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RESUME

Dans cette étude la chitine a été isolé a partir de I’exosquelette, de deux
arthropodes : crevette et criquet et la plume d’'un mollusque : le calamar. Dans un
premier temps la matiére premiére a subi une déminéralisation a I'HCIl. Une
déprotéinisation chimique a été suivi a 'NaOH ou enzymatique a la protéase. Le
rendement massique d'extraction par voie chimique le plus élevé de la chitine a été
obtenu a partir de 24,48 % (plumes de calamars). Pour les crevettes et les criquets,
les rendements massiques de chitine étaient respectivement de 12 % et de 8,75 %.
Le rendementle plus élevé est a I'hydrolyse enzymatique (30%). La chitine extraite a
été caractérisée par deux analyses: FTIR, qui nous a montré que la chitine des
crevettes et des criquets est de type alpha par contre la chitine des calamars est de
type beta, cette technique nous a permis aussi de calculer le DDA et le DA des
chitines extraites. Le degré d’acétylation (DA), était de 59,75 % pour les crevettes,
64,03 % pour les plumes de calamars et 60,69 % pour les criquets. Le deuxiéme
analyse c’est le microscope électronique a balayage (MEB), qui nous a montré que
la structure de la chitine extraite par les crevettes est granuleuse et un peu fibreuse,
et la chitine extraite a partir de plume de calmar a une structure fibreuse, et par
rapport a la chitine de criquet sa structure est caractérisée par la présence des
nanofibres etdes granules et des pores.

La chitine a été transformée par la suite en chitosane par la réaction de
désaceétylation. Par ailleurs, des tests anti-microbiens ont été effectués par des
dilutions de chitosane sur: E.coli, staphylococcus aureus, et le champignon
aspergilus. Les résultats ont montré des zones d’inhibition sur E. coli et
staphylococcus aureus etpas sur le champignon aspergillus.

En conclusion, notre travail a permis de mettre en évidence que le criquet constitué
une bonne source de chitine qui peut étre exploitées dans les recherches des

bioproduits anti-microbiens.

Mots clés : Chitine, chitosane, exosquelette, criquet, crevette, plume de calamar,
activité antimicrobienne, FTIR, MEB.



ABSTRACT

In this study the chitin was isolated from the exoskeleton, from two arthropods:
shrimp and cricket and the feather of a mollusc: the squid. At first the raw material
underwenta demineralization with HCI. Chemical deproteinization was followed with
NaOH or protease enzymatic. The highest chemical mass extraction efficiency of
chitin was obtained from 24.48% (squid feathers). For shrimp and locusts, the mass
chitin yields were 12% and 8.75%, respectively. The highest yield is enzymatic
hydrolysis (30%). The extracted chitin was characterized by two analyses: FTIR,
which showed us that chitin of shrimp and locusts is alpha type whereas chitin of
calamatri is beta type, this technique also allowed us to calculate the DDA and DA of
the extracted chitines. The degree of acetylation (DA) was 59.75% for shrimp,
64.03% for squid feathers and 60.69% for locusts. The second analysis is the
scanning electron microscope (SEM), which showed us that the structure of chitin
extracted by shrimp is granular and a bit fibrous, and chitin extracted from squid
feather has a fibrous structure, and compared to chitin cricket its structure is
characterized by the presence of nanofibres and granules and pores.

Chitin was subsequently converted to chitosan by the deacetylation reaction. In
addition, anti-microbial tests were carried out by dilutions of chitosan on: E.coli,
staphylococcus aureus, and the fungus aspergilus. The results showed inhibition
zoneson E. coliand staphylococcus aureus and noton the aspergillus fungus.

In conclusion, our work has shown that cricket is a good source of chitin that can be

used in research on anti-microbial bioproducts.

Keywords: Chitin, chitosan, exoskeleton, cricket, shrimp, squid feather, antimicrobial
activity, FTIR, MEB.
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Introduction

INTRODUCTION

La découverte de la chitine est généralement attribuée a la fois a BRACONNOT
Henri directeur du jardin botanique de Nancy en 1811 aprés isolement a partir de
champignons supérieurs. le chitosane a été évoqué pour la premiéere fois en 1859
par ROUGET lorsqu'il a porté a ébullition une solution de chitine avec de I'hydroxyde
de potassium concentre [1].

Actuellement, les sources de chitine les plus courantes et les plus recherchées sont
les mollusques (en particulier les crustacés) et d’autres invertébrés aquatiques. La
quantité de mollusques et de crustacés disponibles est évidemment limitée par la
quantité de déchets alimentaires qui est autorisée, c’est donc une ressource limitée.
Par conséquent, les insectes sont les meilleurs choix puisque, sur 1,3 million
d’espéces dans le monde, 900000 sont des insectes, ce qui en fait 'espece la plus
abondante au monde [2].

Il existe de nombreuses études de I'extraction de chitine sont été réalisées sur les
carapaces de crevette et les plumes de calamars. Dans notre étude on a cherché a
extraire la chitine a partir de criquet, Parce qu’il est souvent excédentaire aux
criquets, surtout dans notre pays, et au lieu de la perdre, nous pouvons I’exploiter a
notre avantage.

La chitine est trés bien connue, Apres la cellulose, la chitine est le biopolymere le
plus répandu danslanature [3,4].

La chitine et ses dérivés ont une grande valeur économique en raison de leurs
activités biologiques [3]. Il a également trouvé de larges applications biomédicales
telles que I'ingénierie tissulaire, 'administration de médicaments, le pansement des
plaies, le diagnostic de cancer, etc. La majorité de ces applications polyvalentes
viennentde sa non-toxicité, biocompatibilité et biodégradabilité [5].

La chitine et ses dérivés suscitent un grand intérét pour les cosmétiques grace a
leurs propriétés antioxydantes et antimicrobiennes [6].

La procédure pour la production de ce biopolymere comprend la déminéralisation et
le processus de déprotéinisation, puis chitosane est produit par désacétylation de
chitine [7].

L’objectif principal de cette étude est d’exploiter les criquets comme source principale
de chitine car notre pays ainsi que les pays de I'Afrique du Nord sont menacés

parfois par une probable invasion des criquets donc au lieu perdre le déchet pour
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rien on a Cherché a extraire et de bénéficier de cette chitine et la comparer avec la

chitine des crevettes et des calamars.

Ce travail s’organisera en 4 chapitres :

Le premier chapitre fait I'état de la revue bibliographique concernant les
sources naturelles de chitine en général et de criquets en particulier, Nous
présenterons ensuite les différentes applications de chitine dans le domaine
de la santé.

Le deuxieme chapitre présente le matériel et méthodes sur les criquets, les
déchets de crevette et les plume de calmar, et aussi les expériences
effectuées concernent Spectre FTIR et I’'analyse ultrafine du chitine etl’activité
antibactérienne etantifongique du chitosane.

Le troisieme chapitre représente les résultats de recherche (les tableaux, les
graphes et les figures).

Le quatrieme la discussion que nous avons obtenue et a la fin on retrouve une

conclusion ainsi que les perspectives préconisées pour cette thématique.
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I. Sources naturelles de la chitine

Les arthropodes (crustacés, insectes, arachnides), comptant plus de 106 espéces
qui constituenten particulierune source abondante de la chitine [8].

La chitine est un polymere, constituant le principal élément de I'’exosquelette des
invertébrés marins [4].

La chitine est présente par exemple dans les crevettes, les homards, les crabes,
les langoustines, les calamars, les insectes (blattes, fourmis) ou encore les algues,
les levures et les champignons [9].

Le pourcentage de chitine varie de 7 % chez le Barnacle (Lepas anatifera) et a 36
% chez les écrevisses (Astacus fluviatilis). Parmi les céphalopodes, I'os de seiche
(Sepia officinalis) contient 20 % de a-chitine et le calamar (Loligo vulgaris) 40 % (voir
Tab. 1). Chez les mollusques bivalves, I'a-chitine forme avec les protéines un
complexe orienté de fagon définie, distribué dans I'axe et sur le bord de la coquille.
La chitine joue un rdle dans des forces mécaniques servant a intégrer les régions
flexibles et a coordonnerle changementau cours de la formation de coquille.

