d'extraction biologique implique l'utilisation de micro-organismes qui
produisent des enzymes et des acides organiques a un co(t relativement faible, avec un
processus plus propre et plus vert, favorisant la production de chitine de qualité (Santos et
al,2020). Le mécanisme se déroule en trois étapes (YOUNES ET RINAUDO, 2015).

1. La déprotéinisation enzymatique Les protéases impliquées dans le processus
d'élimination des protéines tel que papaine, la trypsine, la pepsine, l'alcalase et la
pancréatine

2. Ladémineralisation par I'acide lactique produit par des bacteéries.
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3. Déacétyclation par la chitine déacétylase enzyeme produit par des bactéries.

Chemical Biological
treatments Seafood waste treatments
Acid treatment Demineralization Organic acids

Alkali
treatment Protease
Alkali Chitin
treatment deacetylase

Figure 8: Production de chitine et de chitosan par des traitements chimiques et biologiques
(SANTOS ET AL,2020).

4 Production mondiale du chitosane

La production de chitine se situe en majorité en Asie-Pacifique. Les coproduits de
crustacés y sont disponibles et la législation liée au retraitement des effluents est peu
contraignante. En 2004, on répertoriait 63 producteurs de chitine ayant une place importante
sur le marché, dont la moitié en Asie (LE ROUX,2012). Le Japon est le premier producteur
(FAO, 2009).

La demande connue en chitine en 2015 était de plus de 60.000 T. La production
mondiale de cette méme année a été d’environ 28.000 T. Le marché mondial des dérivés de la
chitine devrait atteindre 63 milliards de dollars (www.sflyproteins.fr).

Les applications globales du marché du chitosan incluent le traitement de I’eau, les aliments et
les boissons, les cosmétiques, 1’industrie (bioplastiques...), la biomédecine et les produits
pharmaceutiques, 1’agrochimie et d’autres

En constante que production mondiale de chitosane augmente, avec une demande
croissante pour les applications dans [lindustrie pharmaceutique, I'agriculture et
I'environnement. Les propriétés antibactériennes et antifongiques du chitosane ouvrent
également de nouvelles perspectives dans la lutte contre la pollution de I'eau et la production
d'emballages alimentaires durables. La recherche et I'innovation continuent de s'intensifier dans
la production et la purification de cette substance précieuse pour répondre a cette demande
croissante (RINAUDO, 2006).
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Figure 9: production et demande mondiale de chitine(www.sflyproteins.fr).

5 Les caractéristiques physicochimiques de chitine et du chitosane

5.1 Solubilité du chitosane

Le chitosane présente des propriétés de solubilité complexes qui dépendent de plusieurs
facteurs. En raison de sa structure polycationique, le chitosane est généralement insoluble dans
I'eau. Cependant, sa solubilité peut étre modifiée en ajustant différents parametres
expérimentaux tels que le degré de déacétylation, le poids moléculaire et le pH de la solution
(HU ET AL., 2020), la solubilité du chitosane peut étre améliorée dans des milieux acides
grace a la protonation des groupes amino présents dans sa structure. De plus, des études
montrent que la solubilité du chitosane peut étre influencée par la présence d'ions ou de
composés spécifiques dans le milieu (NEZHAD ET AL., 2019). Ces facteurs peuvent étre
utilisés pour ajuster les propriétés de solubilité du chitosane en fonction des besoins spécifiques
des applications envisagées. Cependant, il convient de noter que la solubilité du chitosane reste
un domaine de recherche actif, avec des études en cours pour mieux comprendre les
mécanismes sous-jacents et développer des méthodes de solubilisation plus efficaces
(RINAUDO, 2006). La compréhension approfondie de la solubilité du chitosane est essentielle
pour son utilisation dans divers domaines tels que I'agroalimentaire, la biotechnologie et la
pharmacie.

5.2 Poids moléculaire du chitosane

Le poids moléculaire (MW) est I'un des parametres les plus fondamentaux dans la
caractérisation d'un polymere. Le poids moléculaire du chitosane peut étre déterminé par des
méthodes telles que la chromatographie, la diffusion de la lumiere et la viscosimétrie (ZADEH,
2018).
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A l'instar de sa composition, le chitosane est un biopolymeére de haut poids moléculaire
varie selon la source du produit brut utilisée ainsi que la méthode de préparation. En général,
les hautes températures et les conditions drastiques peuvent provoquer la dégradation du
chitosane, induisant ainsi la diminution de son poids moléculaire (AILI, 2020).

5.3 Le degré de Désacétylation (DD)

Le degré de désacétylation (DD) représente la proportion d'unités amine-D-glucosamine
par rapport au nombre total d'unités glycosidiques. DA et DD sont reliés par 1’équation
(ZEMMOURI, 2008).

DD =1-DA

Le DD est un parametre structural qui influence les propriétés physico-chimiques telles
que la masse moléculaire en poids, viscosité, solubilité, la charge globale et la réactivité, les
propriétés mécaniques, le degré de déacétylation du chitosane varie entre 56 et 99% avec une
moyenne de 80%, dépendamment des especes et des méthodes de préparation (BEN DHIEB,
2014).

Diverses méthodes ont été développées afin de déterminer le degré de désacétylation il
s’agit de (ZEMMOURI, 2008) :

- Le titrage potentiométrique (ou volumétrique)
- La spectrométrie infrarouge (IR)

- La spectrophotométrie ultraviolette visible (UVVIS), I’analyse élémentaire
- Larésonance magnétique nucléaire (RMN)

5.4 La viscosité

Les chitosanes a masse moléculaire élevée donnent généralement des solutions trés
visqueuses, souvent non souhaitables pour la manipulation industrielle. Certains facteurs au
cours du traitement, tels que le degré de désacétylation, le poids moléculaire, la concentration
de la solution, la force ionique, le pH et la température, affectent la viscosité du chitosane. Cette
derniere diminue avec une durée accrue de déminéralisation (MOORJANI, 1975). Pour du
chitosane dans l'acide acétique, la viscosité a tendance a augmenter avec la diminution du pH,
alors qu’elle diminue avec la diminution du pH dans le HC1 (DESBRIERES, 2002).

Pour mesurer la viscosité des solutions de chitosane on utilise la viscosimétrie capillaire
qui consiste a déterminer la viscosité intrinseque de la solution diluée de polymeére qui est liée

a la masse molaire moyenne viscosimétrique du polymeére par 1’équation de Mark-Houwink
(PAYET, 2005) :

[n] = kMv

Chapitre IT Chitosane
20

——
| —



Extraction de chitine et du chitosane a partir des déchets marins (crustacés décapodes) M.FRITEL 2023

5.5 Cristallinité

La cristallinité est également un parametre important car elle permet de contréler un
certain nombre de propriétés comme les propriétés de gonflement dans I'eau [33]. Généralement
la cristallinité est déterminée par des mesures de diffraction de rayons X ou par résonance
magnétique nucléaire (RMN). En effet, le chitosane est généralement un matériau semi
cristallin (ESSABTI, 2018).

