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Abstract

The objective of this work is the elaboration of films based on chitosan, on which we have
scratched a photosensitizer. The films obtained were characterized using several
characterization methods (DRX, FTIR, solubility, etc.).

The characterization results obtained generally show that the films obtained are
mechanically stable. The application of these films in the photodegradation of an anionic
dye Methyl Orange shows removal yields of around 32% with a treatment time of 180 min.

Keywords : photosensitizers - phycocyanin - chitosan - photodegradation

Résumé

L’objectif de notre travail est 1’élaboration des films a bas du chitosane, sur lequel nous
avons griffé un photosensibilsateur. Les films obtenus ont été caractérisés en utilisant
plusieurs méthodes de caractérisations (DRX, FTIR, solubilité...).

Les résultats de caractérisations obtenus montrent d’une manicére générale que les films
obtenus sont stables mécaniquement. L’application de ces films dans la photodégradation
d’un colorant anionique Méthyle Orange montre des rendements d’élimination de I’ordre
de 32% avec un temps de traitements 180 min.

Les mots clés : Photosensibilisateurs - phycocyanine - le chitosane — photodégradation.
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Introduction Générale

Certaines plantes utilisées dans la pharmacopée traditionnelle pour soigner les infections
microbiennes et parasitaires sont capables de générer I’oxygene singulet. Celui-ci est mis a

profit pour désinfecter 1’eau [1].

Les photosensibilisateurs sont en fait des molécules endogenes ou exogénes qui sont
capables d’absorber la lumiere pour produire une réaction chimique qui n’aurait pas eu lieu
en leur absence. En présence de la lumiere solaire, les photosensibilisateurs absorbent de
I’énergie qu’ils transférent a 1’oxygene moléculaire stable (état triple) pour générer

I’oxygene singulet [1].

Le choix du photosensibilsateur est d'une importance capitale pour permettre une
photosensibilisation efficace [2].

La phycocyanine est une protéine hydrosoluble extraite a partir des cyanobactéries (algues
bleue vertes), elle est dotée de propriétés anti-oxydantes et fluorescentes qui lui permettent

d’avoir des applications pharmaceutiques et médicales [3].
Afin d'atteindre ces objectifs, nous nous subdivisé notre travail en trois parties.

La premiére partie est consacrée a I'état de l'art, des recherches bibliographiques sur les
cyanobactéries et la phycocyanine extrait de la spiruline cultivée a Oran. Et aussi sur les

biopolymeres la chitine et le chitosane.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés, dans un premier temps a l'extraction des
polysaccharides la chitine et le chitosane a partir des carapaces des crevettes par trois
méthodes la déminéralisation et la déprotéinisation, la désacétylation avec un degré de
désacétylation de 81.39%.

Nous avons traité aussi l'extraction de la phycocyanine a partir des cyanobactéries (la
spiruline platensis), ’extraction a été réalisée par 1’ultrason.

Nous avons étudié¢ 1’élaboration d’un biomatériau qui est le chitosane sur lequel nous
avons greffée la phycocyanine sur le chitosane.

Le produit ainsi obtenu a été utilisé dans le domaine de traiter des effluents industriel par
photodégradation.

Ce chapitre est finalisé par les analyses physico-chimiques (DRX- FTIR- UV...)



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

leurs discussions.



Chapitre |
Synthese bibliographiques



. Généralité sur la spiruline platensis

1.1 Historique

La spiruline est une cyanobactérie spiralée de couleur bleu-vert photo-autotrophe. C'est un
organisme procaryote qui partage avec les plantes la capacité d’effectuer de la photosynthése.
A partir de composés minéraux, d’eau, et de I’énergie lumineuse captée grace a leur
chlorophylle, elles transforment le gaz carbonique et dégagent 1’oxygene. Il est admis par la
communauté scientifique que 1’apparition des cyanobactéries date de 3,5 milliards d’années,
constituant ainsi les plus anciennes formes de vie sur terre. Toutefois, de récentes études,
combinant des données paléo biologiques et des comparaisons phylogénétiques, datent
I’apparition de ces derniéres a la fin de I’archéen, il y a 2,7 milliards d’années. Ce qui fait des

cyanobactéries, les plus anciennes formes de vie sur terre [4].

A la période précambrienne (2,5- 0,5 milliards d’années), les cyanobactéries ont constitué
I’essentiel de la biomasse et ont alors permis un accroissement du taux d’oxygene et une
diminution du taux de CO. de I’atmosphére terrestre. Un héritage vivant de cette « Ere des
cyanobactéries » est constitué par les stromatolithes en Australie. Elles constituent aussi le
socle de la vie dans les océans puisqu’elles sont a 1’origine de la grande diversité du
phytoplancton. Elles résistent aux conditions les plus extrémes notamment grace a leur
capacité a se rétracter en un agrégat de plusieurs milliers de filaments lorsque les conditions
de température ou d’hydratation leurs sont défavorables, elles conservent au centre de leurs
capsules un minimum d’humidité nécessaire a leur survie dans I’attente d’une amélioration
des conditions extérieures : on parle alors d'état de dormance. Elles existent toujours de nos
jours et jouent un role dans le maintien de 1’équilibre des proportions entre le gaz carbonique

et I’oxygene [4].

1.2 Définition de spiruline

La spiruline (Cyanobactérie Arthrospira platensis) est une algue bleu-vert microscopique,
planctonique unicellulaire, vivant en eau douce, d’aspect spiralée de 0,3 a 1 mm de long,
cultivée originellement dans les lacs du Tchad (chez les Kanembous) et dans la vallée de

Texcoco au Mexique (chez les Aztéques) [5].

De maniére générale, cette algue est considérée comme riche en protéines (60 a 70 % de son
poids avec neuf acides aminés essentiels), en acides gras essentiels (c-linoléique), en

minéraux (fer, calcium, potassium, phosphore, manganése, cuivre, zinc, magnésium...), en



oligoéléments, en vitamines (A, B1, B2, B6, B12, E, K) et contient de la chlorophylle, des
fibres et un pigment bleu (la phycocyanine). Elle est consommée fraiche ou séche et peut étre

présentée en poudre ou en granulés [5].

Hormis un risque allergique et un risque infectieux a la suite de sa culture ou de son stockage
[6], il n’y a pas de contre-indications connues. Elle fait partie des algues de consommation
autorisee. Sa conservation peut étre delicate avec des risques de vieillissement ; elle doit étre
conservée dans des contenants a I’abri de I’humidité et de la lumicre. En raison de sa culture
facile, elle est utilisée dans le domaine animal comme complément protéique. En médecine
humaine, elle a été proposée comme additif alimentaire ou comme nutriment a part entiere

dans les pays a problémes nutritionnels.

De maniére plus générale, en matiére nutritionnelle tant dans les pays riches que dans les
pays pauvres, cette algue fait I’objet d’un véritable « culte », dans de nombreuses publications
internet (2600 sites a ce jour a partir du mot clé « spiruline ») avec des résultats réputés
spectaculaires dans la malnutrition infantile, sans arguments scientifiques [7,8]. Elle a méme

été testée in vitro contre le virus du sida [9].

Phycobilsome Membrane du Thylakoides

Paroi cellulaire
Membrane cellulaire

Couche de peptidogl ne v
Membrane exteme ~ g

Capsule
Couche visguess

cyanobacteérie

Figure 1.1 : schéma de la structure d’une cyanobactérie

1.3.Culture de la spiruline
1.3.1 Condition de la culture
Il existe trois facteurs essentiels déterminants pour la culture de la spiruline La température, la

lumiére et le pH [10].



A. L’effet de la température

Les premiers reperes concernant les températures sont a peu pres les mémes que pour
I’homme, 37°C : température idéale pour pousser la vitesse de croissance de la spiruline.
Au-dessus de 43°C peut mortel, en dessous, la vitesse de multiplication baisse & 20°C la
croissance est pratiquement stoppée la culture doit donc se situer entre ces deux température
[10].

B. L’effet de la lumiére

La lumiére influent directement sur la croissance de la spiruline qui assuré par la
photosynthése ainsi que une forte intensité lumineuse peut conduire a la photolyse et pour
1’éviter, il est convenable de vérifier deux conditions nécessaires :
« Ensemencer le bassin avec une forte concentration afin que la lumiére n’attirent pas a la
fond de bassin, et la mesure de la concentration et apporté par de disque Secchi.
» Une agitation suffisante [10].