Chezles champignons, la chitine estrencontrée dans la membrane cellulaire. Elle
est organisée sous forme de microfibrilles de 10-25 nm de diamétre, et de 2-3 um de
longueuraléatoirement orientées. Ce biopolymere est lié par des liaisons covalentes
avec d’autres polysaccharides tels que le glucane, formantainsi un complexe chitine-
glucane. Des études sur les basidiomyceétes ont rapporté que la chitine constitue 8 a
19 % du mycélium, alors que le chitosane ne dépasse guére 1 %. La chitine est
présente également dans le mycélium d’ascomycéte Aspergillus niger (42 % de
chitine et 11 % de chitosane). Chez le zygomyceéte, Rhizopus oryzae, le chitosane
constitue 14 % alors que chez Mucor rouxii, le pourcentage est variable entre 8,9 et
35 %. Les estimations montrent que 3,2 x 104 tonnes de chitine peuvent étre
produites annuellement dans la filiére de la culture des champignons comestibles. Il
fautretenir que la source majeure du chitosane vendu commercialementprovient de
la désacétylation de la chitine obtenue a partir des crustacés [9].

La production de la chitine et de chitosane provient, en effet, des crevettes et des
crabes qui représentent les deux sources naturelles les plus abondantes en
polymére. Ce sont donc des produits d’origine animale. Néanmoins, de nouvelles
voies alternatives sont apparues comme par exemple la production de biopolymeres

a partir de cultures de moisissures (Aspergillus niger) [9].
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Tableau 01 : les sources naturelles de la chitine [9].

Sources Sites de presence Chitine (%)
Arthropodes :
» Crustacés (crevette) > Exosquelettes,
» Insectes » cuticules 2-72
» Arachnides » membranes
Mollusque: > dents,
» Seiche » stomata 6-40
» Pieuvres /calmars » plumes
» Polyplacophores » Tube 33
» Cnidaires » Capsulesd’oeufs, 3-30
» membrane
Annélides: » Soies 0.2-38
» Sangsue
» Lombric
» Brachiopodes » Cuticules, 4-29
» coquilles
» Champignons > Paroi cellulaire, /
> tige, /
> spore /
» Algues » Paroi cellulaire Faible

Il. Les insectes en tant que source naturelle de chitine

Par « insectes », on entend des insectes a n’importe quel stade de développement,
tel qu’'un stade adulte, larvaire ou un stade de nymphe. De préférence, les insectes
mis en ceuvre dans le procédé selon linvention sont comestibles. Plus
particulierement, les insectes peuvent étre choisis parmi le groupe constitué par les
coléopteres, les diptéres, les l|épidopteres, les orthopteres, les isopteres, les
hyménopteres, les blattopteres, les hémyptéres, les hétéropteres, les
éphémeéroptéres et les meécoptéres, de préférence, parmi les coléopteres, les
diptéres, les orthoptéres et les Iépidopteres [10].

Plus préférentiellement, les insectes sont choisis parmi le groupe constitué par

Tenebrio molitor, Hermetia illucens, Galleria mellonella, Alphitobius diaperinus,
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Zophobas morio, Blattera fusca, Musca domestica, Chrysomya megacephala,
Locusta migratoria, Schistocerca gregaria, Acheta domesticus et Samia ricini, et plus
préférentiellementencore, T. molitor [11].

Une ou plusieurs especes d’insectes peuvent étre utilisées dans le procédé selon
'invention, de préférence une seule espéce d’insecte. Si plusieurs espéces sont
utilisées, on choisira avantageusement deux espéces proches telles que par
exemple, Hermetia illucens et Musca domestica.

Les insectes doivent étre élevés et non prélevés de la nature. L’élevage des
insectes dans une ferme spécifique permet non seulement de contréler et d’éliminer
les risques associés aux maladies véhiculées par des insectes, mais également de
limiter les risques associés a la toxicité des produits alimentaires dérivés des
insectes due par exemple a la présence d’insecticides. En outre, I'élevage permet de
contréler la qualité de I'approvisionnement en insectes et de limiter les colts

d’approvisionnement [10].

lll. Les criquets en tant que sources de chitine
l1.1. Cycle évolutif de criquet pélerin

Le Criquet pelerin, comme tous les autres acridiens, passe par trois stades
successifs : I'ceuf, la larve (ou nymphe) et I'ailé (voir Fig 01). Les ceufs sont pondus
par les femelles. Lors de I'éclosion, naissent de jeunes criquets dépourvus d’ailes,
appelés larves. Les larves se débarrassent de leur cuticule cing a six fois pendant
leur développement et leur taille s’accroit a chaque fois. Ce processus s’appelle la
mue et la période qui sépare deux mues successives s’appelle un stade. La derniére
mue, du stade larvaire 5 (ou 6) dépourvu d’ailes a I'imago, ou ailé, s’appelle la mue
imaginale. Le nouvel ailé, appelé « jeune ailé », doit attendre le séchage et le
durcissement de ses ailes avant de pouvoir voler. Les ailés ne muent pas et leur
taille ne s’accroit donc pas mais leur poids augmente progressivement. Les ailés qui
peuvent voler sont, au départ, sexuellement immatures. Quand ils deviennent

sexuellement matures, ils peuvents’accoupleret pondre des ceufs [11].
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Figure 02 : la durée de chaque stade de cycle biologique [12]

[.2. Anatomie de criquet pélerin
Chaque adulte mesure 70 mm de longueur environ (les males sont plus petits que
les femelles) et pése approximativement 2 grammes. Chez les insectes le corps

comprend trois parties bien distinctes : la téte, le thorax et 'abdomen [14].



Chapitre | Etude bibliographique

Téte Thorax Abdomen

e, ——

o, r————

Meso. eta- » Aile antérieure
e e Aile postérieure
A Cerque

Antenne _1

Qeil
compose

Tympan DessinHBIODIDAC!

Figure 03 : 'anatomie de criquet [14]

IV. La cuticule en tant que source de chitine

Les cuticules de crustacés sont constituées de chitine, protéines et minéraux
(essentiellement le carbonate de calcium). Les proportions sont variables selon les
especes. Le tableau 2 illustre les quantités de chitine et de carbonate que I'on peut
trouver selon la source. Les ressources traditionnellement exploitées pour extraire la
chitine, sont composées de 15 a 40 % de chitine, 20 a 40 % de protéines et 20 a 50
% de carbonate de calcium (en poids sec). Pour une espece donnée, la répartition
est plus stable [15].

Tableau 02 : Quantités de chitine et de carbonate de calcium [15].

Source Chitine (%) CaCo03 (%)
Cuticule de | 15-30 40-50

crabe 30-40 20-30
Cuticule de | 20-30 20-25
crevette 20-40 Négligeable
Cuticule de | 3-6 85-90
bouquet

Plume de calmar | 5-25 Négligeable
Coquille d’huitre/ | 10-25 Négligeable
palourde

Cuticule

d’'insectes

Paroi de cellule

fongique
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IV.1. Composition biochimique de la cuticule

La cuticule est la composante la plus externe des insectes, elle couvre toute la
partie externe du corps de ces invertebrés mais il est également présent dans
certaines parties internes du corps des insectes, couvrant les invaginations
ectodermiques, telles que la partie frontale, postérieure et le systeme trachéal.

La cuticule est composée de trois couches : Epicuticule, Exocuticule et
endocuticule [17].

e L’épicuticule, qui est la couche la plus fine et la plus externe de la cuticule
(inférieure a 4 mm) ; cette couche est imperméable a I'’eau et comporte une
couche de cire imperméabilisante, ainsi que des protéines et de la chitine, en
guantité moindre.

e L|’exocuticule, qui est la couche intermédiaire de la cuticule ; elle est
composée essentiellement de protéines durcies, les tannées, qui sont
responsables de la rigidité de la cuticule, de chitine et éventuellement de
mélanine.

¢ L’endocuticule, qui estune couche fine, flexible, constituée d’'un mélange de
protéines et de chitine [10].

Ceux-ci different dans leur composition. L’exocuticule et I'endocuticule sont
considérés comme une structure chitineuse alors que I'épicuticule ne contient pas
de quantités importantes de chitine. En tout, il est estimé que la cuticule présente

chezles insectes peut présenter environ 20 a 50% de son poids sec [17].
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Figure 04 : Représentations schématiques de la structure hiérarchique des

cuticules chez les arthropodes et la structure multicouches de chitine [17]
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IV.2. Composition chimique de la chitine

La chitine (C8H1305N)n estle deuxiéme biopolymere le plus abondantau monde,
un polysaccharide polymérique alongue chaine [5].

C’est un polymére constitué d'unités de répétition N-acétylglucosamine avec des
liaisons B-(14) [18].