L’état cristallin du chitosane dépend aussi des procédés d’obtention, des études ont montré la
dépendance de la cristallinité du degré d’acétylation : le taux de cristallinité ainsi que la taille
cristalline augmentent avec le DA (HIJAZI, 2014).

6 Les caractéristiques biologiques du chitosane
6.1 La biodégradabilité

En général, les polysaccharides sont dégradés par hydrolyse enzymatique. Le chitosane
n'échappe pas a la regle. Aucune dégradation appréciable n'est notée dans les milieux neutres
sans enzymes et a température ambiante (73,74). Le chitosane non modifié chimiquement est
considéré comme étant un polymere biodégradable, aprés biofrag-mentation enzymatique par
des chitosanases. Il est également considéré comme biocompatible voire comestible. Apres
évaluation de la cytotoxicité des matériaux a base de chitosane, aucune cytotoxi-cité vis-a-vis
des kératinocytes et des fibroblastes n'a été relevée, confirmant ainsi la biocompatibi-lité de ce
type de matériaux (CRINI ET AL., 2009).

6.2 La biocompatibilité

La biocompatibilité est une fonction indispensable des biomatériaux pour leurs
applications dans le domaine biomédical. Elle réside dans leur capacité a ne pas produire
d'effets toxiques ou nuisibles sur les systémes biologiques. 187. 188 Cette fonctionnalité peut
inclure d'autres aspects des biomatériaux tels que la cytocompatibilité, la non-toxicité...
(DIALLO, 2018).

Plusieurs études sont rapportées dans la littérature sur l'usage du chitosane seul ou lié a
d'autres polymeres synthétiques ou biologiques. Sa biocompatibilité a fait I'objet de plusieurs
investigations (CHELLAT, 1999).

6.3 L’activité antimicrobien

Le chitosane présente une activité antimicrobienne face aux différents groupes de
microorganismes, bactéries, virus, champignons, et levures (PEREZ-MATEQOS, 2009). C’est
la raison pour laquelle on I'utilise comme additif de conservation afin d’éviter la détérioration
des aliments et la prolifération bactérienne (Benhamou, 2012). La taille des oligomeres de
chitosane joue un réle important dans I’induction de résistance. Ainsi, des oligomeéres de 7 a 12
unités sont plus performantes en termes d’activité antimicrobienne (PEREZ-MATEQOS, 2009).
L’interaction entre les microorganismes et le chitosane dépend d’une part de [’espece
microbienne, et d’autre part du type et de la concentration en polymeres, NO ET AL. (2002)
ont rapporté que le chitosane ayant un degré de désacétylation de 75% a permis une meilleure
activité antimicrobienne contre des bactéries Gram-positives et des bactéries Gram-négatives
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comparativement aux chitosane avec un degré de désacétylation de 90% et 50% (BENABBOU,
2009).

6.4 L’activité antifongique

Plusieurs études ont démontré I'efficacité du chitosane comme agent antifongique. Par
exemple, une étude publiée dans le journal Carbohydrate Polymers a montré que le chitosane
avait une activité antifongique contre différentes souches de Candida, un genre de champignon
souvent impliqué dans les infections fongiques chez I’homme (FAWZYA ET AL, 2019). De
méme, une autre étude publiée dans le journal International Journal of Biological
Macromolecules a montré que le chitosane avait une activité antifongique contre des souches
de Fusarium, un genre de champignon qui affecte les plantes et les animaux (YIEN ET AL.,
2012).

En outre, le chitosane présente des avantages par rapport aux antifongiques
conventionnels tels que I'amphotéricine B et le fluconazole, car il est moins toxique et a une
action plus ciblée sur les cellules fongiques (RABEA ET AL., 2003). Le chitosane peut
également étre utilisé en combinaison avec d'autres agents antifongiques pour potentialiser leur
activité. En somme, les propriétés antifongiques du chitosane en font une option prometteuse
pour le développement de nouvelles thérapies antifongiques (SHIH ET AL., 2019).
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Figure 10: Mécanisme proposé de I'activité antifongique du chitosane (KULAWIK ET AL,
2020).

Chapitre II Chitosane
22

——
| —



Extraction de chitine et du chitosane a partir des déchets marins (crustacés décapodes) M.FRITEL 2023

6.5 Effet antioxydant

Le chitosane et ses dérivés peuvent étre utilisés pour retarder ou prévenir 1’oxydation
d’autres composés, principalement les graisses (lipides), ce qui évite a I’aliment de rancir.
Encore une fois, son role est d’extraire et de fixer les métaux, et/ou de se combiner aux lipides.
Son efficacité dépend de sa concentration et du type de chitosane utilisé. Des exemples peuvent
étre trouves dans la littérature sur la capacité du chitosane a réduire 1’oxydation lipidique dans
la chair de poisson, des produits de la péche, et dans les viandes. Le chitosane permet par

exemple d’extraire le fer qui est responsable des mauvaises odeurs dans les viandes (PEREZ-
MATEOQOS, 2009).

7 Domaines d’applications

Le chitosane présente des propriétés physico-chimiques et biologiques qui
permettent d'envisager son utilisation pour de nombreuses applications dans les domaines du
biomédical, la cosmétique, I'agroalimentaire, I'agriculture mais aussi le traitement de 1’eau
(WLODARCZYK, 2015).
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Figure 11: L’évolution des domaines d’application pour lesquels le chitosane est employé (LE
ROUX,2012).

7.1 Domaine pharmaceutigue et médical

Récemment, 1’utilisation de vecteurs colloidaux fabriqués a partir de polysaccharides
hydrophiles comme le chitosane s’est imposée comme une alternative prometteuse pour
améliorer le transport de molécules a travers les membranes biologiques. En étudiant les
systemes de relargage controlé a base de chitosane, des chercheurs ont prouvé qu’en plus de sa
biocompatibilité, sa biodégradabilité et sa faible toxicite, le chitosane excellait a améliorer le
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transport de produits actifs a travers les membranes cellulaires. Dans ce contexte, le chitosane
a été utilisé pour la préparation de microcapsules et de microsphéres encapsulées avec des
protéines, des enzymes, I'ADN et des cellules, en tant que systéme de libération nasale de
I'insuline (BENBETTAIEB, 2015).