C. L’effet du pH

Pour aboutir a une bonne croissance de la spiruline, le milieu de culture doit présenter un

degreé d’alcalinité situé entre 9 et11 [10].
1.4 Composition chimique de spiruline

Il est bien établi que les variations de conditions de culture provoquent facilement de forts
changements dans la composition biochimique des spirulines. Cependant en moyenne, la
spiruline contient en poids sec jusqu'a 70 % de protéines, 15 a 25 % de glucides, jusqu'a 11 %
de lipides ainsi que des vitamines, des minéraux (principalement des oligoéléments), de la
chlorophylle et des phycobiliprotéines [11].

I.4.1Les Glucides

Représentant 15 a 25 % de la matiére seche, les glucides sont constituants de la membrane de
la spiruline (2). Les glucides simples (fructose, glucose et saccharose) sont en faible quantité
comme le glycerol, mannitol et sorbitol. Cette faible proportion fait de la spiruline un aliment
peu calorique. Deux substances glucidiques sont importantes :

- le méso-inositol phosphate, excellente source de phosphore.

- le calcium-spiruline un polysaccharide composé de rhamnose, fructose et en quantité
moindre de ribose, mannose, glucose, xylose, soufre et calcium. Il a été isolé par plusieurs

équipes, et fait I’objet de nombreuses recherches qui seront abordées plus loin [12].



1.4.2 Les Protéines

Selon les souches et les conditions de culture, la quantité de protéines d'Arthrospira platensis
varie de 55 a 70 % du poids sec [13].

Tableau 1.1 : Composition en acides aminés de Spirulina platensis [14].

Acide aminés Acide aminés

Asp 0.9 Met* 0.8
Thr* 0.5 lle* 1.3
Ser 0.6 Leu* 0.8
Glu 1 Tyr 3.3
Pro 0.3 Phe* 2.5
Gly 0.6 His 4.7
Ala 1 Lys* 1.9
Val* 1.3 Arg 2.1
Non inclus Trp* and Cys

*Acide aminé essentiel

Par sa composition protéique, la spiruline est un aliment tres riche. Ainsi, comme l'indique le
tableau ci-dessus (Tableau 1.1), la spiruline contient la plupart des acides aminés et
notamment tous les acides aminés essentiels constituant pres de 60% du poids total des

protéines.

1.4.3 Les Lipides

Les lipides de la spiruline qui représentent environ 5 a 6 % de son poids total, ce qui en fait un
aliment pas trés gras, mais ce pourcentage peut atteindre 11% selon les modes d’extraction ou
la souche de spiruline utilisée un équilibre optimal entre les oméga-3 et 6, garant d’une bonne
santé cardiovasculaire est observé

La matiére grasse présente dans la spiruline se subdivise en deux fractions : une fraction

saponifiable « ou acides gras » (83%) et une fraction insaponifiable (17%) [15].

1.4.4 Les Vitamines
La spiruline offre de nombreuses vitamines qui contribuent au bon fonctionnement de notre

organisme : des vitamines du groupe B (en particulier, vitamines B1l, B2 et B12) qui



participent au métabolisme énergétique et au fonctionnement du systeme nerveux et la 3
caroténe, précurseur de la vitamine A, qui joue un rdle essentiel dans la vision, la
reproduction des cellules et le fonctionnement normal du systéeme immunitaire. La vitamine
B12, la plus fortement représentée dans la spiruline, est de loin la plus difficile a obtenir dans
un régime sans viande, car aucun végétal courant n’en contient (La spiruline est 4 fois plus
riche que le foie cru, longtemps considérée comme meilleure source de vitamine B12) [16].

1.4.5 Les Minéraux et oligoéléments

Si les teneurs en éléments organiques des spirulines sont bien connues les données sur les
éléments minéraux sont limitées. Les spirulines sont connues pour concentrer les éléments
capables de former des cations. Elles concentrent donc aussi bien les oligoéléments essentiels
sou nécessaires pour le corps humain que les éléments toxiques. Les minéraux et les
oligoéléments présents dans la spiruline sont regroupés dans le tableau ci-dessous (tableau I.
2) [17].

Tableau 1.2 : Teneur moyenne et principales fonctions des minéraux et des oligoéléments de
la Spiruline [17].

Minéraux et Teneur moyen dans Principales
oligoéléments 10 g de spiruline fonctions
Calcium 130 (10% des AJR) -Edification et

renouvellement  du
squelette.
-Rythme  cardiaque,

systéme nerveux

Phosphate 67 mg (8% des AJR) -Masse minérale du
squelette osseux.
-Réactions
biochimique de
’organisme.




Fer

Zinc

Magnésium

Potassium

Sodium

Sélénium

7-18 mg (50 a 100 %
des AJR)

0.4 mg (4% des AJR)

25-50 mg (9-25 %
des AJR)

100-200 mg (5-10%
des AJR)

0.09 mg

0.1-255 mg (20-
100des AJR)

-Fabrication et
fonctionnement  de
I’hémoglobine

-Constitution de

myoglobine.

-Activation de plus

de 200 enzymes.

-Masse minérale du
squelette osseux.
-Métabolisme
glucidique et
lipidique (muscle,

Coeur axe nerveux).

-Perméabilité des
membranes.
-Régulation du
rythme cardiaque.

-Régulation pression

osmotique.
-Cofacteur des
enzymes anti
oxydantes.
-Stimulant de

I’immunité.




Cuivre 0.1 mg (5%des AJR) Cofacteur de
nombreuses
enzymes.

-Anti inflammatoire,

antioxydant.

Manganeése 04 mg (12% des -Formation des os et
AJR) des  enzymes. -

Meétabolisme
protéines, lipides,

glucides.  -Stabilise

taux de glucose

sanguin.
Chrome 0.03-0.25 mg (16% -Métabolisme
des AJR) glucides, lipides,

acides nucléique,

cholestérol.

Les minéraux spécialement intéressants chez la spiruline sont le fer, le zinc, le magnésium, le
calcium, le phosphore et le potassium. La biodisponibilité élevée du fer a été démontrée chez
I’homme. Quelques récentes travaux démontrent que le fer de la spiruline est mieux absorbé
que celui de la viande, ce qui est exceptionnel pour un fer non-héminique. Selon les mémes
travaux, le taux de formation de ferritine apres digestion de spiruline serait plus de six fois
plus élevé que dans le cas d’'une méme quantité de fer apporté par digestion de viande. Alors
que I’apport intentionnel de zinc de la spiruline cultivée n’en contient généralement que des
traces (21-40 pg/g), alors qu’on peut en trouver dans certaines spirulines naturelles prés de
400 pg/g Ces valeurs sont insuffisantes pour que ces spirulines puissent étre considérées
comme de bonne source de zinc. D’autre part, la spiruline peut étre considéerée comme une
excellente source alimentaire de magnésium : elle en est naturellement riche, entre autres par
sa teneur en chlorophylle, et ce magnésium a été démontré bio- disponible pour I’homme
[18].



I. phycocyanine
I1.1 Définition de phycocyanine
La phycocyanine est le principal pigment de la spiruline (10 & 20% du poids sec). Il se
représente sous forme d'extrait liquide, il est un des rares colorants alimentaires naturels de
couleur bleue. Il est vendu sous le nom de (linabule ou sérum bleu). Il est constitué d'une

structure protéique reliée a un chromophore : molécule de phycocyanobiline constituée du

groupe bilin. Ce dernier est constitué du noyau tétra-pyrrolique de la chlorophylle ouvert et

| Protein |
COH COH

sans magnésium [19].

Figure 1.2 : Formule de la phycocyanine.

11.2 Propriétés physico-chimiques de la Phycocyanine

La phycocyanine est le pigment le plus abondant de la spiruline représentant plus de 15 % de
son poids [20].

11.2.1 Propriétés spectrales

Les principales propriétés spectrales de la phycocyanine sont illustrées dans le tableau 1.3
[21,22].

Tableau 1.3 : Propriétés spectrales de C-PC [21,22].