La présence des groupements acétamide confére a la chitine des fonctions
biologiques telles que la biodégradabilité et la biocompatibilité, ce qui fait de la
chitine un matériau fonctionnel de grande importance. La chitine est caractérisée par
une composition similaire a celle de la cellulose. Elle posséde également une grande
stabilité¢ structurale due a la présence de fortes liaisons hydrogene intra- et
intermoléculaires (Fig 05). Les principales caractéristiques d’'un lot de chitine sont
son degré d’acétylation et sa cristallinité. Ces paramétres sont importants car ils
conditionnentun nombre important de ses propriétés.

La chitine présente trois formes cristallines, a, B et y, qui different par I'arrangement
de la chaine polysaccharidique et par la disposition des liaisons hydrogéne. L’alpha-
chitine estlaforme la plus stable. Elle est caractérisée par des chaines antiparalléles
constituant une structure cristalline réguliere (Fig 06). Les liaisons hydrogéne
intermoléculaires conférentau polymére une grande stabilité vis-a vis des solvants et
des solutions aqueuses. Cependant, I'utilisation de solvants spécifiques tels que le
N, N-diméthylacétamide (DMAc) contenantde 5-10 % de LiCl et des solutions a base
de fluorine hexafluoroacétone et hexafluoro-2- propanol favorise la solubilisation de
I’alpha-chitine. Cette solubilité dépend égalementde la source du polymere.

Concernant la Beta-chitine, les macromolécules sont organisées sous un
arrangement parallele conduisant a des liaisons intermoléculaires de faible énergie.
Dans ce cas les groupes N-acétyle jouent le rdle d'espaceurs, facilitant I'accés aux
molécules d'eau, a des fins d’hydratation et de formation de gel. En opposition avec
I'a-chitine, la Beta-chitine a une grande affinité pourles solvants organiques etl’eau.
Elle se trouve essentiellement dans les épines des diatomées et 'endosquelette de
seiche.

La Beta-chitine a été identifiee dans les cocons des insectes. Elle est
principalementcomposée de 2 couches paralléles et 1 antiparalléle (Fig 06), sa force
et sa résistance sont plus proches du type Beta, les groupes N-acétyle jouant le

méme rble dans ces deux arrangements [8].



Chapitre | Etude bibliographique

3

NH
N

Cc=0
/
CH

Figure 05 : structure chimique de la chitine [19]

 J A \J A Yy ¥y vy Y \J Yy v

a-chitin B-chitin y-chitin

Figure 06 : Représentation des trois formes allomorphes de chitine dans la
Nature [6]

V. Réle de chitine chez les criquets

La chitine et ses modifications influencent fortement la structure de I'exosquelette
ainsi que les fonctions physiologiques de l'insecte. Les tendons internes et les
cellules épithéliales spécialisées appelées "cellules tendineuses" qui provie nnent de
la couche externe des cellules épidermiques fournissent des sites d’attachementaux
deux extrémités des muscles des membres adultes. Les processus membranaires
émanant a la fois des cellules tendineuses et musculaires s’interdisent
considérablement pour renforcer I'attachement des muscles a la matrice
extracellulaire (CME). Les ligands protéiques qui se lientaux complexes d’intégrines
lies a la membrane améliorent davantage I'adhérence entre les muscles et les
tendons. Les cellules tendineuses contiennent des réseaux de fibres de F-actine qui
contribuent a leur rigidité. Dans le cytoplasme des cellules musculaires, des
protéines comme le taline et d’autres protéines fournissent des sites d’attachement

pour l'actine cytosquelettique, augmentant ainsi la liaison et l'activation des

10
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intégrines pour coupler mécaniquement 'ECM avec l'actine dans les cellules

musculaires [19].

VI. Les applications de la chitine dans le domaine de santé
VI.1. Application dans le domaine médical

La chitine et le chitosane (produit a partir de la réaction d’acétylation de la chitine),
présentent d’excellentes propriétés biologiques, comme Ila non-toxicité, la
biodégradation, la biocompatibilité et 'immunologique, antibactérienne, cicatrisante.
Et l'activité hémostatique, dans la culture cellulaire, I'ingénierie tissulaire et
’administration de médicaments, puisqu’il est hautement biocompatible et
biodégradable dans un environnement physiologique [3].

Les applications biomédicales consistent en un systeme d’administration de
médicaments, l'ingénierie tissulaire, le pansement des plaies (peau artificielle) ;
diagnostic de cancer [5].

VI.1.1. Action immunologique

Stimulation de la chitine des cellules immunitaires innées et régulation des
réponses immunitaires allergiques adaptatives. Les dérivés de la chitine ou de la
chitine activent les macrophages pour exprimer un certain nombre de cytokines pro-
inflammatoires, de chimiokines (p. ex., GCP-2) et d’autres médiateurs (LTB4) par le
récepteur du mannose des macrophages, TLR-2 et récepteur de lectine de type C.
Ensuite, les éosinophiles, basophiles et neutrophiles recrutés par ces médiateurs
inflammatoires présentent des réponses allergiques de type Il par sécrétion de
cytokines Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) et d’autres médiateurs allergiques (histamines,
peroxidases). Ainsi, les éosinophiles et les basophiles induits par la chitine
ameéliorent davantage les réponses inflammatoires adaptatives Th2 induites par les
allergénes. D’autre part, de nombreuses études soutiennentégalement que la chitine
active les macrophages, les cellules NK et les neutrophiles pour produire des
cytokines de type | (TNF-a, IL-12, IL-1B et IFN-y), et supprime les réponses
immunitaires adaptatives de type Il induites parles allergénes.

TSLP induite par le chitosan I'expression a partir de cellules épithéliales, etinhibe
la polarisation Th2 par I'interaction des cellules dendritiques TSLP. L’effetdirect de la

chitine et dérivés de chitine surles cellules dendritiques reste a déterminer [20].

11
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Figure 07 : La chitine et ses effets sur les réponses inflammatoires et

Immunitaires [20]

VI.1.2. Lacicatrisation des plaies

Le chitosane en tant que biopolymére polycationnique a été considéré pour
I’application de pansementde plaie en raison de ses propriétés uniques souhaitables
telles que les antimicrobiens, anti-inflammatoire, faible immunogénicité, propriétés
tissulaires et antioxydantes.

Le chitosane et ses dérivés sont connus comme accélérateurs du processus de
guérison des plaies. lls peuventinfluencer la phase de ’hémostase en coagulantle

sang.
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Figure 08 : Mécanisme d’action du chitosane métallique nanocomposite dans

la cicatrisation des plaies [22]

Chitosane matrice dégrade et libere N-acétyl-glucosamine et D-glucosamine qui
aide dans sécrétion de cytokines pro-inflammatoires qui régule la prolifération des
fibroblastes et le dépbt de collagéne. Les ions métalliques libérés de la matrice

fournissenttour a tour des antimicrobiens effet par formation de radicaux libres [22].

VI1.1.3. Matériel de renforcement pour I'ingénierie tissulaire

L’'ingénierie des tissus artificiels représente des avancées majeures dans le
domaine biomédical, car elle aide dans les processus de reconstruction, favorisant
I’amélioration de la qualité de vie humaine. Elle implique la régénération de tissus
perdus ou endommagés en utilisant des biomatériaux associés a des facteurs
cellulaires ou de croissance [4].

En effet, les nanofibrilles de chitine peuvent étre utilisées comme matériau de
renforcement pour synthétiser des nanocomposites biodégradables, comme
échafaudages pour l'ingénierie tissulaire. Pour retrouver ou améliorer la
fonctionnalité, certains tissus ou organes doivent étre réparés ou remplacés par
I'implantation de substituts de tissus dans le corps. Le processus d’ingénierie

hY

tissulaire consiste a régénérer de nouveaux tissus qui se développent sur des
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biomatériaux servant d’échafaudage en présence de molécules bioactives comme
les cytokines et les facteurs de croissance. Pour obtenir des résultats approprié€s, les
echafaudages doivent étre congus avec une architecture appropriée pour déclencher
une réponse cellulaire souhaitable de l'organe ciblé. Si la structure des
échafaudages est comparable a la matrice extracellulaire native du corps humain,

elle augmente la différenciation etla prolifération de 'adhésion cellulaire[23].
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Figure 09 : Echafaudages de biocomposite a base de chitosane pour

'ingénierie des tissus osseux [24]

VI.1.4. Action antimicrobienne

De nombreuses études ont démontré que le chitosane a une importante activité
antimicrobienne. Cependant, le mécanisme réel d'inhibition n’est pas encore
entiérement compris. L’hypothése la plus plausible est une modification de la
perméabilité cellulaire due aux interactions entre le polysaccharide a charge positive
(chitosane a pH inférieur a 6,5) et la membrane a charge négative. Le mécanisme
sous-jacent a I'inhibition de la croissance bactérienne devrait étre que le polymére
chargé positivement se combine avec des composants anioniques tels que 'acide N

acétylmuramique, I'acide sialique et 'acide neuraminique, a la surface des cellules
[26].