7.2 Traitement des eaux

Le chitosane a également été étudié pour son potentiel dans le traitement de l'eau en
raison de ses propriétés de liaison aux métaux lourds et aux contaminants organiques. Des
études ont montré que le chitosane peut étre utilisé comme un adsorbant efficace pour éliminer
les métaux lourds tels que le plomb, le cuivre et le cadmium de I'eau (GUPTA ET AL., 2010).
En outre, le chitosane a été trouvé pour étre efficace dans I'élimination des polluants organiques
tels que les composés phénoliques, les herbicides et les pesticides de I'eau (WANG ET AL.,
2017). Le chitosane peut étre utilisé sous forme de granules, de membranes ou de revétements
pour la purification de I'eau. Les membranes de chitosane sont souvent utilisées pour la filtration
de I'eau en raison de leur perméabilité sélective et de leur capacité a éliminer les impuretés sans
altérer la composition chimique de l'eau (LEE ET AL., 2013). En outre, les granules de
chitosane peuvent étre utilisés pour le traitement des eaux usées industrielles, ou ils peuvent
réduire la concentration de polluants organiques et inorganiques dans I'eau (ELTAWEIL ET
AL., 2021).

Tableau 2 : applications du chitosane dans le domaine de I’environnement (ALJAWISH,

2013).
Champ d’application Application
Traitement de I’eau potable Ingénierie de I'eau (coagulation /floculation,
filtration, adsorption)

Traitement des eaux usées Agent coagulant

Traitement des eaux de piscines Agent chélatant de cations

Chélation de métaux lourds Réduction des métaux toxiques et radio-
isotopes

Récupération de métaux précieux Récupération de métaux réutilisables

Décoloration des eaux Enlévement du fer et du manganese des
piscines

Filtration membranaire Agent décolorant

Traitement des boues Agent déshydratation des boues
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7.3 Agriculture

Le chitosane, est de plus en plus utilisé comme un agent biostimulant dans le domaine
agricole. Sa capacité a améliorer la croissance des plantes, augmenter leur résistance aux
pathogénes et améliorer la qualité des récoltes en font un choix attrayant pour les agriculteurs
soucieux de l'environnement. Des études ont montré que l'application de chitosane sur les
cultures de tomates peut augmenter la résistance de la plante au mildiou et a la pourriture grise,
tout en améliorant la qualité et la quantité de la récolte (EL HADRAMI ET AL., 2010).

Le chitosane a été étudieé comme un additif pour améliorer I'efficacité des fertilisants et
des pesticides. Des études ont montré que le chitosane peut augmenter I'adhérence des
pesticides aux plantes, prolongeant ainsi leur efficacité et réduisant la nécessité d'applications
répétées (KASHYAP ET AL., 2015). Le chitosane peut également agir comme un activateur
pour les engrais, en améliorant leur absorption par les racines et en stimulant la croissance des
plantes (Chavan et Deshpande, 2013). En outre, I'application de chitosane sur les cultures peut
stimuler les processus biologiques dans le sol, augmentant ainsi la disponibilité des nutriments
pour les plantes (RAFIEE ET AL., 2016). Cependant, il est important de noter que la qualité
et la concentration du chitosane sont des facteurs critiques pour son efficacité en tant qu'additif
pour les fertilisants et les pesticides. Des eétudes ont montré que des doses élevées de chitosane
peuvent inhiber la croissance des plantes, tandis que des doses trop faibles peuvent ne pas étre
suffisamment efficaces (BAUTISTA-BANOS ET AL., 2006). Par conséquent, une utilisation
judicieuse et régulée de chitosane est importante pour maximiser ses avantages tout en
minimisant ses effets indésirables

Tableau 3 : applications du chitosane dans le domaine agricole (CRINI, 2006, 2000).

Enrobage de semences (encapsulation)

Immobilisation cellulaire (horticulture)

Fongicide (bio-pesticide)

Fertilisant

Protection des cultures

Traitement des sols

Controdle des métaux essentiels a la croissance des plantes

Alimentation animale et vaccination animale

7.4 Agroalimentaire

Dans les industries alimentaires, 1’utilisation du chitosane n'est pas encore généralisée, a
I'exception des pays asiatiques comme le Japon ou de nombreux produits alimentaires enrichis
en chitosane (nouilles, pate de soja) sont trouvés. Aux Etats-Unis, le chitosane est utilisé comme
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ingrédient fonctionnel et comme film comestible pour protéger les aliments. En Europe, la
réglementation sur l'utilisation du chitosane dans le domaine alimentaire est encore restrictive,
il est utilisé comme un complément alimentaire (ALJAWISH, 2013). Les propriétés
antioxydantes de l'extrait de chitosane sont d'un grand intérét pour l'industrie alimentaire,
puisqu'il peut étre utilisé comme additif naturel en raison de la tendance croissante a remplacer
les antioxydants synthétiques par des antioxydants naturels (YOUCEFI ET RAIZI, 2012). Les
applications du chitosane dans le domaine agroalimentaire sont décrites dans le Tableau :

Tableau 4 : applications du chitosane dans le domaine agroalimentaire (ALJAWISH, 2013).

Additifs (liant, émulsifiant, stabilisant, épaississant, de conservation)

Clarification, désacidification et détoxification on des boissons et des liquides alimentaires
Activité antibactérienne (préservation des aliments) enrobage alimentaire
Effet antioxydant (prévention de I'oxydation)

Formation de films (emballage)

7.5 Cosmétique

Dans le domaine cosmétique, les propriétés filmogenes et cationiques du chitosane sont
exploitées dans de nombreuses cremes ou lotions de soin pour les cheveux ou la peau. Un
nombre croissant de produits a base de chitosane arrivent sur le marché. On peut citer en
exemple les pommades ou les cremes antifongiques, antidermatoses ; les cremes amincissantes
ou le chitosane peut servir de vecteur ; les cremes revitalisantes, raffermissantes ; ou tout
simplement des cremes hydratantes (DESBRIERES, 2002).

Tableau 5 : applications du chitosane dans le domaine de la cosmétique (CRINI, 2006).

Rétention (humidité), agent hydratant (humidifiant)

Agent anti-électrostatique (propriétés de gainage)

Agent épaississant (gélifiant), agent stabilisant (émulsion), agent de liaison
Agent antiallergique

Agent fongicide et bactéricide (propriétés antimicrobienne)

Relargage d'ingrédients, surfactant

Crémes de soins, hydratantes, cicatrisantes, anti-age (crémes antirides)

Filtres solaires
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MATERIEL

1 Echantillonnage
1.1 Les Sortie en mer

Dans le but de collecter des espéces de crustacés non calibrés interdit de
commercialisation et jetés par les chalutiers riches en chitine pour I'extraction de chitosane, un
échantillonnage ¢’est effectué sur deux sorties en mer par le biais du navire MOULAY dans la
région de Ghazaouet a Tlemcen.

Les sorties s'est déroulée a bord d'un chalutier spécialement équipé pour cette tache. Le
navire, d'une longueur de 24 metres et d'une capacité de 40 tonneaux, était propulsé par un
moteur de 500 kW, assurant une puissance adéquate pour mener a bien les opérations de péche.