Pigment Absorbance | Emission de | Masse Absorptivité | Absorbance
maximale Fluorescence | moléculaire | (L/g.cm) de
(nm) (nm) (KDa) Fluorescence
C-PC 615 647 220 7.0 0.15

Le spectre d'absorption de la phycocyanine montre une bande d'absorption forte a 615 nm et
une seconde plus Faible a 360 nm, ces deux bandes sont dues aux propriétés du

chromophorebilie.




a) Stabilité de C-PC
La température et le pH jouent un rdle important dans la stabilité de phycocyanine , des
travaux ont montré une stabilité maximale de la phycocyanine avec un pH qui varie de 5.5 a 6
et une température d’incubation entre 47 et 64 C° qui permet d’augmenter la demi vie de la
phycocyanine en solution [23].
11.2.2 Propriétés thérapeutiques de phycocyanine

a) Anti- inflammatoire
L'effet anti-inflammatoire de S. platensis a été prouvé pour la premiére fois par [24]. Les
recherches qui ont recemment rapporté les effets anti-inflammatoires du C-PC. Un rapport a
montré que l'effet anti-inflammatoire du C-PC dépendait de la dose et qu'il pouvait réduire
I'eedéme tissulaire inflammatoire dans 12types de cellules inflammatoires dans un modele
expérimental [25,26].

b) Effet hépato-protecteur
L'activité pharmacologique du C-PC sur la toxicité hépatique chez le rat causée par la R(+)-
pulegone et le tétrachlorure de carbone a été étudiée, indiquant que le C-PC peut réduire
considérablement la toxicité hépatique causée par un grand nombre de radicaux libres [27].

c) Effet Reno-protecteur
C-PC peut inhiber les activités des enzymes antioxydants dans le rein. C-PC fournit une
protection significative contre la perméabilité de la membrane mitochondriale et augmente la
production d'’ATP. En outre, C-PC peut prévenir I'apparition de la néphropathie diabétique en
inhibant la production de superoxyde NADPH dépendante dans les cellules mésangiales

rénales en culture [28].

11.3 Méthodes d’extraction de phycocyanine

11.3.1 Extraction par sonification

Depuis quelques années, les ultrasons font partie de l'arsenal des méthodes mises en ceuvre
pour isoler les sporomorphes des roches sédimentaires, dissocier les agrégats de fins débris
insolubles ou prévenir leurs dénaturations [29].

11.3.2 Extraction par congélation

On appelle congélation toute technique visant et faire passer un produit et 1’état solide par des
techniques de refroidissement forcé. On parle de congélation principalement pour I’eau et les
produits qui en contiennent. La congélation est une technique de conservation des produits

biologiques [30].



11.3.3 Extraction par solvant

L extraction par solvant peut étre utilisée lorsque I’on souhaite extraire une espece chimique
d’une solution ou elle est dissoute et pour extraire une espece chimique dissoute dans une
solution, un autre solvant est utilisée (d’ou I’appellation d’extraction liquide-liquide) qui va
dissoudre également cette espece.

Lors du contact entre la solution et le solvant d’extraction I’espece chimique passe de I’un a

I’autre par conséquent, en fin d’extraction nous obtiendrons une nouvelle solution [31].

11.3.4 Extraction par séparation aqueuse a double phase

L’extraction de la phycocyanine par la méthode de séparation bi phasique est une technique
de purification aussi tres employée [32].

11.3.5 Extraction par le glycérol

La macération est un procédé qui consiste a laisser séjourner un solide dans un liquide froid
pour en extraire les composés solubles, ou bien pour que le liquide sera absorbé afin d’en
obtenir le parfum ou la saveur, pour le conserver ou pour qu’il s’y décompose [33].

I1.3.6 Extraction par I’eau

Parmi Les méthodes les plus précises pour mesurer la teneur en pigments, il y’a la

colorimétrie [30].

11.4 Application de phycocyanine

11.4.1 Additifs alimentaires

Le C-PC d'A. Platensis est commercialisé comme colorant alimentaire et cosmétique.
Quelques études ont abordeé la fonctionnalité du C-PC dans les aliments en ce qui concerne la
stabilité de la couleur et les propriétés rhéologiques .Une plus grande attention a été accordée
a l'utilisation du C-PC comme nutraceutique, en particulier dans les aliments santé dans
lesquels A. platensis séché est le composant fonctionnel. Au-dela de leur valeur nutritionnelle
[34].

11.4.2 Produits pharmaceutique

Des cyanobactéries entieres sont suggérées pour stimuler le systeme de défense immunitaire
et possedent des effets antioxydants, anti-inflammatoires, antiviraux, anticancéreux et
hypocholestérolémiants, en partie a cause de leur teneur en C-PC. La plus grande voie
d'absorption humaine de C-PC est sous forme non purifiée via les produits alimentaires de

santé A. platensis, le C-PC étant le principal constituant antioxydant de cet organisme.
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Cependant, les cyanobactéries peuvent également contenir une gamme d'autres composés

biologiquement actifs [34].

11.4.3 Application dans la thérapie photodynamique

La PDT est une méthode qui produit des ROS par absorption et rétention sélectives de
substance photosensible dans les tissus tumoraux malins des organismes et par
photooxydation de molécules biologiques, entrainant la mort des cellules tumorales.

La C-PC est un matériau photosensible qui peut produire de I'oxygéne singulet et d'autres
radicaux libres d'oxygéne sous excitation d'une longueur d'onde de lumiere appropriée [35].
Des chercheures ont proposé I’utilisation de C-PC dans la tumeur PDT [36] et ils ont confirmé
I’effet photosensibilsateur de la sous unité C-PC [37] et son réle dans la PDT des cellules de
cancer du sein [38] et ont montré que ce mécanisme induit la mort des cellules tumorales en
améliorant simultanément le systeme immunitaire et en initiant la voie de transduction du

signal apoptotique dans la cellule.
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I11.  Mise en forme de la phycocyanine pour une application dans la

photodégradation

111.1 Les biopolymeéres

Les biopolymeéres sont une classe de polymeéres produits par les organismes vivants :
végétaux, animaux et microorganismes. Ce sont des macromolécules biologiques
biodégradables renouvelables qui sont formées par la polymérisation de molécules plus
simples ou monomeres relies entre eux par des liaisons dites « covalentes ». Les
polysaccharides (celluloses et derives, amidons et dérivés, chitine et chitosane, etc.), les
protéines (gelatine, gluten, etc.), les composés lipidiques (cires, acides gras et derives, etc.),
I’ADN et 1'ARN sont tous des exemples de biopolymeéres, dans lesquels les unités
monomeres, respectivement, sont des sucres, des acides aminés, des acides gras ou des acides
nucléiques [39].

Les biopolymeres d'origine naturelle peuvent étre classés en quatre classes comme le montre

la Figure 1.3

Origine animale Déchets industriels des produits de la mer
= Collagéne/gélanne - Clutine/chitosane
BIOPOLYMERES
Issus (I'agﬁo-re\sources Produits par micro-organismes
- Pullulane, xanthane
l L - Poly (acide lactique) (PLA)
Lipides / graisses Hydrocolloides - Poly (hydroxy alcanoates) (PHA)
= Cire d'abeilles
- Cire de camauba |
- Acides gras l l
Protéines Polysaccharides
- 2éine (protéine de mais) - Cellulose
- 50] - Fibre (lignocellulosique)
- Lactosérum = Amidon
- gluten de blé - Pectines / gommes

Figure 1.3 : Schéma des biopolymeéres biodégradables d'origine naturelle [39].
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I11.2Définition du chitosane

Le chitosane, est un polysaccharide naturel cationique de glucosamine partiellement acétylé,
forme d’unités D-glucosamine et N-acétyl-D-glucosamine, est dérive par désacétylation de la
chitine [40].

Le terme chitosane, loin de répondre a une seule et unique structure chimique bien définie,
s’adresse a toute une famille de copolymeéres linéaires a arrangement aléatoire d’unités
N’acétyle-D-glucosamine et de D-glucosamine en proportions variables, et liées entre elles
par des liaisons f (1-4) qui conferent au chitosane de bonnes caractéristiques filmogenes.

Il est présent dans la paroi cellulaire de certains micro-organismes fongiques (champignons),

et dans les exosquelettes de certains crustacés et insectes [41].

