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Résumé

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude du pouvoir antibactérien des billes de
chitosane vis-a-vis de deux souches (Bacillus subtilis ATCC 6633) et (Escherichia coli CIP 76.24),
du pouvoir chélateur de certains metaux lourds et d’un colorant, ainsi que quelques paramétres

physico-chimiques: le taux de protéines, de cendres et d’humidité.

Ce travail est réparti en plusieurs étapes :

v L’extraction du chitosane a partir des carapaces de crevettes avec élaboration des billes de
chitosane ;

v L’étude de I’effet antimicrobien de ces billes sur une bactérie Gram-positive (Bacillus subtilis
ATCC 6633) et une Gram-négative (Escherichia coli CIP 76.24) ;

v La chélation des microbilles sur trois métaux lourds (Zn, Cu et Cd) et sur un colorant (rouge
d’alizarine) ;

v" La mesure de certains paramétres physico-chimiques : le taux de protéines, de cendres et
d’humidité.

Nous avons démontré :

e [L’effet antimicrobien par une réduction de la charge bactérienne supérieure a 50% pour les
différentes concentrations de billes et pouvant atteindre presque les 80% pour E. coli et
dépassant les 60% pour B. subtilis ;

e Le rble chélateur des billes de chitosane vis-a-vis de certains métaux lourds avec une
chélation totale au bout d’environ deux heures ; et pour le colorant I’alizarine, un maximum

d’efficacité pour une dilution au 1/10 éme, dépassant ainsi les 90% de réduction.

Les caractéristiques physico-chimiques des billes de chitosane extraites sont : taux de protéines :
2,45% ; taux de cendres : 3,2% ; taux d’humidité : 6%.

Mots clés : Billes de chitosane, antagonisme, chélation, métaux lourds, colorant.



Abstract

In this work, we investigated the antibacterial activity of chitosan beads against two strains
(Bacillus subtilis ATCC 6633) and (Escherichia coli CIP 76.24), the chelating power of certain
heavy metals and of a dye, as well as some physico-chemical parameters: the level of proteins, ash

and moisture.

This work is divided into several steps:

v’ Extraction of chitosan from shrimp shells with the production of chitosan beads;

v Study of the antimicrobial effect of these beads on a Gram-positive bacterium (Bacillus
subtilis ATCC 6633) and a Gram-negative bacterium (Escherichia coli CIP 76.24);

v" Chelation of microbeads on three heavy metals (Zn, Cu and Cd) and on a dye (alizarin red);

v' The measurement of certain physicochemical parameters: the rate of protein, ash and

moisture.

We have demonstrated:

» The antimicrobial effect by reducing the bacterial load by more than 50% for the various

concentrations of beads and up to almost 80% for E. coli and exceeding 60% for B. subtilis;

 The chelating role of chitosan beads against certain heavy metals with total chelation after about
two hours; And for the alizarin dye, a maximum efficiency for a 1/10 dilution, thus exceeding the

90% reduction.

The physico-chemical characteristics of the extracted chitosan beads are: protein content: 2.45%;
Ash rate: 3.2%; Moisture content: 6%.

Key words: Chitosan beads, antagonism, chelation, heavy metals, dye.
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Introduction générale

L’eau, matiére premiere essentielle pour tous les étres vivants sur notre planete. Tous les
phénomenes vitaux de la biosphére sont liés a la disponibilité de I’cau. Le développement
accéléré des sociétés humaines s’accompagne souvent d’une pollution cruelle, de
I’atmosphére et des eaux qui posent un réel probléme pour 1’environnement. La pollution de
I’hydrospheére, survient lorsque des matieres sont déversées dans I’eau qui en dégrade la
qualité, en effet, ces activités générent une grande diversité de produits chimiques qui se
déversent dans le cycle de I'eau, mettant en péril le fragile équilibre naturel qui a permis a la
vie de se développer sur la terre. (Barka, 2008).