VI.1.5. Action anti-tumorale
Les nanoparticules de chitosane ont un large éventail d’applications prometteuses

dans les effets anti-tumoraux, y compris le carcinome hépatocellulaire, le cancer

14
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gastrique, le cancer colorectal et le cancerdu poumon. Comme l'indique lafigure 10,
le chitosane a une activité antiproliférative contre les cellules tumorales, et le
chitosane induitune apoptose dans les cellules tumorales en diminuantla Bcl-2 et en
augmentant!’expression de la Caspase-3 (Fig 10 A).

Le carboxyméthylchitosan (CM-COS) améliore la viabilité des macrophages,
s’infiltre fortement dans le microenvironnement tumoral, produit des cytokines telles
que le TNF-a et I'lL-1, améliore la phagocytose et augmente les niveaux de NO. En
particulier, le CM-COS a des effets inhibiteurs sur les cellules de sarcome in vivo et
sur la croissance cellulaire du BEL-7402 in vitro, mais n’est pas significativement
toxique pour les cellules hépatiques normales (Fig 10 B).

En outre, le chitosane a un effetinhibiteur sur I'invasion des cellules tumorales et
les métastases.

Les métalloenzymes matriciels (MMP) sont impliqués dans la dégradation de la
matrice extracellulaire pendant I'invasion tumorale et la métastase, et le MMP -2 peut
coder une enzyme qui dégrade le collagéne de type IV. La surexpression du MMP -2
est une caractéristique importante du cancer gastrique, étroitement associée aux
métastases du cancer gastrique. Le chitosane peut réduire I'expression de la grappe
de différenciation 147 (CD147) et, par conséquent, du MMP-2, montrant ainsi une
inhibition dépendante du dosage des métastases des cellules cancéreuses
gastriques (Fig 10 C). L’angiogenése dans les tissus tumoraux peut étre liée a la
régulation ascendante de I'expression du MMP-9 conduisanta la libération du facteur
de croissance endothélial vasculaire (VEGF). La formation de nouveaux vaisseaux
sanguins dans les cellules tumorales est I'un des mécanismes de la métastase
tumorale agressive, et le VEGF et ses récepteurs sont des signaux régulateurs pour
'angiogenése. l'expression du VEGF était plus élevée dans les meétastases
pulmonaires que dans les tumeurs primaires. COS peut inhiber I'expression du
VEGF en supprimant I'expression du MMP9, inhibant ainsi 'angiogenése tumorale

pour supprimer I'invasion tumorale et les métastases [27].
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Figure 10 : Les effets anti-tumoraux du chitosane [26].

VI.2. Application dans le domaine cosmétique

La chitine et ses dérivés les plus importants, le chitosane, ont les propriétés
comme les propriétés fongiques, fongicides et la capacité de se dissoudre dans les
acides organiques, afin qu’ils puissent étre aussi bons candidats a des applications
cosmétiques. Utilisation cosmétique de la chitine et de ses dérivés dans les soins
des cheveux, buccodentaires et de la peau. Il a des propriétés : pour permettre la
souplesse des cheveux, la réduction de I’électricité statiqu e le traitement de I'acné le
maintien de I’hydratation de la peau et son teint. Ainsi, il est utilisé dans les crémes,
lotions et lotions permanentes, dentifrices, gommes a macher, ongles émail, fond de
teint, fard a paupieres, rouge a lévres, et dans les produits de la toilette aussi
plusieurs de ses dérivés sont utilisés comme vernis a ongles. lls peuvent également

étre utilisés pour prévenir 'endommagement des dents et la formation de plaque [5].
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I. Lieu et durée de la réalisation de la partie expérimentale

Notre étude a été réalisée de la période 7 juin 2022 & 31 juillet 2022 et a comporté

03 volets d’expérimentations :

() Extraction de la chitine apres déminéralisation, déprotéinisation et désacétylation,

réalisées au niveau du laboratoire de PFE, faculté SNV, université de Blida 1.

(I) Analyse de la chitine par FTIR, MEB, DRX au niveau du centre de recherche

scientifique ettechnique en analyse physico-chimiques (CRAPC), Bousmail, Tipaza.
(lll) Testes anti-microbiens au niveau du laboratoire d’hygiéne, Blida.
Il. Modele biologique

Le matériel biologique utilisé comprend I'exosquelette des crevettes (Palaemon
elegans), les plumes du calmar (Loligo vulgaris) et la cuticule des criquets

(Migratory locust).

L’acquisition du matériel : pour les crevettes et le calmar : d’'une poissonnerie a Blida
et pour les criquets institut national de protection des végétaux (INPV), El Harrach,
Alger.

lll. Matriels non biologiques

Le matériel non biologique utilisé estreprésenté en Annexe I.
IV. Méthodes d’étude
IV.1. Extraction de la chitine

On a utilisé la méthode chimique pour tous les échantillons et la méthode

biologique (hydrolyse enzymatique) seulementpour les criquets.

IV.1.1. Méthode chimique

Ce procédé est réalisé a l'aide des produits chimiques par plusieurs étapes la

déminéralisation par HCI, déprotéinisation par NaOH et blanchiment.
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IV.1.1.1. Préparation du matériel brute

Lavage et séchage a I'étuve (Fig 11) des carapaces de crevette et des plumes de
calamar et des criquets, puis broyage (Fig 12) a des diametres entre 0.5 et 1 cm se

faita I'aide d’un broyeur électrique.

Figure 11 : Lavage et séchage des carapaces de crevette, des plumes de
calamar et des criquets

Figure 12 : Les échantillons aprées broyage

IV.1.1.2. Déminéralisation
IV.1.1.2.1. But

Cette étape nécessite I'élimination des sels inorganiques principalement le

carbonate de calcium.
IV.1.1.2.2. Principe

- Apres le broyage, nous avons préparé solution de HCI (0.5N pour crevettes et
calamar et 2N pour les criquets).
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- Les carapaces de crevettes et les plumes de calamar sont traité sous une
agitation a une température a 50°c (Fig 13) pendant trois heures par la
solution d’acide chlorhydrique le ratio substrat/solvant 1 :10 c’est-a-dire 1g
d’échantillon pour 10 ml de solvant, par contre les criquets sont traité sous
agitation a 70°c pendant 2h et le ratio substrat/solvant 1 :5.

- Cette étape elle est réalisé au niveau de la haute pour éviter les risques de

HCI (dégagement de CO2 par ex).

2 HCl (ag) + CaCO3 (s) ——— CaCl2 (aq) + H20 (I) + CO2 (g)

Figure 13 : Déminéralisation

- Aprés le traitement par HCL, le mélange sera filtré, puis une série de lavage
avec I’eau distillé y compris 7 séries on obtient le PH neutre (PH=6).

- Mettre I'échantillon dans I'étuve a 70°c pendant20h pourle sécher.

- Les criquets sont lavés par I’eau déminéralisé et séchés pendant 1h a I’étuve

80°c pourpasser a |'étape suivante [27].

IV.1.1.3. Déprotéinisation
IV.1.1.3.1. But

La déprotéinisation de la chitine consiste a dissoudre les protéines présentes dans
la matrice de chitine dans une solution aqueuse. Cela peut étre fait par fagcon douce
ou sévere. La méthode plus douce utilise des enzymes qui décomposent les
protéines en peptides solubles dans I'eau. Ces méthodes sont peu colteuses mais
n'éliminent pas complétement les protéines. L'utilisation d'hydroxyde de sodium a

haute température est souvent utilisée pour dissoudre la plupartdes protéines.
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IV.1.1.3.2. Principe

- Préparer une solution de NaOH (0.5M)

- Traiter I’échantillon avec NaOH sous une agitation a 100°c pendant 2h.

- Filtrer la solution et une série de lavage a été réalisé jusqu’a PH neutre (de
PH basique=13 a PH neutre=6).

Figure 14 : Déprotéinisation

- Et pour les criquets le traitement par NaOH (2N) se fait selon le rapport
solide/liquide (1 :12.5/ g/ml) pendant16h a I'étuve a 80°c [27].