Le départ de la premiére sortie a eu lieu le 5 mars 2023, vers 22 heures, dans des
conditions météorologiques favorables. A 23 heures, nous avons procédé a la mise a I'eau du
chalut semi-pélagique, un engin de péche spécifique pour cibler les especes du font et de
démersale désirées. La zone de péche choisie pour cette opération d'échantillonnage était
principalement la péche cotiére, située entre les coordonnées géographiques suivantes :
35°06.001'N, 02°04.239'W et 35°07.264'N, 01°56.625'W. Cette zone présentait des
profondeurs variantes entre 28 brasses et 32 brasses, offrant un habitat propice aux espéces de
crustacés recherchées.

La deuxieme sortie a eu lieu le 12 mars 2023, dans lesquelles nous avons apporté
guelques modifications a notre approche pour cibler d'autres espéces de crustacés. Le départ a
été effectué vers 20 heures, afin de profiter des conditions propices a la péche. Vers 22 heures,
cependant, nous avons changé la position géographique pour cibler des espéces de crustacés
différentes. La zone de péche sélectionnée pour cette deuxieme sortie s'étendait entre les
coordonnées géographiques suivantes : 35°15.432'N, 01°55.101'W et 35°14.890'N.

Figure 12: Navire MOULAY 1 (Original 2023).
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La sélection de ces zones de péche cotiére était basée sur des considérations telles que
les habitats favorables aux crevettes et la disponibilité des ressources nécessaires a leur survie.
De plus, elle offrait des opportunités de collecte pratiques et efficaces tout en minimisant les
Impacts environnementaux potentiels.

Figure 13: Marsupenaeus japonicus Figure 14: Palaemon serratus
(Original 2023). (Original 2023).

1.2 Matériel biologique utilisé pour I’extraction
Les co-produits issue de la biomasse des crustacés récupérés lors des deux sorties en
mer nous ayant servi de mati¢re premiere pour ’extraction de la chitine et du chitosane.

1.3 Souches bactériennes utilisées

Staphylococcus aureus ATCC 6538 et Escherichia coli ATCC 25922 ont été utilisées dans
la présente étude. Le tableau suivant exprime : le milieu de culture, la température de croissance
et le temps permettant a atteindre la phase exponentielle de chacune des souches.

Tableau 6 : Milieu de culture, température de croissance et temps d’incubation des souches

utilisées.
Température
Souches Référence Milieu de culture de€ croissance
BHI (réf. 804251,
Laboratoire de )
Escherichiacoli  yecherche LAMAABE, ~ Laboratoire 37°C
Conda S.A
Tlemcen '
ATCC 25922 Madrid, Spain)
BHI (réf. 804251,
Staphylococcus Laboratoire de Laboratoire
aureus ATCC  recherche LAMAABE, Conda S.A, 37°C
6538 Tlemcen Madrid, Spain)
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1.4 Les milieux de cultures utilisés

Les souches pathogénes, Escherichia coli ATCC 8739 et Staphylococcus aureus ATCC
6538, ont été réactivées et cultivées en utilisant 9 ml de bouillon de cceur-cervelle BHI (Brain
Heart Infusion : réf. 804251, Laboratoire Conda S.A, Madrid, Espagne) a partir de précultures.
L'incubation a été effectuée a une température de 37 °C pendant 24 heures.

Un milieu Mueller-Hinton (réf. TM 325, TITAN BIOTECH LTD, Rajasthan, Inde) a
pH 7,3 £ 0,2 avec une gelose molle a été utilisé. Pour évaluer la sensibilité des bactéries
sélectionnées aux extraits de chitosane provenant de carapaces de crevettes, Ces milieux de
culture ont été stérilisés dans un autoclave (SANOclav) réglé a 121 °C pendant 15 minutes.

1.5 Matériel animal

Les rats utilisés dans cette étude étaient des rats Albino Wistar. Ce sont des mammiferes
de I’ordre des rongeurs, largement utilisés dans divers domaines de recherche. De sexe féminin,
non gestants, pesant environ 250 + 50 g. Ces rats ont été soumis a une période d’adaptation de
45 jours environ, Ils avaient un acceés libre a la nourriture fournie par une société locale de
production d'aliments pour souris et rats (SARL, Bouzeréah, Alger) ainsi qu'a de I'eau minérale
(Nestlé). Les rats étaient maintenus dans un environnement a température constante de (22 + 3)
°C et soumis a un cycle de lumiére de 12 heures suivi de 12 heures d'obscurite.

l'||||| ot
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Figure 15: Lot de rats witar (original 2023). Figure 16 : photo d’un rat wistar (original 2023).
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1.6 Conditions d’adaptation des rats

Des rats en bonne santé ont été acquis auprés de I'animalerie des labos de la recherche
biologie et chimie de I'université de Tlemcen. Ils ont été logés dans des cages en plastique
grillagées équipées de mangeoires et d'abreuvoirs. Les rats ont été maintenus dans des
conditions environnementales standard comprenant une température ambiante de 25 °C, une
humidité ambiante de 40 a 70% et un cycle lumiere/obscurité de 12 heures.

La cage a été changée quotidiennement tout au long de I'expérience afin de maintenir
une hygiéne optimale pour les rats, en remplacant les copeaux de sciure. Les animaux ont été
nourris avec un régime alimentaire standard sous forme de croquettes, et I'eau stérile

2 Meéthodes:
2.1 Prétraitement des carapaces de crevettes
Aprés échantillonnage et collecte de crustacés, nous avons procédé a la préparation des
carapaces pour I'extraction du chitosane.
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Tout d'abord, chaque crevette a été soigneusement décortiquée afin de retirer tous les
visceres. Cette étape était cruciale pour obtenir des carapaces de qualité optimale, sans aucun
résidu biologique indésirable. Ensuite, les carapaces ont été minutieusement lavées a l'eau du
robinet pour éliminer les impuretés et les contaminants potentiels. Une fois nettoyées, les
carapaces ont été disposées dans un espace de sechage spécialement aménagé. Nous avons
choisi de les laisser sécher naturellement, en les exposant a I'air ambiant pendant une période
déterminée (12 heures) selon (P. PADIDA ET AL., 2020). La phase de séchage pour éliminer
toute humidité résiduelle et garantir la stabilité des carapaces avant le traitement ultérieur. Une
fois les carapaces complétement séchées, elles ont été soumises a une étape de broyage. Pour
ce faire, nous avons utilisé un broyeur spécifique adapté au traitement des matériaux durs tels
que les carapaces de crustacés. Les carapaces ont été introduites dans le broyeur, qui les a
réduites en une poudre fine et homogéne. Ensuite, afin d'obtenir une poudre de chitosane de
granulométrie uniforme, nous avons passé la poudre obtenue a travers un tamis a porosités
différentes entre Imm et 80um de diameétre. Cela nous a permis de sélectionner les particules
de la taille souhaitée, éliminant ainsi les éventuels agglomérats ou fragments indésirables. La
poudre de carapaces de crustacés obtenue apres le broyage et le tamisage a été considérée
comme préte pour le traitement ultérieur. Elle constitue la matiere premiére a partir de laquelle
nous avons extrait le chitosane.