Tous les pays du monde sont concernés par la protection de I'environnement et la sauvegarde
des ressources en eau douce, soit parce qu'ils manquent d'eau ou qu'ils la polluent.
(Hammami, 2008). Pour le grand public, un effluent coloré est obligatoirement pollué et
dangereux. Notons aussi, que I’activité industrielle en matiére d’extraction ou élaboration de
métaux génere des effluents aqueux chargés en éléments meétalliques toxiques a des
concentrations variables, et rejetés quelquefois sans traitement dans le milieu récepteur. Ainsi,
la pollution des eaux par les métaux lourds et les colorants suscite actuellement une grande
inquié¢tude quant a la qualit¢ de 1’eau. Chaque année et d’aprés notre ministére de
I’environnement plus de 100 million de m® d’eaux usées contenant des colorants ont été
rejetées dans I’environnement en Algérie. (Benguella,2009). Ce fait conduit a recourir a des
critéres plus adaptés pour la protection des populations exposées a des contaminations par ces
colorants et ou cesespeces métalliques; le danger de ces derniers réside dans leur
accumulation dont résultent des conséquences graves sur les écosystémes et par la suite sur la
sant¢ de ’homme. (Liu et Fang, 2002). Donc, il est important de rechercher des moyens
d’épuration séveres des eaux usées industrielles avant leur rejet dans le milieu naturel.

(Benguella, 2009).

Plusieurs techniques ont été employées pour 1’élimination des polluants a partir des effluents
Industriels. L’adsorption est 1’une des techniques les plus utilisées pour cette élimination. Le
charbon actif est I’adsorbant le plus communément employé, mais il reste trés onéreux et

nécessite en plus une régénération, ce qui limite son utilisation. Ainsi, au cours des récentes
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décennies, la recherche des matériaux adsorbants bon marché, ayant une efficacité
comparable a celle des charbons actifs comme le gel de silice, les zéolithes, les algues, les
matériaux argileux (bentonite, Kaolinite...) et les produits chitineux, a constitué un important
theme de recherche. Ces adsorbants naturels ont été étudiés avec succés pour 1’élimination des
polluants des cours d’eau, tels que les métaux lourds, les colorants réactifs et méme les
microbes. (Ilhan, 2006).

Ces bioprocédés de traitement faisant appel a des matériaux naturels tels que la chitine et le
chitosane, qui sont des biopolymeéres tres attractifs économiquement dans le traitement des
eaux usees, grace a leurs propriétés intrinseques, leur abondance et leur faible codt. En plus,
ils sont biodégradables et résorbables deux propriétés primordiales a notre époque ou la

protection de I’environnement joue un réle important (Benguella, 2009).

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude du pouvoir antibactérien vis-a-vis de
deux souches pathogenes (Bacillus subtilis ATCC 6633) et (Escherichia coli CIP 76.24), du
pouvoir chélateur de certains métaux lourds et d’un colorant par des billes de chitosane, ainsi
que la caractérisation de quelques parametres physico-chimiques : le taux de protéines, de
cendres et d’humidité.
Ce travail est structuré en trois chapitres :

+ Le premier chapitre aborde la synthése bibliographique, structurée en quatre parties :
la dépollution, le chitosane, les métaux lourds et les colorants ; avec certaines méthodes de
caractérisations telles que : la spectrophotométrie UV-visible et la spectrométrie d’absorption

atomique.

+ Le second chapitre : Matériels & Méthodes, dans lequel sont présentés :
v L’extraction de la chitine a partir des carapaces de crevettes.
v’ La désacétylation de la chitine pour former le chitosane.
v L’élaboration des billes de chitosane.
v’ L’effet antimicrobien de ces billes sur une bactérie Gram-positive (Bacillus subtilis
ATCC 6633) et une Gram-négative (Escherichia coli CIP 76.24).
v’ L’effet chélateur des microbilles sur trois métaux lourds (Zn, Cu et Cd) et sur un

colorant (rouge d’alizarine).
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v Et la mesure de certains parametres physico-chimiques : le taux de protéines, de

cendres et d’humidité.

4+ Le troisiéme et dernier chapitre est consacré a I’exploitation des différents résultats

expérimentaux et a leurs interprétations.

4+ Nous terminons ce travail par une conclusion générale et les perspectives envisagées.
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I. La dépollution des eaux usées.

.1 Introduction

L'eau est un composé chimique simple, liquide a température et pression ambiantes, sa
formule chimique est « H2O », c'est-a-dire que chaque molécule d'eau se compose d'un atome
d'oxygéne et de deux atomes d’hydrogéne (Abdesselem, 1999).