I11.3La structure de chitosane

Le chitosane (Figure 1.4) est un copolymére composé de 2-acétamido-2-désoxy-p-Dglucose et
de 2-amino-2-désoxy-B-D-glucose en proportions variables. En fonction du degré de
désacétylation, la molécule est appelée chitine ou chitosane. La chitine, a 1’état naturel, est
elle-méme désacétylé a 5 ou 15 %. Il est généralement admis qu’une quantité d’amine

supérieure a 7 % permet de distinguer le chitosane de la chitine [42].

|'—| —~ i

C
e
T ’S—-"”_F'A-— _‘__‘-L_.— ’,w A0
HCy \;\ 7‘_ HO T \;\L ]

(a)

(.'III

OH
t.‘:-" HO oy, o = HO ___“;_
HO —"O ; HO i 7‘—
PH 1 MNH

(b)

Figure 1.4 : structure chimique de la chitine (a), du chitosane (b) (Olten et Enescu, 2007)

I11.4 La source de chitosane

Il faut retenir que la source majeure du chitosane provient de la désacétylation de la chitine
obtenue a partir de crustacés. La production de chitosane provient, en effet, des crevettes et
des crabes qui representent les deux sources naturelles les plus abondantes. Ce sont donc des
produits d’origine animale [40].
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En revanche, le chitosane est une substance tres peu répondue dans la nature. Ellen ’est
signalée que dans les exosquelettes de certains insectes (la paroi abdominale des reines de
termites) et dans la paroi cellulaire d’une classe particuliére de champignons (les
zygomycetes), de bactéries et de levures. Il n’y a pas donc de sources primaire chitosane

exploitable la production étant assurée par transformation de déchets issus de la peche [43].

I11.5 Les propriétés physico-chimiques

111.5.1 Degre de désacétylation (DDA)

Le degré d’acétylation (DA) est défini comme étant la fraction molaire des unités acétylées
(unité acétyle glucosamine). Le degré de désacétylation (DDA=1-DA) représente la
proportion d'unités amine-D-glucosamine par rapport au nombre total d'unités glycosidiques
[40].

DD est un paramétre structural qui influe sur les propriétés physico-chimiques telles que la
masse moléculaire, la viscosité, la solubilité, la charge globale et la réactivité, les propriétés
mécaniques comme I'élongation a la rupture, la résistance a la traction et les propriétés
barriere 1l influe également sur la propriété biologique telle que la biocompatibilité, la
biodégradabilité et I’activité biostimulant et anticholestemiante. L’analyse des différents types
du chitosane utilisés est donc une étape indispensable avant 1’évaluation de leurs capacités
[40].

111.5.2 Le poids moléculaire

Le poids moléculaire d’un agent polymérique coagulant est considéré comme étant une des
caractéristiques les plus importantes affectant la fonctionnalité du polymeére en question.
Parmi les différentes méthodes décrites dans la littérature, la chromatographie par perméation
de gel est la plus couramment utilisée pour la détermination du poids moléculaire du
chitosane ainsi que de sa polydispersité [40].Par ailleurs, le viscosimetre demeure une
méthode simple et rapide. A l'instar de sa composition, le poids moléculaire du chitosane
varie avec la source du mateériel brut ainsi que de sa méthode de préparation. En général, les
hautes temperatures, I'oxygeéne dissout, et les conditions drastiques peuvent provoquer la

dégradation du chitosane induisant la diminution de son poids moléculaire [44].

111.5.3 La viscosité
La viscosité est une caractéristique importante du chitosane concernant son comportement en

solution. Cette caractéristique est liée a la conformation des chaines macromoléculaires en
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solution. La viscosité dépend, non seulement du DD, du MM, mais aussi du pH car ces deux

parametres determinent la densité de charge sur la chaine de polymere [45].

111.5.4 La solubilité

La solubilité du chitosane est couramment évaluée dans 1’acide acétique ; toutefois, le volume
d’acide nécessaire dépend de la quantité du chitosane a dissoudre et du nombre de protons
nécessaires, ce dernier est égal a celui des unités amine NH2. Cette caractéristique est utile
pour déterminer la pureté des produits obtenus [46]. En général, la solubilité du chitosane
dépend non seulement de la valeur moyenne de degré de DA, mais aussi de la distribution des
groupements acétylés le long de la chaine macromoléculaire et également de son poids
moléculaire [47].La solubilité du chitosane diminue lorsque la valeur de DDA diminue.

Le chitosane est en effet insoluble dans I'eau et dans les solutions alcalines concentrées ou
diluées, ainsi que dans les solvants purs et les acides concentrés en raison de I'impossibilité

d'hydrater le matériau [48].

Tableau 1.4 : Variation de la solubilité du chitosane en fonction du DDA a pH =6 [49].

Degré de désacetylation (DDA %) Solubilité de chitosane
>75 Parfaite
=50 Moyenne
<40 Faible

111.5.5 La cristallinité

La cristallinité est un parametre important car elle contrdle un certain nombre de propriétés
comme l'accessibilité des sites internes dans les chaines macromoléculaires, les propriétés de
gonflement dans I'eau ou encore les proprietés diffusionnelles .La cristallinité est, en général,

déterminée par des mesures de diffraction de rayons X [41].

Le chitosane est une substance semi-cristalline. Il se cristallise dans le systeme
orthorhombique. Deux types de chitosane sont connus : le chitosane | (faible DD, sous forme

de sel) qui est plus désordonné que le chitosane Il (fort DD, forme amine libre) [40].
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111.6 Propriétés antioxydants

En raison des atomes d'hydrogéne protéique des groupements amines au niveau de carbone
C2 ou hydroxyles au niveau des carbones C3 et C6 du chitosane, ce biopolymere a une
activité antioxydant formant des radicaux macromoléculaires [50]. Les degrés de
polymérisation et de désacétylation (DD) sont les éléments clés de 1’activité antioxydant du
chitosane. En effet, le chitosane a faible poids moléculaire a une activité antioxydant tres
importante en comparaison avec le chitosane a poids moléculaire élevé dans lequel les atomes
d'’hydrogéne protéique sont blogués [51]. Par exemple, un poids moléculaire allant de 1 a 3
KDa et un degré de désacétylation de 90 % ont été correlés avec une haute capacité

antioxydant [52].

I11.7 Le procédé d’extraction du chitosane a partir la chitine

Les déchets de I’industrie des crustacés sont une source trés importante de chitine. De
nombreuses méthodes ont été développées afin de préparer la chitine a partir des
exosquelettes.

Procédé d’extraction de la chitine La faible teneur de la chitine dans les organismes tels que
les insectes et les champignons, laisse a suggérer que les crustacés sont les principales sources
fournissant cette matiere premiere (chitine) [53]. De nombreuses méthodes ont été
développées afin de préparer la chitine a partir des carapaces de ces crustacés. Parmi ces
méthodes, les méthodes chimiques sont les plus utilisées. L’extraction chimique consiste en
déminéralisation acide et une déprotéinisation basique. Le protocole adopté est inspiré de
[54]. De maniere générale, elles consistent a éliminer les protéines (déprotéinisation), les
éléments minéraux (déminéralisation) et la couleur (décoloration et blanchiment) (Figure 1.5)
[55].

111.7.1 Déminéralisation

Elle est généralement, réalisée par un traitement acide sous agitation pour solubiliser le
carbonate de calcium et le chlorure de calcium. Les acides les plus fréqguemment utilisés sont
I’acide chlorhydrique et 1’acide formique, a des concentrations variables de 1 a 10 mol/L. La
durée du traitement acide est de I’ordre de 1 a 48 heures a la température ambiante [56].
111.7.2 Déprotéinisation

La déprotéinisation de la chitine consiste a solubiliser les protéines (environ 30-40%)
présentes dans la chitine dans une solution aqueuse. Elle peut étre effectuée de fagon douce ou
sévere. Les méthodes douces utilisent des enzymes qui dégradent les protéines en peptides

solubles dans l'eau. Ces méthodes sont peu colteuses, mais ne permettent pas I'élimination
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compléte des protéines. L'emploi de soude a temperature élevée est généralement utilisé pour
solubiliser une plus grande partie des protéines.

Les carapaces déminéralisées, apres des lavages a 1’eau jusqu’au pH neutre, ont été mélangees
dans des solutions de soude caustique (NaOH) en proportion 1:10 p/v (poids de carapace
sec/volume NaOH). Les expériences de cette étape ont été réalisées avec des concentrations
de NaOH de 0.5, 1, 2, 3 et 60 %, a des températures de 25,60 et 800C pendant des périodes de
30 min, 3h, 21h et 24h [57].

111.7.3 Blanchiment
Pour certaines applications industrielles (pharmaceutiques, cosmétiques, agroalimentaires,...),
la chitine obtenue a partir des ressources de crustacés doit étre décolorée apres les traitements

acide et alcalin pour éliminer les pigments résiduels [58].