Toutes les étapes de manipulation des carapaces et de traitement du matériel biologique
ont été effectuées dans des conditions strictes d’hygiéne et de sécurité, en suivant les bonnes
pratiques de laboratoire pour éviter toute contamination croisée ou altération des échantillons
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Figure 17: les etapes de prétraitements des carapaces de crevettes (originals, 2023).

1 : Carapaces lavées. 2 : séchage. 3 : broyage. 4 : carapaces séchées. 5 : tamisage. 6 : farine de carapaces
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2.2 L’extraction de chitine / chitosane
L'extraction de chitosane a partir des carapaces de crevettes a été réalisée en suivant un
processus en trois étapes : la déminéralisation, la déproteinisation et la déacétylation.

> Déminéralisation

Dans le but d’obtenir de la chitine brute, nous avons mélangé le produit broyé
issu du prétraitement a une solution d’acide chlorhydrique HCI 2N dans un rapport
1/10 (p/v) du solvant (Al Shagsi et al. 2021) puis 1’ensemble est soumis a une
agitation pendant 30 min a une température de 50°C afin d’éliminer les sels
minéraux. La solution est ensuite filtrée et lavée plusieurs fois avec de I’eau distillée
jusqu’a neutralisation et séchée a 1’étuve a 45°C pendant 24 heures.

> Déproteinisation
La chitine brute provenant de 1’étape précédente a fait 1’objet d’un traitement par
une solution d’hydoxyde de sodium a 60% en masse dans un rapport 1/10(p/v)
(ALDILA ET AL. 2020) L’ensemble est soumis a une agitation pendant 1 heure a
une température de 90°C pour retirer les protéines des carapaces.

Le mélange ainsi obtenu, est filtré puis lavé plusieurs fois avec 1’eau distillée pour éliminer
les résidus de NAOH. Aprés un séchage a température ambiante, nous obtenons une chitine
déprotéinée

> Déacetylation
Dans ce cas la chitine obtenue est mise en contact avec une solution dhydroxyde de
sodium NaOH 50% en masse a une température de 130 °C, pendant 30 min dans un
rapport 1/10. Le produit obtenu est ensuite filtré et lavé plusieurs fois avec 1’eau
distillée et séché a température ambiante. Le produit obtenu est le chitosane de
couleur blanchatre (NO ET AL. 2002).

la figure suivante représente les deux phases de production de la chitine puis sa
transformation en chitosane a partir de la farine de carapace a 300 um. Puis le tableau suivant
indique le Protocol expirimental que nous avons procédé basant celui de (Youcefi et Riazi,
2015).
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Figure 18: les etapes Production de chitine puis transformation en chitosane
(originals, 2023).

1 : étape déminéralisation. 2 : étape de déprotéinisation. 3 : étape de désacétylation.

2.3 Rendement:
Aprés obtention du poids sec de la chitine ainsi que celui du chitosane pour notre
expérimentation, nous avons calculé le rendement a 1’aide des équations suivantes (SHIN ET

AL., 2019) :

o poids de chitine
Rendement en chitine (%) = (— - ) x 100
poids de la farine des carapaces de crevettes

) poids du chitosane
Rendement en chitosane (%) = ( - — ) % 100
poids de chitine
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2.4 Solubilisation du chitosane

Une quantité de 0,5 g, 1 g et 2 g de poudre de chitosane a été dissoute dans 100
ml de solution d'acide acétique contenant 1% (v/v) d'acide acétique (LUKMAN ET AL.,
2021). Ensuite, le mélange a été agité pendant 4 a 8 heures sur une plaque chauffante
réglée a une température de 70 °C.

2.5 L’Enrobage

On a mis en place un test d'enrobage par le chitosane a une concentration de 1%
sur deux types de fruits (XING ET AL., 2010). A savoir la tomate, et la fraise. Les
échantillons ont été gardées a une température ambiante entre 20°C- 25°C. L'objectif
principal de cette expérimentation était de surveiller les éventuelles altérations des
moisissures sur les fruits par inspection visuel pendant différents durées suite a I'enrobage
avec le chitosane, tout en évaluant I'efficacité de ce dernier en tant qu'agent bio-
préservateur.

2.6 Fabrication de bioplastique

Aprés avoir effectué la solubilisation directe, nous avons procédé a la formation
d'une membrane a base de chitosane. Les solutions ont été autoclavées a 120°C pendant
15 minutes, puis versées dans des boites de Pétri a raison de 1 ml par cm? dans des
conditions d'asepsie. Ensuite, les solutions ont été séchées dans une étuve a 50°C pendant
72 heures, (DUTTA ET AL, 2004) Pendant le processus de séchage, I'eau contenue dans
les solutions s'est évaporée progressivement, permettant la formation d'une membrane
solide a base de chitosane. La température de séchage de 50°C a été choisie pour favoriser
I'évaporation de I'eau tout en préservant les propriétés structurelles et fonctionnelles de la
membrane.

3  Teste in-vitro
3.1 Revivification des souches

Les souches identifiées auparavant et conservées sur milieux spécifiques (géloses
inclinés) ont été revivifiées sur bouillon nutritif.

La revivification consiste a prendre quelques colonies des tubes contenant les souches
conservées et les mettre dans un tube a essai stérile contenant 5ml de Bouillon nutritif
préalablement préparé. Apres incubation a 37°C (température optimale de croissance de
ces bactéries) pendant 24 heures, la croissance est appréciée par I’apparition d’un trouble
dans le milieu.

3.2 Purification des souches

L’étape de purification consiste a réaliser un isolement par stries a partir du bouillon
d’enrichissement sur géloses spécifiques prealablement coulées sur des boites de pétri
(milieu Chapman pour Staphylococcus aureus, milieu Mc-Conkey pour Escherichia coli,
et gélose Mossel pour Bacillus cereus). L’incubation est réalisée a 37°C pour toutes les
souches isolées et ce pendant 24 heures.
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L’obtention de colonies de méme taille et de méme aspect apres étuvage, renseignent
sur la pureté des souches. Cette pureté est confirmée par observation microscopique
apres coloration de Gram.

3.3 Conservation des souches

La conservation des souches purifiées peut étre de courte ou de longue durée. Une
conservation de courte durée se fait par ensemencement d’une colonie sur une gélose
solide et incliné spécifique & la souche. Apreés incubation pendant 24 heures a 37°C, ces
derniers seront conservés a 4°C pendant quelgques semaines.

Une conservation de longue durée permet quant a elle une préservation des souches allant
de quelques mois a quelques années. Dans ce type de conservation deux cryoprotecteurs
additionnés aux milieux de culture peuvent étre utilisés. Ce sont soit le glycérol ou le
DMSO (diméthylsylfoxyde). La conservation est faite a -20°C.