Les activités humaines ont des impacts de pollution sur les milieux naturels aquatiques :
I'nomme déverse des déchets dans les mers, les océans, les rivieres et les lacs (les eaux
superficielles). Mais cela touche aussi les réserves d'eau douces souterraines que I'on appelle
les nappes phreéatiques (les eaux souterraines). Ces pollutions sont d'origine diverses : elles
peuvent étre d'origine chimique, agricole, industrielle et domestique.

Mieux produire et moins polluer sont les défis auxquels sont confrontés les industriels de
tout secteur. Toujours, le traitement des eaux usées s'est fait de maniere biologique. Se basant
sur l'autoépuration naturelle des eaux, I'nomme a alors construit des systemes de traitement
biologique de plus en plus perfectionnés.

Cependant, les stations de traitement biologiques ne peuvent pas traiter les substances

difficilement biodégradables ou toxiques (Hammami, 2008).
1.2 Geéneralités sur la pollution

1.2.1. Définition
La pollution est une dégradation de I'environnement par l'introduction dans I'air, I'eau ou
le sol de matieres n'étant pas présentes naturellement dans le milieu. Elle entraine une
perturbation de I'écosysteme dont les conséquences peuvent aller jusqu'a la migration ou
I'extinction de certaines especes incapables de s'adapter au changement qui se pose dans

I’environnement.

1.2.2. La pollution d'origine humaine
Les pollutions d'origine humaine, dites aussi anthropiques, ont de nombreuses formes qui
peuvent étre locales, culturelles, ponctuelles, accidentelles, diffuses, chroniques, génétiques,
volontaires, involontaires, etc.
Cette pollution est une diffusion directe ou indirecte dans I'environnement de polluants. Ce

sont souvent des sous-produits involontaires d'une activité humaine, comme les émissions des
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pots d'échappement. Les déchets de produits de consommation courants (emballages, batteries
usagees) jetés sans precautions dans I'environnement biophysique et dans I'environnement
humain, constituent également une source de pollution trés fréquente.

Il peut aussi s'agir de phénoménes physiques (comme la chaleur, la lumiére, la
radioactivité, I'électromagnétisme, etc.), dont le caractere impur ou malsain est genéralement

relatif car dépendant de la dose, de la durée d'exposition etc.

1.2.3. La pollution d’origine environnementale
La pollution d’origine environnementale peut étre soit:
a. la conséquence directe ou indirecte de catastrophe naturelles, tels que le volcanisme ;
b. liée a des phénomenes naturels, tels que les éruptions solaires ;
c. la conséquence d'un captage d'eau potable par un animal qui ferait ses besoins a proximité

ou qui serait mort et en décomposition dans I'eau.

1.3 La pollution de I’eau

La pollution de I'eau est actuellement en téte des problemes de I'environnement, car I'eau
est l'interface entre l'air et le sol, subit donc les dégradations de ces deux milieux
(Bouziani, 2000). L'eau compte tenu de ses propriétés physico-chimiques est trop
souvent utilisée par I'nomme comme un vecteur d'évacuation de la majorité de ses
déchets, ainsi pollué, elle devienne un vecteur de pollution (Emilian, 2004).

La pollution de I'eau est peut étre observée a différents niveaux dont on cite:

> Les nappes ou les sources d'eaux par suite d'infiltration d'eaux usées ;

> Les eaux de surfaces: les fleuves; les rivieres et les oueds qui sont rouilles par les

déversements des eaux non traités ;

> Les canalisations et les réseaux d'alimentations en eau (Bouziane, 2000).

1.3.1. Origines des pollutions des eaux
La pollution des eaux provient essentiellement des activités domestiques et industrielles
ainsi que des précipitations, elle perturbe les conditions de vie de la flore et la faune

aquatiques, elle compromet également I’utilisation de I’eau et 1’équilibre du milieu aquatique,
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on distingue quatre grandes catégories d’eaux usées : les eaux domestiques, les eaux

pluviales, les eaux industrielles et les eaux agricoles (Gommella et Gurree, 1983).