111.7.4 Désacétylation

L’étape la plus délicate reste la désacétylation qui nécessite de substituer suffisamment les
groupements acétylé pour aboutir au chitosane, ce qui peut entrainer une réduction excessive
de la longueur de chaine du polymeére. En jouant sur la durée du traitement alcalin et sur
I’¢lévation de la température, il est donc possible d’obtenir différents chitosane a partir d’une
méme chitine. Un degré d’acétylation (DA) inferieur a10% est rarement atteint par un procédé
simple [59].

Le rendement de désacétylation et la qualité du chitosane varient selon I’origine de la matiére
premicre utilisée (crevettes, crabes, calamars,...) et de la procédure d’extraction (la
température, la durée, la concentration d'alcalin, les traitements préalables pour I'obtention de
la chitine, I'atmospheére (air ou azote), la quantité de chitine par rapport a la solution alcaline,
la densité de la chitine et la taille des particules). Des conditions trop drastiques conduisent a
une dégradation physique du biopolymeres (avec une chute importante de la masse
moléculaire et/ou une oxydation des extrémités réductrices des chaines macromoléculaires),
alors que des conditions trop douces ne permettent pas une désacétylation suffisante. Ceci
permet d’expliquer parfois la difficulté d’obtenir de maniére reproductible des produits de
composition prédeterminée. [40]Par rapport a la chitine, le chitosane présente des

caractéristiques et des propriétés particulierement intéressantes.
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Ainsi, ce polymere est biocompatible, biodégradable, non antigenique et non toxique.

Carapaces de crustaces (crevettes)

ﬂ Collecte et entreposage broyage

MaDH
Etapel : Déprotéinisation

B Ringage, séchage

Etapel : Déminéralisation

Ringage, séchage

Etape3 : blanchiment

ﬂ Ringage, séchage

Chitine

ﬂ Ringage, séchage

Chitosane

HCl

Oneydant (KMnOy,
Ma(y Cl ou H20%)

Figure 1.5 : Principales étapes d’extraction de la chitine et sa transformation en chitosane

[58].

111.8 Les applications de chitosane :

Le chitosane a des applications étendues et tres diverses comme dans les industries
d’alimentation, de textile et de produits de beauté, en plus des applications environnementales
et biomédicales. Le tableau suivant présente quelques applications du chitosane.

Tableau 1.5 : propriétés et domaine d’application du chitosane [60].

Domaines d’applications Les applications

Agriculture e Enrobage des semences
e Alimentation des volailles

e Fertilisant
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Alimentaires

e Additifs alimentaires (liant,
émulsifiant, stabilisant.)

e Clarification des boissons

Biomédicales

e Agent bactériostatique

e Vaisseaux sanguins artificiels

e Gel dentaire

e Lentille cristalline (ophtalmologie)

e Réduction du taux de cholestérol

e Peaux artificielles

e Accélération de la cicatrisation des
blessures

Cosmétique

Environnement
(traitement des eaux usées et des
déchets)

Agent de liaison dans les crémes
Emulsifiant
Humidifiant

Soins capillaires

Purification des eaux par floculation

Formation de complexes avec les métaux

Autres

e Acoustiques
Biotechnologie
Industrie papetiére
Textile
Photographie

Membrane des haut-parleurs
Immobilisation des cellules et des
enzymes additifs (imperméabilisant...)

Films
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111.9 La mise en forme de la phycocyanine et le chitosane

111.9.1 Greffage de la phycocyanine sur le chitosane

Les recherches récentes montrent que la CPC greffé sur chitosane (NSC CPC) a été obtenu en
faisant réagir la CPC avec NSC. En prenant le degré de substitution comme indice les

conditions de la réaction ont été optimisées par une expérience a facteur unique [61].
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Figure 1.6. La synthése de N succinyl chitosane C phycocyanine peptide (NSC CPC).

111.9.2 Phénomeéne d’adsorption

L'adsorption (a ne pas confondre avec l'absorption) est un phénomene de surface lorsque des
molécules gazeuses ou liquides adherent & la surface solide de I'adsorbant selon divers
processus plus ou moins intenses. Si la qualité d'adsorption est bonne, la taille moléculaire des
molécules adsorbées est trés importante, notamment lorsque la taille des grains cristallins est
petite. L'adsorption est un phénomeéne d'auto-découverte qui se produit en abaissant la

pression artérielle de la surface [62].
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111.9.3 la photodégradation

Deux types de dégradation photo-catalytique des composés organiques dans 1’environnement
sont envisagés (direct et indirect).

La photodégradation directe La photodégradation directe implique 1’absorption des radiations
UV par la molécule a détruire, qui passe ainsi par un état excité favorisant sa dégradation. La
présence d’au moins un groupement chromophore est nécessaire. Dans ce cas, la
transformation du composé chimique est une conséquence directe de 1’absorption d’un photon
[63].

La photodégradation indirecte La photodégradation indirecte est la dégradation influencée par
la présence de certains composés qui existent généralement dans la nature appelés photo-
sensibilateurs ou espéces réactives [64]. lls absorbent eux-mémes la lumiére et transmettent
ensuite ’excédent de leur énergie a la molécule polluante. Deux types de photodégradation
indirecte peuvent étre envisageés :

-Photocatalyse homogéne.

-Photocatalyse hétérogene.
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I1.1 Matériels et méthodes

11.1.2 Solutions préparées et produits

Tous les produits et les solvants ont été utilisés sans purification préalable, et sont
regroupés dans le tableau 11.1.

Tableau 1.1 : solvants et les produits utilisés dans 1’étude

Produits La formule chimique La masse
moléculaire
Acide chlorhydrique HCI 36.46
Hydroxyde de sodium NaOH 40.00
Acide acétique CHsCOOH 60.05
Chlorure de potassium KCI 74.55
Chlorure de sodium NaCl 58.44
Phosphate de potassium KH2PO. 136.09

anhydre monobasique

Phosphate de sodium Na;HPO. 141.96
dibasique anhydre

Sel EDTA disodique EDTA 358.14
L’cau distillée
Les carapaces de crevettes

La spiruline platensis

11.2 Mode opératoire
Les exosquelettes (carapaces) de crevettes grises et roses fraiches utilisées dans cette étude
pour synthétiser le chitosane sont ramenées d’un poissonnier situé a la Wilaya de Blida (les
crevettes sont péchées dans le mois de Mars de la mer méditerranéenne). L’extraction de la
chitine en deux étapes :

e Ladéminéralisation

e La déprotéinisation
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Et pour I’obtention de chitosane par la désacétylation.
dans le diagramme ci-dessus ,on présente les différents étapes de Dextraction de

chitosane :

Carapaces de crevettes

(Lavage +séchage+ broyage)

Etape 01 : Déminéralisation (HCI)

Exosquelettes déminéralisés

¥

Etape 02 : déprotéinisation (4% de NaOH)

Chitine

4

Etape 03 : Désacétylation (40% de NaOH)

Chitosane

Figure 11.1 : Etapes de I’extraction du chitosane des exosquelettes de crevettes (en trois

étapes).

11.2. 1 Prétraitement des carapaces

Les déchets des carapaces de crevettes sont lavés avec de I’eau plusieurs fois, ensuite
séchées pendant sept jours (une semaine) a 1’étuve pour une température fixée 40°C, apres
broyés par un mixeur de marque SILVERCREST SMZ26012 et conservées jusqu’a

I’utilisation. La figure 11.2 présente I’opération de prétraitement des carapaces de crevettes.
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Figure 11.2 : ’opération de prétraitement des carapaces de crevettes

11.2.2 Pextraction de chitosane

11.2.2.1 Déminéralisation

Les carapaces une fois prétraitées (lavage, séchage et broyage), les carapaces de crevette
du masse est égale a 112 g ont été immergées dans une solution de HCL 1 M et 1,5 M,
respectivement, avec le rapport (p / v) de 1: 9 & T= 35 °C pendant 2 h a I’aide d’un
agitateur —plaque chauffante de marque VELP SCIENTIFICA [65].
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11.2.2.2 Déprotéinisation

La deprotéinisation a été réalisée par 4% de NaOH avec le rapport (p / v) de 1: 4 ont été

utilisés a 30 ° C pendant 24 h [65].