3.4 Activité antimicrobienne

Nous avons utilisé la méthode de contact direct avec un milieu gélosé
(BOUSMAHA ET AL, 2007), avec quelque modification. Deux solutions de chitosane
ont été préparées dans de I'acide acétique a 1% (v/v) a des concentrations de 1 et 2% (p/v)
Pour cela, nous avons mélangé 15 ml de milieu de culture BHIB avec 1,5 ml d'une
solution de chitosane (2%, 1%) dans une boite de Petri. Par la suite, nous avons déposé
des disques imprégnés de Staphylococcus aureus a une concentration de 10° UFC/ml  sur
le milieu gélosé. Les boites de Petri ont ensuite été placées dans une étuve a une
température de 37 °C pendant une période de 24 heures. Cette étape avait pour but
d'évaluer I'activité antibactérienne du chitosane.

3.4.1 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

L'effet antibactérien du chitosane a différentes concentrations (1% et 2%) sur
Staphylococcus aureus ATCC 6538 et Escherichia coli ATCC 25922 a été évalué en
déterminant la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) a I'aide de la méthode de micro-
dilutions en bouillon, similaire a celle utilisée par Lima en 2020. Les deux concentrations
de chitosane ont été diluées dans du DMSO pour obtenir des concentrations allant de
(0,2%,0,5%,0,8%.1%, 2%.) Des plaques a 96 puits de la marque Iwaki (Asahi Techno
Glass, Japon) ont été préparées de la maniere suivante : 100 ul de bouillon BHI, auxquels
ont été ajoutés 100 pl des dilutions en série préalablement préparées, ainsi que 100 ul de
I'inoculum bactérien. Deux séries de puits ont été réservés en tant que témoins : un témoin
négatif avec 300 ul de milieu de culture stérile et un témoin positif contenant un
antibiotique (amoxicilline g). Les series de puits ont été testées deux fois pour assurer la
reproductibilité des résultats. Aprés 24 heures d'incubation a 37 °C, la CMI a été définie
comme la plus faible concentration de chitosane capable d'inhiber totalement la
croissance bactérienne, c'est-a-dire lorsque I'on observe une absence totale de turbidité.
La turbidité a été évaluée par spectrométrie a l'aide d'un lecteur de microplaques, et une
Concentration Minimale Bactéricide (CMB) a également été déterminée.
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3.4.2 Determination des concentrations minimales bactéricides (CMB)

La CMB est définie comme la concentration la plus faible de I'antibiotique qui
détruit 99,9%de la concentration cellulaire finale. Aprés la détermination de la CMI,
les deux puits contenant les concentrations en substance antibiotique strictement
supérieures a la CMI vont servir pour la détermination de la CMB.

Pour ce faire, un échantillon de 20ul de chaque puits (ne présentant pas de
croissance) vont étre transférés dans des boites de Peétri contenant du milieu Muller
Hinton Agar (MHA). Les boites sont incubées dans une étuve a 35°C pendant 20h.
Cette technique nous permet de Vérifier si les cellules sont viables et cultivables. La
boite de la CMB renferme un nombre de colonies inférieures a 3.
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1 Rendement massique de chitine et de chitosane

Les résultats obtenus dans notre étude montrent que la chitine et le chitosane
extraits présentaient une couleur blanchétre avec des nuances orangées pour la chitine et
une teinte blanc pale pour le chitosane (figure 25).

Le rendement en chitine était de 48% et celui en chitosane était de 46% apres les
étapes de déminéralisation, déprotéinisation et désacétylation. En comparaison avec une
étude antérieure menée par SHIN ET AL. (2019), qui mentionnait des rendements de
chitosane issus de homards et de crabes variant entre 74,3% et 74,6%, on observe une
différence significative, nos rendements semblent relativement plus faibles. Ces résultats
suggerent que la source de la chitine utilisée dans notre étude ou les méthodes d'extraction
spécifiques peuvent avoir influencé les rendements obtenus. Il est possible que la
dépolymérisation du chitosane, la perte de masse de I'échantillon due a I'élimination
excessive des groupes acétyle pendant la désacétylation et la perte de particules de
chitosane lors du lavage puissent expliquer ces rendements inférieurs (HOSSAIN ET
IQBAL, 2014).

Figure 19: la chitine et le chitosane (original,2023).
1 : chitine. 2 : chitosane.

Tableau 7 : Rendements des différentes étapes d’extraction et de transformation de la
chitine en chitosane.

Déminéralisation Déprotéinisation Désacétylation

Rendement (%) ‘ 53,7% 48% 46%

2 Solubilité du chitosane

La solubilisation du chitosane a 1% dans l'acide acétique a 1% a révélé des
résultats tres prometteurs dans notre essai (figure26). Nous avons observé une texture
liquide a faible viscosité, indiquant une solubilité presque totale des particules de
chitosane. Ces résultats sont en accord avec les propriétés connues du chitosane, Par
exemple, une étude menée par Meng, et al.,2020 a rapporté des résultats similaires lors
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de la solubilisation du chitosane dans des solutions d'acide acétique a différentes
concentrations. De plus, une étude complémentaire réalisée par Savitri et al 2014 a
démontré une solubilisation réussie du chitosane dans des milieux acides, y compris
I'acide acétique. Ces constatations concordantes renforcent la validité de nos résultats et
confirment I'efficacité de l'acide acetique comme agent de solubilisation pour le
chitosane.

Figure 20: chitosane soluble a 1% et 2% (original, 2023).

3 L’enrobage
3.1 L’enrobage de la fraise

Les résultats de l'altération par la moisissure des fraises stockées pendant 8 jours
a température ambiante (20-25 °C) sont présentés dans la (Figure27).

L'effet du chitosane enrobage sur I'apparition de I'infection fongique a été évalué
en comparant les fraises enrobées avec les fraises non enrobées. Les fraises non enrobées
ont commencé a se décomposer a partir du troisieme jour de stockage, avec 40% des fruits
présentant des signes d'infection fongique. En revanche, lors de l'inspection visuelle,
aucun signe de pourriture fongique n'a pu étre détecté sur les fraises enrobées pendant les
trois premiers jours de stockage. Apres six jours de stockage, on observe que seulement
20% des fruits enrobés ont été infectés par des moisissures, tandis que prées de 75% de
fruit non enrobé a montré des signes d'infection fongique. En outre, au huitieme jour de
stockage, les fraises enrobées ont montré une incidence d'infection fongique de 35%,
tandis que les fraises non enrobées ont atteint une incidence élevee de 90%. Ces résultats
confirment que le chitosane a prolongé la durée de vie des fraises et amélioré leur capacité
de conservation en réduisant l'infection fongique. Il convient de souligner que ces
résultats sont cohérents avec d'autres études similaires qui ont également montré I'effet
bénéfique du chitosane enrobage sur la conservation des fruits. Par exemple, I'étude de
BENHABILES ET AL (2013) a rapporté des résultats similaires pour les fraises enrobées
avec du chitosane.
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Figure 21: I’etat des fruits apres 8 jours (originals, 2023).