1.3.1.1. Eaux domestiques
Dans les eaux domestiques on distingue les eaux ménageres et les eaux vannes.
a- Eaux ménageres
Elles sont essentiellement porteuses de pollution organique. Les eaux des cuisines
contiennent des matiéres insolubles (terre, débris divers), des matiéres extraites des aliments
(organiques ou minérales) ainsi que les graisses provenant de la cuisson, par exemple : les
eaux des salles de bains, les eaux des machines a lessiver qui renferment des savons et des
détergents et des eaux de lavages des locaux qui sont riches en particules solides (terre,
sable,...etc.) et surtout en détergents et désinfectants (eaux de javel, produit de base de chlore

ou d’ammoniaque,...) (Baghdad et Chadouli, 2010).

b- Eaux des vannes
Il s’agit des rejets de toilettes, chargés de diverses matiéres organiques azotées et Des
germes fécaux (Baghdad et Chadouli, 2010).

1.3.1.2.  Eaux pluviales
Elles peuvent constituer la cause de pollution importante des cours d’eau, notamment
pendant les périodes orageuses. L’eau de pluie se charge d’impuretés au contact de 1’air
(fumée industrielles), puis en ruissellent, des résidus déposés sur les toits et les chaussées des

villes (huiles des vidanges, carburants, résidus de pneus et métaux lourds,...) (Ezziane, 2007).

1.3.1.3.  Eauxindustrielles
Elles sont tres différentes des eaux usées domestiques, leurs caractéristiques varient d’une
industrie a ’autre en plus de matiéres organiques, azotées ou phosphorées, elles peuvent
également contenir des produits toxiques, des solvants, des métaux lourds, des micros
polluants organiques des hydrocarbures.
Certaines d’entre elles doivent faire 1’objet d’un pré traitement de la part des industries

avant d’étre rejetées dans les réseaux de collecte, elles sont mélées aux eaux domestiques que
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I’or qu’elles ne présentent plus de danger pour les réseaux de collecte et ne perturbent pas le

fonctionnement des usines de dépollution (Paul, 1998).

1.3.1.4. Eauxagricoles
Sont particulierement chargées en nitrates et phosphates qui provoquent 1’eutrophisation
des cours d’eau entrainant la prolifération des algues qui, lors de leur putréfaction,

consomment ’oxygéne dissous dans 1’eau ce qui va perturber 1’autoépuration (Ezziane,
2007).

.4 Evaluation de la pollution de I’eau

1.4.1. Principaux types de pollution
La composition des eaux usees est en fonction de nombreux parameétres tel que :
e La Propriété physico-chimique de 1’eau potable distribuée,
e Le Mode de vie des usagers,
e L’Importance et le type des rejets industriels.
D’une maniére générale selon (Raymond, 1997) la pollution des eaux se manifeste sous

les formes principales suivantes :

1.4.1.1.  Pollution organique
La pollution organique constitue la partie la plus importante, et comprend essentiellement
des composés biodégradables. Ces composés sont de diverses origines (Bechac et Boutin,
1984).

A. D’origine urbaine
Les protides (les protéines) : qui représentent tous les organismes vivants qui sont de nature
protéique telle que les animaux, les bactéries et méme les virus. Ces protéines subissent une
décomposition chimique au contact de I’eau (hydrolyse) en donnent des acides aminés. Les
lipides (corps gras) : ce sont des éléments rejetés généralement par les eaux domestiques telles
que les graisses animales, et les huiles végetales. Leurs décompositions en milieu aérobie se

traduit par une libération du CO2, et en anaérobiose, il y a formation de CO2 et CH4.
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Les glucides : a 1’état simple, il s’agit des sucres alimentaires, le glucose, a 1’état complet

donnant les polysaccharides (Ezziane, 2007).

B. D’origine industrielle
Le développement considérable des activités industrielles c’est la cause d’un accroissement
important des pollutions suite aux sous produites organique et inorganiques des activités
humaines. Ces derniers existent depuis des siécles mais leur nocivité s’est exercée a cause de
leurs excés qui depasse les capacités de destruction et de recyclage des organismes

décomposeurs présents dans tous les écosystéemes. (Koller, 2004).

1.4.1.2.  Pollution minérale
11 s’agit principalement d’effluents industriels contenant des substances minérales tel que : les
sels, les nitrates, les chlorures, les phosphates, les ions métalliques, le chrome, le cuivre et le

chlore.

1.4.1.3.  Pollution microbienne
Les bactéries, virus et autres agents pathogenes vivant dans les eaux souterraines composent
ce que 1’on appelle la pollution microbiologique. Elle vient généralement de décharges,
d’épandages d’eaux usées, de 1’¢levage, de fosses septiques, de fuites de canalisations et
d’égouts, d’infiltration d’eaux superficielles, de matieres fermentées ou du rejet d’eaux
superficielle. Ces microorganismes nocifs peuvent générer des maladies graves dans les cas

de contact ou d’ingestion de I’eau qui est chargé de ces microorganismes (Paul, 1998).