(a) (b)
Figure 11.3 :a) I’étape de déminéralisation (sous 1’agitation).

b) I’étape de déprotéinisation a 1’aide d’un montage a reflux.
11.2.2.3 Désacétylation de chitine
Apres avoir préparé la chitine, nous avons procédé a I’optimiser, cette étape la plus délicate
qui met en ceuvre la substitution d’un nombre maximal et suffisant de groupements
acétyles, pour aboutir au chitosane. La désacétylation a été effectuée par un traitement de
NaOH a 40% avec le rapport (p/ v) de 1: 4 été employé. La réaction s'est produite d'abord
a une température 60 ° C pendant une heure, puis & 100 °C pendant 2 h. A la fin de la

réaction, le biopolymere chitosane a été obtenu [65].

Figure I1.4 : la filtration de chitosane avec la pompe sous vide.
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Remarque

A chaque étape, I'échantillon a été filtre et lavé avec de l'eau distillée pour atteindre la
neutralité, cette étape a été effectuée on utilisant une pompe sous vide et un pH-metre.
Dans cette étape, nous avons séché le chitosane obtenu a I’étuve de marque Memmert
pour une température T= 40°C pendant 24h.La masse finale de chitosane obtenu est 12.55g

Et apres 24h le produit a été séché et prés a I'utiliser.

Figure 11.5 : le biopolymere chitosane .

11.3 Extraction de phycocyanine

11.3.1 Matériel biologique

Le produit naturel utilisé est la spiruline platensis c’est une micro algue sous forme de
poudre seche .Cette espece est provient de l'ouest de I’Algérie exacte de la wilaya

d’Oran.la figure 11.6 : Présente la spiruline.

Figure 11.6 : la spiruline sous forme poudre verte

26



11.3.2 Les étapes de I’extraction de phycocyanine

Ce schéma résume les trois étapes principales de 1’extraction.

Préparation de la solution tampon phosphaté

Extraction par l'ultrason

Centrifugation

11.3.2.1 Préparation de solution tampon phosphaté

Dans un volume de 1L de I’eau distillée on a ajouté successivement 8,77g de NaCl, 2,01 g
de KCl, 11,36 g de NazHPO4, 2,72 g de KH2PO4 et 3,72 g de Na2 EDTA [66].

Puis nous avons ajusté le pH entre 7,45 et 7,50 en utilisant 3-4 ml de 5 mol. L™* NaOH.
11.3.2.2 L’extraction de la phycocyanine par ultrason

L'extraction par ultrasons est le meilleur moyen de détruire les cellules d'algues de maniére
efficace et rapide. Le traitement par ultrasons peut libérer tous les composes
biologiquement actifs, ce qui rend la technologie a ultrasons tres efficace [67].

Cette étape est trés délicate doit étre effectuée sous un éclairage faible pour éviter la
dégradation photochimique de la phycocyanine (a 1’abride la lumiére on utilise de papier
aluminium).

On ajoute 1g de spiruline dans 10 ml de la solution tampon phosphaté dans un erlenmeyer
bien couvert dans le bain de I'ultrason avec de I'eau du robinet froid utilisant de la glace,
la sonification dure 10 minutes (cette étape réduit la turbidité des extraits) [66].

11.3.2.3 Centrifugation

La séparation centrifuge des liquides utilise le principe de la force centrifuge pour séparer
des substances de densités différentes, assurant une séparation rapide des substances qui
normalement se séparent lentement sous I'action de la gravité.

La centrifugation consiste a accélérer la décantation dans un champ de force allant jusqu'a
100 N et a séparer completement le liquide en quelques minutes. Le liquide ou son
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mélange se déplace en continu a travers le rotor de la centrifugeuse, et la phase séparée
s'écoule également en continu [68].

Alors on met I’échantillon dans la centrifugeuse pendant 20minutes a température 4 C°
pour 4000rpm, et on assure qu’aucune particule de filtre ne reste dans la partie supérieure
du tube [66]. On conserve les échantillons dans un réfrigérateur a température 4°C, et tenir

a ’abri du soleil.

Ce schéma représente les différentes étapes d’extraction de la phycocyanine :

La spiruline dans la solution La sonification de la solution
tampon

La phycocyanine La centrifugation

Figure 11.7 : les principales étapes I’extraction de la phycocyanine.
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11.4 Elaboration de matériau biopolymeére

Dans cette partie, nous allons étudier 1’élaboration d’un biomatériau qui est le chitosane sur
lequel nous avons greffé la phycocyanine extrait de la spiruline platensis par deux vois
différentes :

a. Reéaction d’estérification
La réaction d'estérification est une sorte de synthese en chimie organique ester. C'est la
réaction de condensation de l'alcool et de I'acide carboxylique. Peut faire a partir d'autres
réactifs, notamment a la place de l'acide carboxylique, une sorte de Dérivés (chlorure

d'acide ou anhydride d'acide) pour augmenter le rendement en esters [69].

b. Définition de I’adsorption
L'adsorption (a ne pas confondre avec I'absorption) est un phénomene superficiel Lorsque
des molécules de gaz ou de liquide sont attachées a la surface solide de I'adsorbant Selon
divers procedés plus ou moins intenses. Si la qualité est bonne pour I'adsorption La taille
moléculaire des molécules adsorbees est tres élevee, surtout si la taille des grains cristallins
est plus grande faible. L'adsorption est un phénomeéne de decouverte de soi qui se produit

pour abaisser la tension artérielle Surface de surface [62].

11.4.1 Film par réaction d’estérification

Cela consiste a dissoudre une masse del g de chitosane dans 2% d’acide acétique sous
I’agitation pendant trois jours en plus une 40 min dans l’ultrason jusqu’a la dissolution
totale de chitosane.

Aprés on rajoute 10 ml de la phycocyanine plus 20ml d’acide acétique et 2 ml de I’acide
sulfurique cette étape a été effectuée a I’aide d’un montage a reflux pendant 8 heures.

Puis on rajoute 600 ml de 1’eau distillée dans la solution précédente et on la laisse sous
I’agitation pendant 5 min.

Afin d’obtenir un film (CPC + NSC) on a fait une centrifugation qu’a effectué¢ a I’aide
d’une centrifugation de marque PrO-Analytical by centurion scientific Ltd, Pendant 15
minutes pour 4000 tr/min.

Une filtration a ’aide une pompe a sous vide pour bien récupérer le mélange et faites un

séchage a 1’étuve a température 40°C pendant 24 h.

29



Ce schéma résume les étapes de greffer le chitosane sur la phycocyanine.

Réaction de modification >

C-PC avec AA La CPC avec NSC dans ’AA Montage a reflux

Centrifugation Le surnageant apres filtration Le produit fini séché

Figure 11.8 : les étapes de greffer le chitosane sur la phycocyanine.

11.4.2 Poudre par I’adsorption

Dans le but d’adsorption de la phycocyanine par le biopolymere chitosane nous allons faire
cette étude par des différentes concentrations de la phycocyanine, alors on a préparé trois
solutions de phycocyanine (1% 2% et 5%) pour chaque concentrations on rajoute 0.1g de
chitosane, on verse les solutions dans des flacons et on agite pour quelque seconde pour

avoir mesureé le pH puis les flacons ont met dans le secoueur pendant 3 heures.
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Les solutions sont filtrées par une pompe sous vide puis les adsorbants de différentes

concentrations ont étuvé pendant 24 heures.

P o <z

Figure 11.9 : la phycocyanine d’adsorbée par le chitosane.

11.5 Applications des films et des poudres dans la photodégradation

Nous avons étudié I’adsorption du MO par les poudres et le film préparés a base de
chitosane et la phycocyanine, nous avons préparé quatre flacons de 0,01g de chaque
poudre et aussi le film déja obtenus dans 50 ml de la solution de méthyle orange a
concentration de 10% , Les quatre flacons conservés loin de la lumiére pour une durée
maximale.

Apres on a mesuré 1’absorbance a 1’aide d’un spectrometre UV Visible.

Puis on a fait la photodegradation de ces solution sous la lumiére visible pendant 4h, et a
chaque instant on fait un prélévement pour mesuré 1’absorbance a I’aide d’un spectrométre
UV Visible.

Figure 11.10 : I’étape de la photodegradation
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11.6 Méthodes de caractérisation de chitosane

11.6.1 Caractérisation physique et chimique de chitosane synthétisé

A. Test de solubilité

Pour tester la solubilité de chitosane extrait dans des différents milieux en (acide, basique
et neutre) [70], le test de solubilité est réalisé dans de I'acide acétique et dans NaOH et de
I'eau distillée.

On Pese 0,05 g de chitosane du produit dans 50 ml des trois solutions sous agitation
pendant 24 heures. On dissolve le chitosane

Et aussi dans I’acide chlorhydrique, I’éthanol et I’acétone ; 1 g d’échantillon ont été
introduits séparément et sous 1’agitation magnétique pendant 24h dans un volume de 10 ml
[71].