1 : fruit enrobé. 2 : fruit enrobé aprés 8 jours. 3 : fruit non enrobé. 4 : fruit non enrobé apreés 8 jours.

3.2 Enorobage de tomate

Les résultats des altérations de moisissure et altération physique des tomates
stockés pendant 25 jour a température ambiante (20-25 °C) sont présenté dans la figure
28.

L’effet du chitosane sur I’apparition de moisissure et sur la rigidité des tomates a
été évalué en comparant entre tomate enrobé et tomate non enrobé. La tomate non enrobée
a commencé a se détérioree des le Seme jour par une apparition d’une petite infection
fongique par apport la tomate enrobée qu’elle reste intacte avec aucune altération sur le
plan physique, Lors de 11°™ jour infection fongique, elle commence a s’élargir et
apparaitre dans plusieurs places avec une perte de partielle de fermeté, tandis que la
tomate enrobée elle n’a eu aucun changement physique remarquable. Aprés 25jour le
témoin il devient a un état presque moisi avec une perte du poids liée principalement a la
respiration et I’évaporation de 1’humidité a travers la peau (AYRANCI ET TUNC,
(2003). Tandis que I’échantillon enrobé a commencé a perdre sa dureté et son poids
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environ 8%. Ces résultats sont en accord avec d'autres études qui ont également démontré
I'effet protecteur du chitosane comme 1’étude menée par BENHABILES ET AL 2013
montre que les fruits enrobés ont perdu 11% du poids apres 29 jour et une diminution de
la fermeté dés le 17eme jour ce qui est similaire avec notre essai. Nous avons conclu que

le chitosane a 1% peut prolonger la durée de conservation des tomates et le maintien de
la rigidité et la prévention de l'altération de la moisissure.

E I B . 6

Figure 22: I’état des tomates pendant 25jour (originales, 2023)

1 : tomate enrobée. 2 : tomate enrobée apres 11jour. 3 : tomate enrobée apreés 25 jours.
4 : tomate non enrobée. 5 : tomate non enrobée aprés 11jour. 6 : tomate non enrobée apreés 25 jour.
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4 Fabrication de bioplastique

Les films de chitosane obtenus avec une belle apparence lisse et transparente
témoignent d'un processus de formation réussi (figure 29). Ces caractéristiques visuelles

indiquer une structure homogene et une bonne qualité de film. Ces résultats sont cohérents
a d'autres études sur les membranes a base de chitosane.

Figure 23 : photo de film formé a base de chitosane (originale, 2023).
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5 In-vitro
5.1 Pouvoir antibactérien du chitosane
L'étude sur le pouvoir antibactérien du chitosane a utilisé deux souches
pathogenes Staphylococcus aureus ATCC 29213 et Escherichia coli ATCC 25922
pour évaluer son efficacité contre ces bactéries les résultats sont présentés dans la
figure 30.

Figure 24 : photo illustrant la présence des zones de proliférations de 1’effet de
chitosane sur les souches (originales, 2023).

1 : témoin du s. aureus. 2 : s. aureus+ chitosane 1%. 3 :s. aureus+ chitosane 2%.
4 :témoin du E. coli. 5 : E. Coli + chitosane 1%. 6 : E. Coli+ chitosane 2%.

Les résultats de I'étude ont montré une inhibition de la prolifération bactérienne
pour deux concentrations de chitosane, soit 1% et 2%. Dans le cas de Staphylococcus
aureus, aucune prolifération bactérienne n'a été observée avec les deux concentrations
de chitosane, ce qui signifie qu'il y avait une zone d'inhibition compléte de la
croissance bactérienne autour des disques imprégnés. Pour Escherichia coli, une faible
prolifération bactérienne de 1 mm a été observée avec une concentration de chitosane
de 1%, tandis qu'aucune prolifération n'a été observée avec une concentration de
chitosane de 2%, indiquant une inhibition plus prononcée de la croissance bactérienne.
En comparant avec des témoins (sans chitosane) qui ont eu une prolifération
bactérienne importante entre 13 et 14 mm autour les disques des deux souches.

Ces résultats suggerent que le chitosane a une activité antibactérienne plus
significative contre Staphylococcus aureus que contre Escherichia coli, et que des
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concentrations plus élevées de chitosane conduisent & une inhibition plus efficace de
la prolifération bactérienne (L1 ET ZHUANG, 2020). Cette inhibition est due a deux
mécanismes principaux ont été suggérés pour expliquer Il'inhibition des cellules
microbiennes par le chitosane. D'une part, la nature polycationique du chitosane
interfére avec le métabolisme bactérien par empilement électrostatique a la surface des
cellules des bactéries (CHUNG ET AL., 2004). L'autre est le blocage de la
transcription de I'ARN a partir de I'ADN par I'adsorption du chitosane pénétré sur les
molécules d'ADN. Dans ce mécanisme, le poids moléculaire du chitosane doit étre
inférieur a une certaine valeur critique (W5000 Da) pour pouvoir pénétrer dans la
cellule (BENHABILES ET AL, 2012).

Lorsqu'on compare nos résultats avec ceux de I'étude de SHIN ET AL., (2019),
nous observons une similitude dans I'inhibition de la croissance bactérienne gréace a
I'utilisation du chitosane. Notre étude démontre une absence de prolifération
bactérienne autour des disques imprégnés par la solution bactérienne. Nos résultats
sont aussi en accord avec l'étude NO ET AL, (2002) qui a évalué l'activité
antibactérienne sur 11 bactéries et ils ont montré que le chitosane a des effets
bactéricides sur 11 bactéries notamment Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

Tableau 8 : I’effet du chitosane sur la prolifération pour les deux souches.

Les concentrations
De chitosane 0%

Les souches (Témoin)

Les zones de prolifération

Staphylococcus aureus 13+1mm Omm Omm
Escherichia coli 14+1mm  1+0,25m Omm
m

5.2 Deétermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) correspond a la concentration la plus
basse d'un agent antimicrobien qui empéche toute croissance observable d'un micro-
organisme sur un milieu de culture apres une période d'incubation de 24 heures. La CMI
est un indicateur important de I'efficacité d'une substance antimicrobienne pour inhiber la
croissance d'un micro-organisme donné (Murray et al 2018).