1.4.1.4.  Pollution par les métaux lourds

Parmi les métaux lourds dangereux pour la santé, il faut citer le plomb, le mercure, le
cadmium, I’arsenic, le cuivre, le zinc et le chrome. Ces métaux se trouvent a 1’état naturel
dans le sol, sous forme de traces qui posent peu de problémes. Cependant, quand ils sont
concentrés dans des aires particulieres, ils posent un grave danger. L’arsenic et le cadmium,
par exemple, peuvent causer le cancer. Le mercure peut provoquer des mutations et des dégats
génetiques, tandis que le cuivre, le plomb et le mercure peuvent causer des lésions aux 0s
(Ezziane, 2007).
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1.4.1.5.  Pollution par les colorantes

IIs sont utilisés dans I’industrie des cosmétiques, la coloration des métaux (aluminium
anodisé), la photographie (sensibilisateurs), la  biologie (coloration des préparations
microscopiques), les indicateurs colorés, et certains d’entre eux sont employés en
thérapeutique (antiseptiques, etc.).

Ils contribuent aux problémes de pollution liés a la génération d’une quantité considérable
d’eau usée contenant des colorants résiduels (Greene et al, 1996), Le rejet de ces eaux
résiduaires dans 1’écosystéme est une source dramatique de pollution, d’eutrophisation et de
perturbation non esthétique dans la vie aquatique et par conséquent présente un danger
potentiel de bioaccumulation qui peut affecter 'nomme par transport a travers la chaine

alimentaire.

1.5 Ladépollution des eaux usées
Les ressources en eau douce de surface comme les cours d’eau fournissent une eau brute qui
contient énormément de pollutions qui la rendent non potable ; 1’élimination de ces polluants
est indispensable. Dans ce but I’cau brute va subir un certain nombre de traitements

nécessaires pour la rendent potable.

1.5.1. Les différents types de dépollution
Il est nécessaire de traitée les eaux usées car il contient des quantités importante en colorant et

en métaux lourds ainsi que de charge importante de microorganismes et différents polluantes.

1.5.1.1.  Prétraitement
Il sert a éliminer les éléments solides ou les particulaires les plus grossiers, susceptibles
de géner les traitements ultérieurs ou d’endommager les équipements : volumineux

(dégrillage) qui comprend :

a- Le Dégrillage : qui consiste a retenir tous les gros déchets. Pour ce faire, un systeme
de grille est mis en place, dont I’espacement dépend de la nature des déchets. Le

dégrillage a pour objectif de protection de la station de traitement (Aoubed, 2007).
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b- Déshuilage : C’est étape indispensable notamment pour éviter le bouchage des
canalisations et protéger les équipements contres 1’abrasion. Ce dessablage est par

décantation. Les sables extraits sont envoyés en décharge (Bechac et Boutin, 1984).
1.5.1.2.  Les méthodes physico-chimiques

a. La coagulation-précipitation

Cette technique permet 1’¢limination des colorants et des ions métalliques par
coagulation-floculation-décantation, grace a I’ajout de cations trivalents, tels Fe 3+ ou AL 3+
(Cardot, 1999).

Cette méthode consiste a la coagulation par I’ajout d’un réactif chimique, ce qui entraine
la déstabilisation des particules colloidales, suivit de leur agglomération (floculation) en
micro-floc, puis en flocons volumineux et décantables.

La neutralisation de la charge superficielle (potentiel zéta) est réalisée au moyen de
coagulants minéraux a base de cation trivalent, tels que sulfate et chlorure d’alumine, chlorure
et sulfate ferrique, ou organiques de synthése a caractére cationique, tel que:

1’épichlorhydrinediméthyl-amine.

Les floculants peuvent étre des macromolécules ioniques ou neutres, non ionigues,
anioniques, cationiques ou encore des adjuvants naturels qui favorisent la floculation en
complément des réactifs minéraux, tel que la silice activé, I’argile, les alginates ou I’amidon.
Cependant, cette technique, a elle seul, ne suffit pas toujours pour réduire la concentration de
ces polluants jusqu’aux seuils admissibles par les normes de qualité¢ de I’eau, qu’il s’agisse
des ions métalliques ou des colorants.de plus, parallelement a une production de bous
importante, le cout des adjuvants est relativement élevé.