B. Caractérisation du chitosane synthétisé par la spectroscopie IRTF

La spectroscopie infrarouge fournit des informations sur l'interaction de la matiere et du
rayonnement en fonction de la fréquence du rayonnement incident (c'est-a-dire son
énergie), généralement ultraviolet, visible ou infrarouge. Cela dépendra de la sensibilité de
I'instrument et de la nature (état physique) de I'échantillon [72].

La spectroscopie IRTF a été utilisée pour étudier la composition et la structure du
chitosane synthétisé. Cette analyse a été effectuée a I’aide d’un spectrophotométre FTIR de
marque SHIMADZU dans la plage de 400-4000 cm™.

L’analyse consiste a broyer 0.001g de chitosane avec un sel purifi¢ 0.1 g de Kbr (le

bromure de potassium) afin d’annuler les effets de diffusion des gros cristaux.

Figure 11.11 : Préparation de I'échantillon en pastille de Kbr.

32



Ce mélange en poudre est comprimé dans une presse pour fournir des particules
translucides lesquelles le faisceau du spectrométre peut passer. Avant d’effectuer le
spectre, 1’échantillon a été étuvé a 50° C pendant 24 heures [73].

La détermination de DA par la méthode la plus simple est celle de la spectroscopie IR
proposée par Le degré DA des échantillons a été déterminé en utilisant la formule
suivante : DA= ((A1320/A1420)-0.03822)/0.03133

Avec A1320, A1420 sont les absorbances des pics a 1320 et 1420 cm-1

Et pour déterminer le DAA en utilisant la formule suivant : DDA=100-DA

DA : degré d’acétylation

DDA : degré de désacétylation

C. Caractérisation par diffraction par les rayons X (DRX)

La diffraction des rayons X est utilisée pour étudier la cristallinités de plusieurs
materiaux.

La méthode générale consiste a bombarder I'échantillon avec des rayons X puis a observer
I'intensité des rayons X diffusés selon la direction spatiale. La déviation structurelle de ce
rayon X sur le cristal peut determiner le degré de cristallinité [74].

L'indice de cristallinité (Icr) indique la proportion de région cristalline dans un échantillon
de chitosane. Cette technique distingue les régions cristallines des régions amorphes.
Déterminer I'indice Icr a partir des résultats de diffraction. .cette méthode est basé sur le
rapport entre la somme totale des aires des zones cristallines sur la somme totale des aires
[75].

L’analyse aux ray-X est utilisée pour détecter I’indice de cristallinité est :

Cri%= (Imax —lam / Imax) x100

Imax : la valeur d’intensité a 20 égales 20°

lam : la valeur d’intensité a 20 de 10°.
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I11.1. Extraction et caractérisation du chitosane

La matiére premiere utilisée dans cette étude qui est les exosquelettes de crevettes rouges et
grises, apres un prétraitement (lavage séchage et broyage), nous avons procédé a I’extraction
de la chitine.

I11.1.1. L’extraction de la chitine

L’extraction de chitine par une méthode chimique est réalisée en deux étapes: la
déminéralisation et la déprotéinisation.

Pour calculer le rendement massique de la chitine en utilisant la formule suivante :

R% = ((mi-mz2)/mi) X 100 —> R%= ((112-19.90)/112) X 100

mu : la masse initiale de la poudre des carapaces de crevette.

m: : la masse de la chitine aprés les deux etapes démineéralisation et déproteinisation.

Le rendement de 1’extraction de la chitine est égale 82.23%.

I11.1.2. L’extraction de chitosane

La derniere étape est la désacétylation de la chitine, cette étape a été effectuer par une
solution basique de 40%.

Le rendement massique apres la désacétylation égale 36.93%, le chitosane obtenu est sous

forme poudre de couleur beige.

I11.1.3 caractérisation physicochimiques de chitosane

111.1.3.1 Résultats de test de solubilité

Apres I’extraction le chitosane doit subir des analyses physiques et chimiques telle que la
détermination de solubilité dans des différents solvants les résultats sont regroupés dans un
tableau.

Tableau I11.1 : Résultats de test de solubilité de chitosane synthétisé.

solutions L’eau Acide Acide Ethanol | Acétone | NaOH
chlorhydrique | acétique

Chitosane Insoluble Soluble Soluble | Insoluble | Insoluble | Insoluble
extrait

En général, le chitosane est parfaitement soluble dans les milieux aqueux acides grace a la
protonation, En fait, le groupe amine (NH2) du chitosane est proton a partir de pH 3-4, et le
polymere chargé positivement (NH3+) devient soluble. Son meilleur solvant est I’acide

acétique.
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Effectivement le chitosane est insoluble dans 1’eau distillée et le solvant alcalins concentrée
et diluée [76].

111.1.3.2 Détermination du degré de désacétylation par spectroscopie FTIR

La détermination de (DA) par la méthode la plus simple et la plus rapide pour calculer le
degré (DA) est celle de la spectroscopie IR.

Le degré DA des échantillons a été déterminé en utilisant la formule suivante :

DA= ((A1320/A1420)-0.03822)/0.03133

Avec A1320, A1420 sont les absorbances des pics a 1320 et 1420 cm-1

Et pour déterminer le DAA en utilisant la formule suivant : DDA=100-DA

DA : degré d’acétylation

DDA : degré de désacétylation

Le degré de désacetylation est DDA= 81.39%.

111.1.3.3 Résultats Caracterisation par diffraction de rayons X (DRX)

L’analyse de DRX a été effectuée pour étudier I’état de cristallinité du chitosane extrait.
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201 (7027, °)

Figure 111.1 : Diffractogramme de chitosane extrait.

On remarque que le chitosane extrait montre un pic intense de réflexion autour de 26=20°
dans le rang de 26=15 a 40 °, ce pic explique la valeur de degré de désacétylation du
chitosane extrait.

Tandis que le Diffractogramme montre que la cristallinité du chitosane, ainsi la diminution
de Iintensité de réflexion du pic du chitosane extrait indique la diminution des acétamides.
La technique adoptée pour déterminer ’indice de cristallinité consiste a calculer le rapport
entre I’aire des pics associés aux zones cristallines sur 1’aire totale. L’indice de cristallinité

atteint donc 33.33 % pour le chitosane, donc le chitosane est semi-cristallin.
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L’analyse aux ray-X est utilisée pour détecter I’indice de cristallinité est :

Cri%= (Imax —lam / Imax) x100

Imax : la valeur d’intensité a 20 égales 20°

lam : la valeur d’intensité a 20 de 10°.

L’indice de cristallinité est égale Cri%=33.33%

111.1.3.4 caractérisation du chitosane par spectroscopie Infrarouge FTIR

Le spectre FTIR du chitosane est représenté dans la figurelll.2.

IChitosane
| J
0167 (

Absorbance

e /

w0 . Tme w0 oo w0 so
Nombre donde (cm-1)

Figure 111.2 : Spectre IR de chitosane.

La figure présente les différents groupements relatifs au chitosane, I’examen de ces spectres

fait apparaitre les bandes d’adsorption suivantes :

>

Une forte bande étroite dans la région 3291cm™ correspond aux étirements N-H et
une autre plus large vers 3610 cm™ due au vibration d’élongation des liaisons O-H.
Les bandes a 2890 cm™ et 2930 cm™ sont due aux vibrations d’élongation des CHz
et CHs.

La bande a 1066-1028 cm-1 correspond aux vibrations d’élongations de la liaison C-
O. Toutes les bandes ont été trouvées dans les spectres d'échantillons de chitosane
rapportés dans la littérature [77,78].

La présence de groupes N-acétyle résiduels est confirmés par la présence des bandes
vers 1645 cm™ (C = O amide étiré 1) et 1325 cm™! (C-N Etirement de I'amide I11),
Nous n'avons pas trouvé le groupe correspondant a la flexion N-H de I'amide Il a
1550 cm-1. Il s'agit de la troisieme bande caractéristique d'un groupe N-acétyle

typique, et elle peut se chevaucher avec d'autres bandes. Le groupe a 1589 cm-1
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correspond au coude N-H de I'amine primaire. [79] Les déformations symétriques

CH2 et CH3 sont confirmées par la présence de bandes vers 1423 et 1375 cm-1

» Labande d’adsorption des groupes N’acétyle résiduels Environ 1645 cm— 1 (C=0
amide étiré I) et 1325 cm — 1 (C-N Etirement de I'amide I11)-.