Les résultats de notre étude, utilisant la méthode de la Concentration Minimale
Inhibitrice (CMI), confirment le pouvoir antibactérien du chitosane envers les souches
bactériennes E. coli et S. aureus. Nous avons observé des résultats positifs envers les deux
souches, la concentration minimale inhibitrice de chitosane est de 0, 4 et 0,2% pour S.
aureus, et E. coli respectivement. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Tahtat
et al (2021), qui ont egalement démontré I'efficacité antibacterienne du chitosane contre
S. aureus. De plus, Beaulieu (2007) a souligné I'effet bactéricide de différentes
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concentrations de chitosane sur des colonies de staphylocoques dorés et d'E. coli, avec un
taux d'inhibition de 99%.

5.3 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)
Les concentrations minimales bactéricide (CMB) de [l'extrait étudié vis-a-vis
d’Escherichia coli, et Staphylococcus aureus sont mentionnées dans le tableau :

Tableau 9 : I’effet bactéricide du chitosane sur les deux souches E. coli et S. aureus

Les concentrations
De chitosane

Les souches
CMB
Staphylococcus aureus 0.40%
Escherichia coli 0.20%

Les résultats obtenus montrent que 1’effet bactéricide du chitosane était important contre
la souche E. coli et S. aureus a une concentration de 0.2% ce qui est en concordances
avec ceux de YOUCEFI & RIAZI, (2015), qui ont élucidé I'efficacité antimicrobienne
du chitosane contre Staphylococcus aureus.
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Cette étude avait pour objectif principal de valoriser des co-produits de la
biomasse marine non exploitée a travers I'extraction du chitosane. Les résultats obtenus
ont permis d'évaluer les propriétés antibactériennes du chitosane, a la fois in vitro et in
vivo, et de démontrer son potentiel dans la fabrication de bioplastiques et dans la
préservation des fruits.

L'activité antibactérienne du chitosane a été confirmée par le test de contact direct
avec le milieu gélosé BHIB et I'estimation de la Concentration Minimale Inhibitrice
(CMI) et de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB). Les résultats ont démontré
que le chitosane avait un effet inhibiteur sur les deux souches bactériennes testées, a
savoir S. aureus ATCC 6538 et E. coli ATCC 25922. Aucune prolifération bactérienne
n'a été observée autour des disques imprégnés par I’inoculum. Notant que les valeurs de
CMI obtenues pour le chitosane étaient de 0,2% pour E. coli et 0,4% pour S. aureus,
respectivement. Ces valeurs confirment I'efficacité du chitosane a inhiber la croissance
bactérienne. De plus, une Concentration Minimale Bactéricide (CMB) a été déterminée
pour confirmer que le chitosane était également capable de tuer les bactéries.

Le test de fabrication de bioplastiques a base de chitosane a donné des résultats
prometteurs, avec I'obtention d'un bioplastique présentant une belle apparence et une
structure homogene.

Les résultats ont démontré que I'enrobage par le chitosane a eu un effet bénéfique
sur la durée de conservation des fruits.

Suite & l'administration de chitosane les résultats du test antibactérienne in-vivo
suggerent que le chitosane a des effets bénéfiques sur la santé des rats traités en termes
d'amélioration des parametres sanguins et de restauration des tissus affectés par une
infection bactérienne avec une diminution significative de la charge bactérienne

L'évaluation de la toxicité du chitosane aux doses de 0,5¢ ,19,1,5g et 2g n'a révélé
aucun signe de toxicité significative.
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Abstract

The aim of the work is to exploit the co-products of organic waste (decapod crustaceans) from fishing activities. This is achieved by
using a chemical process to extract chitosan from this waste, demonstrating its antibacterial properties both in vitro and in vivo. The study
involves assessing the toxicity of chitosan on Wistar rats by taking histological sections of the liver, kidney and intestine and analysing
haematological parameters. At the same time, we also carried out trials aimed at producing a biofilm and coating fruit and vegetables with
chitosan. Antibacterial activity was assessed using the direct contact method with an agar medium, and the results showed an absence of
proliferation of Staphylococcus aureus and Escherichia coli strains, with a minimum inhibitory concentration (MIC) of 0.2 and 0.4% for
Staphylococcus aureus and Escherichia coli respectively. The same concentrations were found for MBC. The results show the power of
chitosan to extend the shelf life of tomatoes and strawberries, and its ability to form smooth, attractive films. The in vivo study on antibacterial
activity was carried out on 3 batches of 5 rats, a control batch, a batch infected with staphylococcus aureus and a batch infected and treated
with chitosan. The enumeration results showed a reduction in the bacterial load, with an improvement in haematological parameters. The
chitosan toxicity study was carried out on 5 female Wistar rats, which were given progressive doses of 500, 1000, 1500 and 2000 mg/kg/day
by gavage for 4 weeks respectively. There were no significant differences in behaviour or external appearance, body weight and food
consumption between control and treated rats, with no significant differences in haematological and histopathological parameters.

Key words : Chitosan, Waste, antibacterial effect, Pollution and Toxicity.

Résumé

L'objectif du travail est de valoriser les coproduits des déchets organiques (crustacés décapodes) provenant de I'activité de péche. Cela
est réalisé en utilisant un procédé chimique pour extraire le chitosane de ces déchets, en démontrant ses propriétés antibactériennes a la fois in
vitro et in vivo. L'étude comporte, I'évaluation de la toxicité du chitosane sur des rats Wistar en réalisant des coupes histologiques sur le foie,
rein et intestin et en analysant des paramétres hématologiques. En paralléle, nous avons également effectué des essais visant a fabriquer un
biofilm et a enrober des fruits et des Iégumes par le chitosane. L'activité antibactérienne a été évaluée en utilisant la méthode de contact direct
avec un milieu gélosé, les résultats ont montré une absence de prolifération des souches de Staphylococcus aureus et Escherichia coli, avec
une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 0,2 et 0,4% pour Staphylococcus aureus et Escherichia coli respectivement, Les mémes
concentrations ont été trouvés pour la CMB. Les résultats montrent le pouvoir du chitosane a prolonger la durée de vie des tomates et des
fraises, et sa capacité de former des films lisse et de belle apparence. L’étude in vivo sur I’activité antibactérienne a porté sur 3 lots des 5 rats,
un lot témoin, un lot infecté par staphylococcus aureus et un lot infecté et traité par le chitosane, les résultats du dénombrement montrent une
diminution de la charge bactérienne, avec une amélioration dans les parametres hématologiques il a été constaté que le chitosane favorise la
récupération des tissus et réduction des inflammations. L’éftude to toxicité du chitosane a été réalisée sur 5 rats Wistar de sexe féminin, qui
ont regu par gavage des doses progressives 500, 1000,1500, 2000 mg/kg/par jour pendant 4 semaines respectivement. 1l n'y a pas eu de
différences significatives dans le comportement ou I'apparence extérieure, le poids corporel et la consommation de nourriture entre les rats
témoins et les rats traités, avec aucune différence significative dans les paramétres hématologiques et histopathologiques.

Mots clés : Chitosane, Les déchets, pouvoir antibactérien, Pollution et Toxicité.