Par conséquent, pour évaluer le colit d’exploitation d’une installation de traitement d’eaux
par coagulation-floculation- précipitation, il conviendrait également de prendre en compte le
colt du traitement des boues et si nécessaire celui d’un post-traitement a la précipitation
(Jouen et al 2000).
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b- Les techniques membranaires

Les procédés membranaires sont des techniques de séparation par perméabilité a travers
une membrane, sous I’action d’un gradient de pression. La séparation se fait en fonction des
tailles moléculaires des composés, mais aussi de leur forme, leur structure, leur polarisabilité,
leur solubilité, de la présence de Co-solubilité, de matériau et de la configuration de la
membrane, des parametres opératoires, etc.

Les techniques membranaires regroupent la microfiltration, 1’ultrafiltration, la nano
filtration, et I’osmose inverse. Les cations métalliques et les colorants ne sont retenus par la
microfiltration, ils le sont partie par 1’ultrafiltration. La nano filtration permet d’obtenir de
meilleur rendement, mais environ 1 a 2% de résidus d’ions métalliques (Laimé, 2003) et de
colorants selon (Robinson et al 2001) subsistent dans le perméat. L.’osmose inverse est le
procédé membranaire le plus efficace, en ce sens qu’elle permet d’enlever quasiment tous les
composés de 1’eau mais, en raison du cout relativement élevé des membranes, ce procédé est

surtout réserveé a la potabilisation.

c. L’échange d’ions

L’échange d’ions est le procédé au moyen duquel les ions d’une certaine charge
(positive ou négative) contenue dans une solution sont éliminés et remplacés par une quantité
équivalente d’autres ions de méme charge émis par un solide (I’échangeur d’ions). Ainsi, les
métaux précieux ou nobles, tel que ’argent ou le cuivre et les substances nocives, comme le
cyanure, peuvent étre récupérés et remplacés par d’autres ions sans valeur ou moins nocif.

Généralement, les résines sont employées en naval des procédés de précipitation ou
d’¢électrolyse. Par conséquent, les concentrations d’ions métalliques en entrée sont
relativement faibles (< 500mg/1), les concentrations résiduelles atteintes sont de 1’ordre de
0,05 a 0,1 mg/l. en pratique, I’échange d’ions permet par exemple I’adoucissement et la
décarbonatation des effluents ou d’une eau naturelle, en éliminant les ions calcium et les
carbonates. Ce procédé s’applique aussi bien aux effluents contenant des colorants (Osnick,

2009) et des ions métalliques (Malik et al, 2007).

d. L’adsorption
L’adsorption est une technique de transfert de matiere entre une phase liquide (ou

gazeuse) chargée en composés organiques ou inorganiques et une phase solide, I’adsorbant.
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Pendant des décennies, les charbons actifs commerciaux ont été les principaux, voir les
seuls adsorbants utilisés dans les filieres de traitement d’eaux. En effet, I’adsorption sur le
charbon actif présente de nombreux avantages: elle permet 1’élimination d’une large gamme
de polluants, dont différents types de colorants, mais aussi d’autres polluants organiques et
inorganiques, tels que les phénols, les ions métalliques et les pesticides, les substances
humiques, les détergents, ainsi que les composés responsables du gout et de 1’odeurs.

A I’inverse de la précipitation, 1’adsorption est plutot efficace dans le domaine des faibles
concentrations. Ces principaux inconvénients dans la compétition pour I’adsorption entre
molécules de taille différentes et le prix relativement élevé des matériaux (Ferandon et al.
1998).

Mais depuis quelques décennies les macromolécules biologiques telles que les produits
chitineux (chitine et chitosane) entre autres, développé au chapitre 1I.