IV.1.1.4. Blanchiment
IV.1.1.4.1. But

C’est une étape facultative qui consiste a décolorer I’échantillon et augmenter la

purification.
IV.1.1.4.2. Principe

- Traiter les carapaces de crevettes par le peroxyde d’hydrogéne (H202), dont
la concentration est comprise entre 0,1 et 33 %, Selon un ratio 1 :10 a une

température de 30°C, pendant 3heures. Aprés lavage et séchage le produit
final est de couleurlégérementbrune (Fig 15).
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Figure 15 : Aspect de la chitine des crevettes aprés Blanchiment

- Le blanchiment des criquets se fait par 2 composés chimique le chloroforme
et le méthanol dont le rapport est (1 :2 :4) c’est-a-dire dans une solution de
blanchiment on mélange 1 ml de chloroforme avec 2 ml de méthanol et 4 ml
de I'eau distillé, le mélange filtré et lavé plusieurs fois puis séché a I'étuve
pendant24h a 60°c.

- Cette étape n’estpas nécessaire pourles plumes de calamar.

IV.1.1.5. Déacétylation pour la production de chitosane
IV.1.1.5.1. But

Cette étape s’effectue par un traitement avec NaOH dont elle nécessite une
réduction dans lalongueur de chaine de la chitine par la substitution de groupement

acétyle pour obtenirle chitosane,
IV.1.1.5.2. Principe

- Les chitines extraites ont été reaménagées a 40% solution de NaOH a 120°c

pendant2 heures [28].
- Lavage et séchage a 70°c pendant 24h.
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Figure 16 : Désacétylation des trois échantillons

NB : Nous avons utilisé un protocole différent pour les criquets selon le travail de
Kaya 2014, qui a extrait la chitine & partir des sauterelles, et nous savons aussi que

les criquets ressemblent beaucoup aux sauterelles.
IV.1.2. Méthode biologique

Ce procédé est réalisé en une seule étape dans laqguelle la chitine est obtenue par

hydrolyse enzymatique d'une matiere premiére selon le protocole suivant :

- Hydrolyse enzymatique par la protéase from rhizopus sigma aldrich la
premiére.

- Le réactif utilisé pour maintenir le pH acide est I'acide phosphorique on a
ajuster le pH jusqu'au PH = 3, la température ambiante pour cette enzyme est
37°c.

- Pour un échantillon de 5 g de matiere premiere le teneur en protéines est 48
% cela correspond a environ 10,2% d'enzyme par rapport a la quantité de
protéine, soit une quantité de protéase de 0,518 g.

- Une solution d'acide phosphorique a été préparé et chauffé a 30°c puis
ajoutée la matiere premiére. Le mélange est agité pendant 5 minutes pour
qu'ils s’homogénéiser.

- La protéase est préalablement solubilisée dans un 1 ml d'eau et ajouter au

milieu réactionnel.
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- Le mélange est chauffé a 37°c sur la plaque chauffante puis incubé dans
I'étuve a 37°c. Apres 10h d'incubation le mélange filtré et rincer abondamment
a l'eau distillée a chaque fois qu'on ajoute I'eau distillée pour I'échantillon on
va l'agiter pendant 10 minutes avantd'étre filtrer et rincer a nouveau.

- La fraction solide obtenu est transférée dans une coupelle et séché pendant
une nuita 90°c dans I'étuve [29].

Figure 17 : Hydrolyse enzymatique des criquets

IV.2. Observation de la texture de la chitine par le microscope electronique a

balayage
IV.2.1. But

Le miscroscope éléctronique a balayage est utilisé pour I'observation des surfaces

de I’échantillon.
IV.2.2. Principe

Lorsque I'échantillon estirradié avec un Faisceau d’électrons fins (appelé sonde a
électrons), électrons secondaires sont émis a partir de la surface de I'échantillon.
Topographie de la face peut étre observée par balayage bidimensionnel de la sonde
électronique sur la surface et l'acquisition d’'une image a partir de [I’électron

secondaire détectés [30].
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La source d’électrons permet de controler I'intensité et la tension des électrons
eémis. Dans le cas des liquides ioniques, un compromis est nécessaire entre I'image
obtenue, plus fine a haute tension et les effets d'irradiation et de charge dus au flux
des électrons, plus faible a basse tension. Les nouvelles colonnes électroniques
permettent de garder une bonne résolution a faible tension. Des lentilles dirigent et
focalisent le faisceau a I’endroit voulu (sonde) afin de balayer I'échantillon. Des
électrons secondaires sont générés par I'impact des électrons émis par la source et
sont collectés par un détecteur (Voir annexe) grace a une grille polarisée. Ce sont
ces électrons qui vontdonnerl’image de I'échantillon.

L'observation de la microstructure des poudres a été effectuée en utilisant la
microscopie électronique a balayage (MEB-EDS Quanta 250 a filament de
tungsténe de la compagnie FEI). La poudre séche a été déposée sur un support
d'observation adhésif et conducteur, ensuite a été métallisé par plasma d'argon.
L'observation a été réalisée sous vide a une tension accélératrice de 15 kV. (Energy

Dispersive Spectroscopy).
IV.3. Caractérisation de la chitine par spectroscopie infrarouge (FTIR)
IvV.3.1. But

La spectroscopie infrarouge par transformée de Fourier est une méthode
d'imagerie chimique hautement polyvalente, sans étiquette et non destructive qui
peut étre appliquée a I'étude d’un large éventail d’échantillons et de systémes [31].
Elle est largement utilisée pour étudier la composition et la structure de la chitine,
pour distinguer la forme a de la forme B, pour déterminer le degré d’acétylation et

enfin pour confirmerla pureté de la chitine extraite.
IV.3.1.1. Le degré désacétylation de la chitine (DDA%)

- Le calcul du degré de désacétylation de la chitine est obtenu selon la formule
Suivante:

DDA(%) = 100 — DA
- Le calcul du degré d’Acétylation de la chitine est obtenu selon la formule

suivante:

A1655
)

DA(%) = 422100

1
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Ou :
e A1655 estl'absorbance a la longueurd’onde 1655 cm-1 (amide ).
e A3450 estl’absorbance a lalongueurd’onde 3450 cm-1 (hydroxyle).

e Le facteur 1,33 représente le rapport A1655/A3450 pour une chitine

entierement N-acétylée.
IV.3.2. Principe

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier est une technique d’analyse
basee sur I'absorption d’'un rayonnement infrarouge par le materiau analyse. Elle
permet via la detection de certaines vibrations de déterminer les fonctions chimiques

présentes dansle matériau.

L’appareil utilisé est un spectrophotométre a Transformée de Fourier de marque
Alpha de la maison Bruker. Lorsque I’energie apportee par le faisceau lumineux est
voisine de I’energie de vibration de la molécule, cette derniére va absorber le
rayonnement et on enregistrera une diminution de 'intensite reflechie ou transmise.

Le domaine IR entre 4000 et 400 cm-1 de nombre d’onde (64 scans, résolution 1cm-

l).

Les échantillons pour l'analyse FTIR sont préparés en broyant les poudres
mélangées a sec avec du KBr en poudre, souvent dans le rapport de 1: 5

(Echantillon: KBr), puis compressés pour former des disques.

Le spectrometre FTIR comporte principalement 5 parties, la source IR,
interférométre, I'echantillon, détécteur et l'ordinateur. Le faisceau infrarouge
provenant de la source se dirige vers l'interferometre de Michelson qui va moduler
chaque longueurd’onde du faisceau a une frequence differente. Le faisceau module
est alors reflechi des deux miroirs de l'interferometre vers I’echantillon, ou des
absorptions interviennent. Le faisceau arrive ensuite vers le détecteur pour étre

transformé en signal (voir annexe Il).
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IV.4. Tests anti-microbiens
IV.4.1. But

L’activité antimicrobienne du chitosane a été abondamment décrite et publiée ces
derniéres années pour son action contre une large variété de micro-organismes
incluantdes espéces bactériennes et fongiques. Une activité bactéricide a clairement
pu étre identifiee chez des flores pathogénes ou d’altération incluant des Gram+
(Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus) et des Gram- (E.
coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella thyphimi rium, Shigella dysentte riae,....)
[32].

IV.4.2. Principe

- Préparation de solution de chitosane. Solution mere de chitosane blanchi et
écru de 5 mg/ml de chitosane ont été dissous dans de I'acide acétique a 1 %.
Aprés agitation, les solutions ont été filtrées (filtre de 0,45 um) pour éliminer
les contaminants etentreposé a 4 °C. L’acide acétique lui-méme a une bonne
activité antimicrobienne, selon la concentration et pour cette raison, dans ce
travail, nous avons égalementtesté 'acide acétique seul comme temoin.