111.2 Résultats d’extraction de la phycocyanine

L’extraction de la phycocyanine a été effectuée a I’aide d’une méthode de sonification par

I’ultrasonore efficace pour I’isolement d’extrait de micro algues de la qualité supérieure.

Les résultats d’extraction sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 111.2 : Résultats caractéristiques de la phycocyanine extrait.

L’aspect Liquide
La couleur Bleu
Type Pigment
Conservation aT=4°C
Solubilité Soluble
Toxicité Faible

La phycocyanine est caractérisée aussi par un spectrometre UV Visible pour déterminer la

longueur d’onde, le domaine d’absorbance est A= 620 nm.

4,597

4,000

2,000

Abs.

0,000

-2,000

2,554 Ll
190,00

400,00

nm.

600,00 800,00

Figure I11.3 : Spectre UV Visible du phycocyanine.
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111.3 Caractérisation de film et de la poudre chitosane / Phycocyanine

Dans cette partie du travail, nous avons préparé deux matériaux, un film dont on a greffé la
phycocyanine sur le chitosane et une poudre dont on a adsorbé de la phycocyanine sur le
chitosane.

Le greffage de la phycocyanine a été réalisé selon une réaction chimique (soit une réaction
d’estérification entre les groupements COOH de la phycocyanine et les groupements OH du
chitosane, soit une réaction d’amidation, ou autre).

Le film a été caractérisé par la DRX et le FTIR-ATR.

111.3.1 Résultats d’analyses de film par diffraction de rayons X (DRX)

TTET T
13000

Experimental pattern: G2
Calculated pattern (exp. peaks) (Rp=1487.5 %)
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Figure 111.4 diffractometre de film (NSC — C-PC)

On remarque que le chitosane extrait montre un pic intense de réflexion autour de 26=20°
dans le rang de 20=15 a 40 °, ce pic explique la valeur de degré de desacétylation du
chitosane extrait.

Le Diffractogramme montre la cristallinité de chitosane et la diminution de ’intensité de
réflexion du pic extrait indique la diminution des acétamides.

L’indice de cristallinité atteint donc 84.61% pour le film (NSC-CPC) .Par comparaison avec
Figure I11.1 : nous constatons une diminution de I’intensité de réflexion, cela indique que il

y’a modification chimique du chitosane.

111.3.2 Analyse du film par la spectroscopie Infrarouge couplé a PATR (FTIR-ATR)
Le spectre FTIR-ATR du film Chitosane/ phycocyanine est représenté dans la figure 111.5.
Apres la modification, les principales bandes spécifiques du chitosane apparaissent dans le

spectre du film.
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Néanmoins, nous remarquons I’apparition d’une bande large vers 2400 -2600 cm?, dues a
la formation des interactions électrostatiques entre la fonction NH2 du chitosane et le
groupement COOH de la phycocyanine.
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0124 |
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Figure I11.5 : spectre IR de film (NSC — C-PC).
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Figure I11.6 : la formule des interactions entre chitosane et phycocyanine COOH----NHo.
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111.3.3 Etude de I’adsorption de la phycocyanine sur la poudre
Dans cette partie, nous avons réalisé I’adsorption de la phycocyanine sur le chitosane avec

différents pourcentages 1% 2% et 5%.
-
we 2/ a7 .
L. e !
5 '

. N "
= o <
Figure I11.7 : les différents matériaux obtenus.

111.4. Application du film et de la poudre dans la photodégradation du méthyle orange
I11.4.1. Tests de la photodégradation sur les poudres

Avant chaque étape de photodégradation, les différentes poudres et films sont mises en
contact avec la solution polluante dans I’obscurité, afin d’établir I’équilibre adsorption —
désorption durant 24 heures.

Nous avons réalisé des tests de photodégradation d’un colorant anionique le méthyle orange
sur la poudre contenant 1% en phycocyanine.

Les résultats de la cinétique de photodégradation a un pH=7.40, sont résumeés dans le

Tableau I11.3 : Les résultats de la cinétique de la photodégradation et dans la figure 111.7.

t (min) | 90 120 150 180 210 240
R% 27.57 | 3247 |34.06 |36.02 |33.67 |32.84
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Nous constatons que la photodégradation est lente, elle atteint une valeur maximale de [32%]

aprés 180 min d’exposition a la lumiére

le rendementen %

40
35
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20
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50

R% de solution de 1%

100
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200

le temps en min

250

R%

300

Figure 111.8 : Le rendement en fonction du temps pour la solution de 1%.

111.4.2. Tests de la photodégradation sur le film

Avant chaque étape de photodégradation, le film a mise en contact avec la solution polluante

dans I’obscurité, afin d’établir 1’équilibre adsorption —désorption durant 24 heures.

Nous avons réalisé des tests de photodégradation d’un colorant anionique le méthyle orange

sur le film.

Les résultats de la cinétique de photodegradation a un pH = 7.40, sont résumés dans le

tableau I11.4 et dans la figure 111.8.

Tableau I11.4 : Les résultats de la cinétique de la photodégradation

t (min)

60

90

120

150

180

210

240

R%

5.43

7.88

9.78

15.21

20.51

21.02

23.09
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Les résultats de la photodégradation par le film (NSC-C-PC) sont donnés dans la courbe au-
dessus .Selon ces résultats on ’a observé que le rendement augmente de [5.43%a 23.09%]
en fonction de temps au-dela de cette valeur le rendement est stabilisée a la valeur maximale

|23.09 %] ce qui signifié la dégradation du colorant le méthyle orange.

R% DE FILM (NSC-C-PC)
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Figure I11.9 : le rendement en fonction de temps pour le film.

Par comparaison, le rendement de degradation de la poudre est [32%] par contre le
rendement de dégradation du film est [23.09 %]. Cela montre que I’efficacité de poudre est

meilleure par rapport au film.
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Conclusion générale

L’objectif principal de ce travail, était la mise en forme d’un matériau en utilisant un
biopolymeére d’origine marine, le chitosane et un produit naturel, la phycocyanine isolée
d’une cyanobactérie en vue de 1’utiliser comme un support naturel dans la photodégradation

de méthyle orange, un colorant anionique choisi comme modéle de polluant organique.

Ainsi, le présent travail avait trois parties principales. La premiere s’est focalisée sur la
valorisation des sous-produits marins, les carapaces de crevettes, pour extraire la chitine qui
est transformé chimiquement par désacétylation en chitosane. La deuxiéme partie concerne
I’extraction de la phycocyanine a partir de la spiruline platensis par sonification. En
troisieme partie, la préparation des films a base du chitosane sur lequel nous avons greffe
sur la phycocyanine, préalablement formées et caractérisees par spectroscopie infrarouge
FTIR et par diffraction des rayons-X DRX sont utilisées par suite dans 1’élimination du
méthyle orange par la photodégradation.

Les carapaces de crevettes ont servi de source pour la synthese du chitosane aprés une
succession de plusieurs étapes : la déminéralisation, la déprotéinisation. Ces traitements ont
conduit a ’extraction de la chitine, laquelle est transformée par voie chimique en chitosane,
apres une réaction de désacétylation par une solution d’hydroxyde de sodium concentrée. Le

chitosane obtenu est caractérisé par un degré de désacétylation de 81.61%.

Pour la bonne condition de I’extraction a partir de la spiruline. On a choisie I’extraction par
ultrason, c’est une technique rapide et simple, en utilisant le phosphate tampon comme
solvant.

On a valorisé propriété photosensibilisantes de la phycocyanine pour faire une application
dans le domaine de la photodégradation des polluants organiques, pour éviter la solubilité
de la phycocyanine dans les milieux aqueux, on a utilisé un biopolymeére biodégradable tel
que le chitosane. Enfin, on a réalisé un greffage pour la dégradation d’un colorant anionique
le méthyle orange avec une valeur maximale atteint [23.09%] aprés 240 min.

Le test de la photodégradation de méthyle orange sur la poudre contenant 1% de la
phycocyanine est lente, elle atteint une valeur maximale de [32%] apres 180min d’exposition

de la lumiére.
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Enfin, cette étude a mis en évidence la possibilité d’utiliser le chitosane et la phycocyanine
comme adsorbants d’un polluant organique aprés modification. Cependant, certaines

améliorations ou études complémentaires doivent étre réalisées.
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