1.5.1.3.  Les méthodes biologiques

Ces procedés exploitent certains mecanismes de résistance développés par les
microorganismes (bactéries, algues, champions et levures), qui sont capables de fixer et
accumuler les métaux et les colorantes (Diard, 1996). Ces micro-organismes appelés aussi
biomasse, qui sont d’origine foresticre, agricole, aquatique, déchets urbains et industriels, sont
les plus sérieux pour le développement de bioprocédés d’épuration, dans de nombreux pays
(Goudeau, 1985) Parmi ceci, le processus de la biosorption, corresponds a 1’utilisation de

matériaux biologiques pour la fixation des polluants par adsorption.
Ces traitements sont biologiques et permettent d’éliminer les polluants dissous. Pour cela on
utilise des populations de micro-organismes capables de les consommer. Dans les cas étudiés,
le principe général est de favoriser la croissance de communautés de bactéries aérobies, c’est-

a-dire qui préléve 1’02 pour leur métabolisme.

1.5.1.4.  Les méthodes chimiques
Les techniques d'oxydation chimique sont genéralement appliquées quand les procedés
biologiques sont inefficaces. Elles peuvent étre ainsi utilisées en étape de prétraitement pour

les procédés biologiques. L'oxydation chimique est souvent appliquée pour le traitement des
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eaux usées contenant des polluants non biodégradables et /ou toxiques et de fortes
concentrations que les autres procédés ne peuvent pas traiter ou transformer en produits
biodégradables et/ou non toxiques. Ainsi, I'oxydation chimique se révele un procédé efficace
de traitement des eaux usées. On distingue:

a- les procedés classiques d'oxydation chimique

b- les procédeés d'oxydation avancée.

Les procédés classiques d'oxydation chimique sont basés sur I'ajout d'un agent oxydant dans
la solution & traiter. Les principaux agents oxydants sont:

*Cl,: représente un oxydant moyennement fort et est utilisé pour le traitement des eaux
usées ou plutot pour la désinfection comme 1’ozone. En revanche, ils présentent l'inconvénient

de produire des sous-produits halogénés cancérigenes pour I'nomme.

*QO,: il est considéré comme un oxydant modére, le colt tolérable de ce procedé le rend

fréquemment choisi.

*H,0.: il est considéré parmi les oxydants les plus appropriés et les plus recommandés pour
une grande variété de procédé, utilisé avec ou sans catalyseur. Toutefois, I'utilisation de cet

oxydant seul n'est pas efficace pour la plupart des produits organiques.

*Q,: c'est un oxydant tres fort qui a presque le méme avantage que l'oxygene ou le
Peroxyde d'hydrogéne. Le probleme majeur lié a I'utilisation de cet oxydant est son Instabilité,
d’ou la nécessité de production sur le site. Il a été¢ observé que 1'oxydation chimique avec 1'un
de ces oxydants n'est pas toujours efficace pour le traitement des polluants organiques
persistants. Dans ce cas, nous avons fait appel aux procédés d'oxydation avancée
(Hammami, 2008).

1.5.1.5.  Conclusion
Les technologies conventionnelles d’élimination des polluantes dans les effluents industriels

telles que : la précipitation, I’échange d’ion, 1’électrolyse, 1’adsorption..., ont atteint leurs
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limites dans beaucoup de cas surtout pour les faibles concentrations inférieures a100 mg/I
(Benaissa et al 1994).

Le prix d’exploitation ¢élevé, la complexité et la faible efficacité des procédés membranaires
limitent leur utilisation dans 1’élimination des polluantes (Budries, 1997)., Grace a la
biotechnologie et devant le besoin d’une nouvelle technique plus performante,
¢conomiquement compétitive, les procédés biologiques par [’utilisation des matériaux
physico-chimiques (méthodes traditionnelles) pur de faible concentration (Benaissa et
Benguella, 1999).,
lIs peuvent également étre utilisés pour épurer des effluents fortement pollués d’ou la

performance et la crédibilité de ces matériaux.

1.6 Les différents dépolluants

Il existe différents dépolluants soit d’origine naturelle soit des dépolluants artificiels :

1.6.1. Les dépolluants artificiels (le charbon actif)

Les charbons actifs sont de loin les adsorbants les plus fabriqués et utilisés
industriellement. Ils ont diverses applications notamment dans les domaines de la purification
de I’eau, et de I’air. Le pouvoir d’adsorption des charbons actifs est attribu¢ a la porosité, la
surface spécifique, et les groupements fonctionnels de surface (Peker et al, 1995).

Les caractéristiques des charbons actifs varient en fonction des précurseurs (matériau de
départ) et de la méthode d’activation ils peuvent étre présentés sous trois formes différentes :

grains, poudre, ou fibre (pouvant se présenté sous forme de tissue ou feutre).