- En particulier, pour les tests de diffusion d’agar, dilutions en série, obtenant
des concentrations de 1,25, 0,6, 0,3 mg/ml de chitosane. Les dilutions en
série ont également été faites pour I'acide acétique, obtenant concentrations
de 0,125 %, 0,06 %, 0,03 %.

- L’activité antimicrobiennea été déterminées in vitro en utilisant la méthode de
disque sur papier wattman (9mm) contre deux bactéries pathogenes Gram (+)
: Staphylococcus aureus et Gram (-) et un champignon aspergillus.

- Le milieu de culture utilisé pour les bactéries est gélose Mueller-Hinton et

pour les champignons c’est Sabouraud [33].
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I. Extraction de la chitine et du chitosane

l.1. Aspect de chitine et chitosane

La matiére séche obtenu aprés séchage et broyage, est traité pour extraction de la
chitine et le chitosane. A la fin de I'extraction la chitine présente une texture
rugueuse par contre celle chitosane est lisse. La figure 18, présente 'aspect final de
la chitine obtenu apres les réactions de déminéralisation, déprotéinisation et le
chitosane apres désacétylation. Le matériel obtenu a partir des plumes de calamar
possede une couleur blanchétre par rapport a celui des crevettes et des criquets.

Cuticules de criquets

Carapaces de crevette Plumes de calamar

[
cC
©
»
O
=
L
O

Figure 18 : Aspect du matériel brute obtenu apreés les réactions de
déminéralisation, déprotéinisation et désacetylation pour 'obtention du

chitosane

I.2. Rendements de la chitine et du chitosane a partir des matériaux brutes
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Randement de I'extraction de chitine
30%

24,48%

25%

20%

15%

12%

10% 8,75%

5%

0%
Crevettes Calamar Criquets

Figure 19 : Rendement massique de I’extraction de chitine

Le rendement massique d’extraction de chitine parla méthode chimique estde 12g
a partir de 100 g de carapace de crevette soit 12 % et pour 9.5 g a partir de 38.8g de

plume de calamar.

100 * Poid insoluble

Rdt% =
% Poid de matiere premieére seche
Rdt% = 252100 _ 5448 %
°~ 388 7

on trouve que le rendement massique d’extraction de chitine estde 8.75 % a partir

de 40 g d’échantillon.

3.5%100
Rdt% = T =8.75%

Le rendement massique d’extraction de chitine par la méthode chimique est de
3.5g a partir de 40g de criquet soit 8,75 % et par la méthode enzymatique est de
1.5g a partir de 5g de criquetsoit 30 %.
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1.5%100
Rdt% =——=30%

Randement de l'extraction de chitosane

100%
95%

88,88%

90%
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Figure 20 : Rendement massique de I’extraction de chitosane

Le rendement massique d’extraction du chitosane par la méthode chimique est de
3.8g a partir de 4 g des carapaces de crevette soit 95 % et 5.6g a partir de 6.3g de
plume de calamar soit 88.88%. Par la méthode biologique, on trouve que le
rendement massique d’extraction de chitine est de 69.48% a partir de 1.3 ¢

d’échantillon.
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Rendement de la méthode chimique
et la méthode biologique

35,00%

30%
30,00%

25,00%
20,00%

15,00%

10,00% 8,75%

5,00%

0,00%
1 2

1: Methode chimique
2: Methode biologique

Figure 21 : Rendementde la méthode chimique et la méthode biologique

Dans le tableau et I'histogramme on observe que la méthode biologique a le plus
grand rendement par rapport a la méthode chimique.

Il. Analyse spectroscopie infrarouge de la Chitine

Dans notre travaille les analyses spectroscopiques par infrarouge a transformée de
Fourieront été effectuées surlachitine préparée a partir des carapaces des crevette,
des plumes de calamars et chitine des criquets.

Le spectre FTIR de la chitine obtenue est représenté en pourcentage de

transmittance (%T) en fonction de nombre d’'onde (cm-1).

II.1. Résultats d’analyse FTIR de chitine des crevettes
[.1.1. Interprétation
Le spectre infrarouge a transformation de Fourrier — FTIR (Fig 22) montre plusieurs
pics correspondantaux bandes on distingue : 3450 cm-1/3250 cm-1/1630 cm-1/1660
cm-1/1480 cm-/1280 cm-1/1090 cm-1/890 cm-1.
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Figure 22 : Spectre FTIR de chitine des crevettes obtenue par méthode

chimique

1.2.2. Calcul de degré de désacétylation de chitine des crevettes :
D’apres le spectre, A1655 : 0.763 Abs et A3450 : 0.96 Abs

0.763
o) — 096 _ o
DA(%) = — 22—+ 100 = 59,75%
D’ou le DDA=100 — 59.75
=40,25%

Il.2. Résultats d’analyse FTIR de chitine des plumes de calamars
1.2.1. Interprétation

Le spectre infrarouge a transformation de Fourrier — FTIR (Fig 23) montre plusieurs

pics correspondantaux bandes on distingue : 3400 cm-1/3290 cm-1/1655 cm-1/1560
cm-1/1490 cm-1/1295 cm-1/1190 cm-1/1050 cm-1/900 cm-1.
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Figure 23 : Spectre FTIR de chitine des plumes de calamars obtenue par

méthode chimique

[1.2.2. Calcul de degré de désacétylation de chitine des plumes de

calamars :
D’apres le spectre , A1655 : 0.775 Abs et A3450: 0.91 Abs
0.775
DA(%) = (1’:—3%* 100 = 64.03%
DDA(%) = 100 — 64.03
=35.97%

I.3.RESULTATS d’analyse FTIR de chitine des Criquets
11.3.1. Interprétation
Le spectre infrarouge a transformation de Fourrier — FTIR (Fig 24) montre plusieurs
pics correspondantaux bandes on distingue : 3450 cm-1/3250 cm-1/1620 cm-1/1655
cm-1/1580 cm-/1280 cm-1/1180 cm-1/1090 cm-1/880 cm-1.
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Figure 24 : Spectre FTIR de chitine de criquets obtenue par méthode chimique

11.3.2. Calcul de degré de désacétylation de chitine des criquets :
D’apres le spectre , A1655 : 0.775 Abs et A3450: 0.96 Abs

0.775
0.96
DA(%) =-996 ", 100 = 60,79
0) =—33~* %
DDA(%) = 100 — 60,7
= 39.3%

lll. Analyse ultrafine de la texture tridimentionnelle du poymére de la chitine
[.1. Carapaces de crevette

La figure 25 montre des micrographies sous microscope électronique a balayage
(MEB) a différents grossissements de l'aspect du polymére de la chitine, de
carapaces de crevette.
Selon la figure, la structure de la chitine extraite de la crevette est granuleuse et un

peu fibreuse et ne contient pas des pores.
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21 HV [det|mag O] HFW | WD [spot — 1 mm—
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Figure 25 : Micrographie electronique du polymére de la chitine des carapaces

des crevettes

[.2. Plumes de calamar
La figure 26 montre des micrographies sous microscope électronique a balayage
(MEB) a différents grossissements de I'aspect du polymére de la chitine de plumes

de calamar.
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La figure montre que la structure de la chitine extraire a partir de plume de calmar est

fibreuse et ne contient pas de nanopores.

Figure 26 : Micrographie electronique du polymére de la chitine du calamar
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[1.3. Cuticule de criquet

La figure 27 montre des micrographies sous microscope électronique a balayage
(MEB) a différents grossissements de I'aspect du polymére de la chitine de cuticules
de criquets.

La figure montre que la morphologie de la surface de la chitine extraire a partir des

criquets caractérisée par la présence des nanofibres etdes granules et des pores.

WD |spot| =— 30 ym —

A110.00kV LFD )5um 84 mm| 3£ CRAPC

Figure 27 : Micrographie electronique du polyméres de la chitine de cuticules

de criquet
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IV. Activité antimicrobienne
IV.1 Activité antibactérienne
Les activittes antimicrobiennes ont été réalisé sur des cultures d’E.coli et
staphylococcus aureus.
- Les colonies de Staphylococcus aureus étaientde forme ronde lisse et un peu
bombée, avec une couleur creme sur milieu Mueller Hinton.

- Les caractéres culturaux d’Escherichia coli ontrévélés des colonies incolores,

lisses et crémeuses.

% Vs
T y

/A

B W] 0.125

Ve

Figure 28 : Culture de bactéries E. coli en A et staphylocoque en B avec les
dilutions : 0.03%, 0.06%, 0.125% d’acide acétique
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Figure 29 : Culture de bactéries E. coli en A et staphylocoque en B avec les
dilutions : 0.03, 0.06, 0.125 % Chitosane /acide acétique

On a obtenu les résultats aprés 24h, les fleches indiquent les zones d’inhibition.
Ces zones sont plus importantes que celle observées avec les dilutions d’acide
acétique

D’aprés ces résultats, les séries de produits testés semblent étre doués d'une
activité inhibitrice sur les 2 micro-organismes testées mais se differe par rapport a la

dilution. Le diamétre d’inhibition estcompris entre 10 et 15 mm.

Tableau 03 : Résultats de l'activité antibactérienne en mm effectué par I'acide

acétique.
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Les dilutions
0.125% 0.06% 0.03%
Type de
Microorganismes
L Bactérie Gram- 12 10 10
Diametres
d’inhibition E. coli
enmm
Bactérie Gram+ 12 / /
Staphylococcus aureus

Tableau 04: Résultats de l'activité antibactérienne en mm effectué par 'acide

acétiqgue/ Chitosane.

Les dilutions

0.125% 0.06% 0.03%
Type de
Microorganismes
o BOactérie Gram- 15 12 11
Diametres
d’inhibition E. coli
enmm
Bactérie Gram+ 13 12 10

Staphylococcus aureus

¢ Comme on a mentionné déja que l'acide acétique c'est un témoin, l'acide

acétigue a une activité antimicrobienne a partir de cette information on a testé

I'activité de la chitosane. Les diametres d'inhibition de I'acide acétique seul est

compris entre 10 et 12 mm (Tableau 03) mais pour l'acide acétique plus le

chitosane le diametre est compris entre 10 et 15 mm (Tableau 04) le diametre

est plus grand.

e Les diamétres d’inhibition respectifs contre les souches testées étaientde 15

mm pour E. coli et 13 mm pour Staphylococcus aureus dans le cas ou on a

utilisé la concentration la plus élevée de la solution acide acétique/chitosane.
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IV.2. Activité antifongique

Dans cette partie nous avons utilisé I'aspergillus pour tester I'effet antifongique du
chitosane. D’aprés la figure 30, I'effetn’est pas mis en évidence, car la croissance du
champignon est aléatoire dans les boites de culture avec I'absence d’'une zone

d’inhibition bien délimitée.

Acide acétique

Ac acétique/Chitosane

Figure 30 : Culture de avec les dilutions : 0.03, 0.06, 0.125 % Acide acétique,

Chitosane /acide acétique
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l. L’extraction de chitine et du chitosane :

D’apres les résultats obtenus, nous avons conclu que la quantité de chitine est plus
élevée dans les sources marines (12 % pour les carapaces de crevette et 24.48 %
pour les plumes de calmar) que les criquets (8.75 %) lorsqu’on utilise la méthode
chimique.

Et quand on utilise la méthode enzymatique, la quantité est plus élevée chez les
criquets.

Ibitoye et al (2018) ont produit de la chitine et du chitosan par extraction chimique a
partir de criquet pour des quantités variant entre 4,3 % et 7,1 % et entre 2,4 % et
5,8 %, respectivement.

Selon Percot et al 2003 : Les carapaces de crevettes étaientcomposées d’environ
20 % de chitine. Tolaimate et al (2003) qui ont préparé de la chitine et du chitosan a
partir de calmars et obtenu un rendement en chitine de 40 %. Selon le rox et al
(2011) : La chitine constitue 20 a 30% des carapaces des crustacés, et 3 a 60% de
I’exosquelette des insectes.

Que ce soit pour les carapaces des crustacés ou pour les insectes, les proposiondes
différents constituentvarienten fonction des especes et de la méthode de I'extraction
et peuvent fluctuer en fonction des conditions environnementales. Les conditions
d’extraction de la chitine doivent donc étre adaptées en fonctions de la matiére
premiere utilisée.

Dans le cas de criquet en pense que le rendementde chitine est lié a d’autres critére
tel que lesinfections qui pouvant provoquer des pathologie graves chez lesinsectes
comme les infections fongiques. Huang et al (2021) prouvé que Beauveria bassiana
et Metarhizium anisopliae des champignons peut infecter de nombreuses especes
d'insectes ou s’accumulent dans le spiracle, les orbites, les pores de la glande de
cire, les embouts sensoriels et la membrane articulée des jambes en conséquence la
secrétion de nombreux enzymes pour dégrader la cire topique et la chitine pendant
le processus d’infection et par observations en microscopie électronique a
transmission indiquent que il y a eu dégradation des cuticules au début de la

pénétration.
Il.LEtude de résultats de spectre FTIR

Selon Galo Ca’rdenas and all, 2004 qui ont fait une étude de caractérisation de la

chitine parle spectre FTIR :
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Chapitre IV Discussion

Les structures des trois types des produits chitineux différents (carapaces de
crevettes, plumes de calamars et criquets) ont été confirmées par spectre FTIR dans
la gamme de 400-4000 cm-1 (figure 21, 22, 23). On a observé que les spectres de
trois types de chitine avaient une bande d'absorption de (3450, 3400 et 3450 cm-1)
qui correspondait aux vibrations vibratoires et aliphatiques O-H, (3250, 3290 et 3250
cm-1) vibrations NH des groupes amine libres.

De plus, les bandes(1630,1660 cm-1) pour les crevettes, (1655 cm-1) pour plumes
de calamrs et (1620, 1655 cm-1) pour criquets correspond aux (C=0O secondaire
amide stretch, Amide 1), d’'un groupe important dans la chitine etle chitosane, ont été
observées dans les bandes (1590, 1560, 1580 cm-1) respectivement pour les
produits chitineux (Amide II), (1090, 1050, 1090 cm-1) vibration d’étirement
symétrique C-O. Alors que, les bandes (890, 900,880 cm-1) correspondaient a
I'étirement du cycle pourles ($-1,4 glycosidiques.

En outre, il n’y avait pas de bandes a 1540cm-1 dans le spectre I'évaluation, qui ne
suggere pas de résidus de protéines dans les chitines (M. Kaya and all,2015).
Etudes existantes ont révélé que la chitine avec la a-cristallinité affiche des bandes
autour de 1650 et 1620cm -1 (R.L. Lavall, 2007) (J. Brugnerotto 2001) dans notre
étude les bandes de la chitine des crevettes étaient (1630,1660 cm-1) et les bandes
de la chitine des criquets étaient (1620, 1655 cm-1) par contre les bandes de
calamars étaient (1655cm-1), la B-chitine tous les groupes d’amide participent
seulement a le premier type de liaisons hydrogéne et la bande d’amide | apparait a
1655 cm-1, ce quiestun décalage de 35 cm-1 de la deuxiéme bande de la a-chitine.
Par conclusion, cette méthode nous a permis de connaitre les types de chitine
étudiés la chitine des crevettes et la chitine des criquets est de type a (les
arthopodes), et la chitine des calamars est de type .

Selon BEREZINA et al 2017, La limite usuelle entre le chitosane et la chitine est
déterminée par le degré d’acétylation : un composé ayant un degré d’acétylation
inférieur a 50% est nommé chitosane, au-dela, un composé ayant un degré
d’acétylation supérieur a 50% est nommé chitine. Nos résultats montrent que DA de
crevettes est 59.75% DA de Calamars est 64.03% et DA de criquets est 60.7% tous
sont supérieur a 50% cela confirmerla pureté de la chitine extraite.

lll. Analyse ultrafine de la texture tridimentionnelle du poymére de la chitine
D’aprés kaya et al,2015 la chitine d’'insecte caractérisée par des pores et des fibres

a la surface.
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Selon Isa et al,2012 montré que la surface de la chitine des crevettes a peu de
matériau fibrillaire et granulaire.
Et Notre résultat montre que la structure de la chitine extraite a partir de crevette
caractérisée par des granules et des fibres et la chitine de plume de calamar a une
structure fibreuse, et les deux n’ont pas de pores.
Et pour la structure de la chitine de criquet est caractérisée par la présence de
nanofibres etde pores ensembles.
Selon Kaya et al,2015 la chitine peut étre regroupée en quatre formes distinctes
selon la morphologie de surface.

e La premiere forme est une morphologie de surface lisse sans fibres et pores

de I'ordre de nanometre.

e Lasecondeforme se compose de nanofibres mais pas de pores.

e Latroisieme forme a nanofibres et pores ensemble.

e La quatrieme forme affiche deux types de pores de tailles différentes ('un est

grand et I'autre est petite) en combinaison avec des nanofibres.

Dans cette étude la chitine de criquet classé dans la troisiéme forme.
IV. Activité antimicrobienne du chitosane
La comparaison entre les résultats de I'acide acétique seul et les résultats de I'acide
acétigue + chitosane, révéle que l'activité antibactérienne du chitosane est montré
gue ce biopolymeére a un effetinhibiteur sur toutes les souches pathogenes testées.
L’activité antimicrobienne nécessite des concentrations élevées de chitosane pour
qgu’elle soit efficace (les concentrations 20.06%), plus la concentration de chitosane
est élevée plus l'activité antimicrobienne est observée (Zheng et Zhu., 2003 ;
Sekiguchi et al., 1994).
Les diamétres d’inhibition respectifs contre les souches testées étaient de 15mm
pour E. coli, 13mm pour Staphylococcus aureus (Tableau 04). Ces résultats ont
également montré que le chitosane présente une activité antibactérienne efficace
contre les bactéries gram- (E. coli est plus sensibles au chitosane) (Chen et Liau et
al, (1998) par rapport aux bactéries gram+ (S. aureus) qui montrent une sensibilité
moyenne.
Selon Rabea et al, 2003, le chitosane, de par sa nature cationique, interagirait avec
la paroi cellulaire anionique des microorganismes (interactions électrostatiques). Le
chitosane adherent facilement aux cellules microbiennes puisque les amines
chargées positivement agissent avec les charges négatives sur la membrane des

cellules libérantainsi les constituants intracellulaires.
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Chapitre IV Discussion

Selon Abdulhadi Aljawish, 2018, concernant I'activité fongique de chitosane, la
croissance d'Aspergillus est inhibée par I'addition de chitosane. Malheureusement,
dans notre étude le teste antifongique effectué n’a pas produit des résultats

satisfaisants a cause des contaminations dans la boite de pétri.
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Conclusion et Perspective

Dans ce travail, et selon nos expériences pour extraire la chitine a partir un type
d’orthoptére, nous avons démontré que les criquets forment une source importante
de chitine, et c’était notre principal objectif.

Des réactions de déminéralisation et de déprotéinisation sur trois especes (les
crevettes, les calamars et les criquets) ont permis d’obtenir la chitine par la méthode
chimique, une autre méthode a été utilisé surles criquets c’est la méthode biologique
par l'utilisation d’'une enzyme protéase. Le rendement de I’hydrolyse enzymatique
était le plus grand. Nous avons caractérisé la chitine par deux techniques : la
Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier qui nous a montré que la chitine
des crevettes et des criquets est de type alpha par contre la chitine des calamars est
de type beta, cette technique nous a permis aussi de calculer le DDA et le DA des
chitines extraites, DA de chitine des crevettes est 59.75%, DA de chitine de calamars
est 64.03% et DA de chitine des criquets est 60.7%, le degré de désacétylation des
trois échantillons est inférieur a 50% et cela confirmer la pureté de chitine. La
deuxiéme technique utilisée c’est la microscopie électronique a balayage, grace a
laquelle nous avons pu observer la similarité entre la structure de la chitine des
crevettes et la chitine criquets les deux possedent des granules et des fibres par
contre dans la micrographie de chitine de calamar on observe que des fibres.

Cette chitine a été traité par des solutions concentrés de NaOH pour déclencher la
réaction de désacétylation et obtenir le chitosane. Nous avons testé I'efficacité de
chitosane contre 3 souches microbiennes I'E. coli, staphylococcus etle champignon
aspergillus pour montrer que la chitine extraite est de bonne qualité et peut étre
utilisé dans le domaine médical et cosmétique comme antimicrobien. Les résultats
du test antibactérien ont montré que le chitosane présente une activité
antibactérienne efficace contre les bactéries gram- par rapport aux bactéries de
gram+. Malheureusement l'activité antifongique n’est pas marquée a cause des
contaminations.

Par conclusion, les criquets peuvent étre une source permanente et alternative pour
la production de ce biopolymere par rapport a la chitine commerciale extraite des
crustacés, nous espéerons qu’il sera exploité et que sa production sera développée,

notamment en Algérie.

On aurait souhaité développer d’avantage cette exploration Par d’autres analyses
telle que:
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- La Diffraction des rayons X.

- Les analyses physico chimiques.
- L’activité anti-oxydantes.

- Refaire I'activité antifongique

Mais malheureusementon a pas eu le temps et nous étions en retard.
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Annexe |

lll. Instruments et produits

e Pourles instruments nous avons utilisé :

- Spectre infrarouge a transformée de Fourier.

Spectre FTIR

- Microscope électronique a balayage.
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Microscope électronique a balayge.

e Pourles produits nous avons utilisé :
- Acide chlorhydrique HCI.
- Hydroxyde de sodium NaOH.
- Eau déminéralisé.
- Acide phosphorique.
- Méthanol.

- Chloroforme.



Annexes

Annexe Il

Source

lumineuse
Interféromeéetre de

I] Rdichelson

Séparateur de
laser A .
faisceau laser

Coulisse

¥

Deétecteur

-

Spectromeétre

Schéma représente le principe de spéctrometre infrarouge par transformée de
Fourier.

fenllite
\I wlecti omagpmligue L
> \
!
’l\
dcran
L r—ar

Photo de la coupe d’'un MEB et schéma de fonctionnement



Annexes

Annexe lll

Glossaire

1. Antibactérienne : Substance active contre les bactéries.

2. Antifongique : Substance ala capacité de traiter les mycoses, c'est a dires des
infections causés par des champignons.

5. Biocompatible : compatible avec un organisme vivant.

6. Biodégradable : il peut étre décomposé (digéré) naturellement par des organismes
vivants.

8. Biopolymére : Toute macromolécule d'un étre vivant qui résulte de la
polymérisation de petites unités.

10. Chitine : Substance organique azotée qui constitue le principal élément des
exosqguelettes des insectes, des crustacés

11. Degré de désacétylation (DDA) : rapport entre le nombre de motifs comportant
un groupementacétyle sur le nombre de motifs dansla molécule.

13. Exosquelette : Formation squelettique externe de xertains animaux d’invertébrés
comme les insectes, les crustacés ou les mollusques.

14. Glucosamine : La glucosamine estformée par l'organisme a partir du
glucose et de la glutamine. Elle fait partie de la famille des sucres aminés et sa

structure moléculaire est proche du glucose
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Annexe IV
Les milieux de culture utilisée
e Lagélose Mueller-Hinton : pourtester I'action de chitosane surles bactéries

e Sabouraud : pourtester I'action de chitosane surles champignons

Les souches utilisées

E. coli, staphylocoque et aspergillus braziliensis pour comparer le pouvoir
antibactérien et

antifongique de chitosane.

v E. coli : Escherichia coli est classée comme bactérie a Gram négatif en forme
de batonnet

dans la famille Entérobactéries. C’est un paradigme pour une espéce bactérienne
polyvalente qui comprend des commensaux inoffensifs ainsi que différentes
variantes pathogénes avec la capacité de causer des maladies intestinales ou
extraintestinal chez ’'homme et de nombreux hotes animaux. En raison de ce large
éventail de modes de vie et de phénotypes, E. coli est un organisme modele bien
adapté pour étudier I’évolution bactérienne et 'adaptation a différentes conditions et
niches de croissance.

v' Staphylococcus aureus : Les staphylocoques sont des bactéries Gram-
positives, non sporulées, facultativement anaérobies, non motiles, catalases-
positives ou négatives, sont 'une des causes les plus fréquentes d’infection
cutanée. Il existe de nombreux types d’infections staphylococciques de la
peau. La moins grave est la folliculite, une infection d’'une racine de cheveux
qui produit un bouton Iégérement douloureux a la base d’'un cheveu. La
plupartde ces infections sontmineures (boutons et furoncles) ; cependant, les
bactéries Staphylococcus peuvent également causer des infections graves.
Impétigo provoque peu profonde.

v Aspergillus brasiliensis : Aspergillus section Nigri a un impactimportant sur
la société moderne. De nombreuses espéces causent la détérioration des
aliments, et plusieurs sont utilisées dans l'industrie de la fermentation pour
produire des enzymes hydrolytiques, comme les amylases ou les lipases, et

des acides organiques, comme |'acide citrique et I'acide gluconique. lls sont
également candidats.