1.6.2. Les dépolluants d’origine naturelle

Ils sont caractérisés par la propriété de « biosorption », se terme est utilisé pour décrire la
propriété des matériaux d’origine naturelle, morts ou vivants, a retenir des ions métalliques
lourds ainsi que des éléments radioactifs ( Kadirvelu et al, 2008). La Biosorption fait partie
des procédés biologiques qui mettent en jeu I’affinité des micro-organismes (bactéries, algues,
champignons et levures) appelés aussi biomasses ou biosorbants pour les ions métalliques
pour une épuration efficace des effluents industriels, a un cout économiquement acceptable
(Diard, 1996).
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1.6.2.1.  Les bactéries
Les biomasses bactériennes sont génerées en quantités relativement importantes comme
sous-produits de I’industrie agro-alimentaire. On distingue deux grands groupes en fonction
de leur comportement lors d’un protocole de coloration, dite coloration de Gram : les
bactéries Gram+ et Gram-. Le résultat (+ ou -) de la coloration dépend de la nature et de
I’agencement de polymeére (Diard, 1996).
Les bactéries ont un rapport surface/volume éleveé, ce qui est une caractéristique, qui tend

a augmenter leur capacité d’adsorption (Mullen et al, 1989).

1.6.2.2.  Lesalgues
Leur paroi est composée de fibres, emprisonnées dans une matrice amorphe. Les fibres sont
constituées d’un polymere du glucose : la cellulose, la matrice est de composition variable
suivant les espéces : acide alginique, galactose. Les principaux composants de cette structure
sont riches en groupements carboxyle, hydroxyle, amine, phosphate et thiol (Brady et al
,1994).

1.6.2.3.  La bentonite

Les bentonites se caractérisent par une capacité ¢levée d’adsorption, d’échange ionique et
de gonflement, ainsi que par des propriétés rhéologiques particuliéres (thixotropie). Les
minéraux argileux qui font partie du groupe des phyllosilicates se composent de couches
élémentaires organisées de maniére caractéristique : tétraedres (SiO) et octaedres (Al/MgO
OH); Le feuillet élémentaire de la montmorillonite est formé par une couche octaédrique
comprise entre deux couches tétraédriques.

Les nombreux minéraux argileux et groupes de minéraux argileux se différencient
d’abord par I’empilement et le décalage de leurs feuillets élémentaires, ainsi que par la

substitution des atomes isomorphes dans le réseau cristallin (Laribi et al, 2005)

1.6.2.4.  Les champignons et produits chitineux
L’architecture de la paroi est complexe car elle est composée de plusieurs couches

mettant en jeu différents constituants tels que la chitine (polymere de N-acétyle glucosamine),
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chitosane forme désacétylée de chitine, d’autre glucides et de protéines permettant la rétention
des cations métallique (Brierley, 1991).

La richesse de ces composants en groupements fonctionnels (fonction carboxyle, amines) est
I’un des atouts majeurs des champignons dans le domaine de la biosorption des métaux
(Guibal et al, 1990). Parmi les champignons, on peut citer Rhizopus arrhizus qui contient
18% de protéines, 24% d’hexosamines (chitine et chitosane), 19% d’acide uronique, 13 % de

sucre nature et 9% de phosphate (Fourest, 1993).

1.7 Situation de la réutilisation des eaux usées en Algérie
La réutilisation des eaux usées épurées est une action volontaire et planifiée qui vise la
production de quantités complémentaires en eau pour différents usages.
Aujourd’hui la stratégie nationale du développement durable en Algérie se matérialise
particulierement a travers un plan stratégique qui réunit trois dimensions a savoir : Sociale,

Economique et Environnementale (MRE, 2012).

Le réseau national d’assainissement totalise un linéaire de 27000 kilometres. Le taux de
recouvrement est, hors population éparse, de 85%. Le volume global d’eaux usées rejetées
annuellement est évalué a pres de 600 millions de m3, dont 550 pour les seules
agglomérations du nord. Ce chiffre passerait a prés de 1150 millions de m3 a 1’horizon 2020.

La réutilisation des eaux usées épurées pour l’irrigation doit concerner en priorité les
zones déficitaires en eau conventionnelle (MRE, 2012). Parmi les stations d’épuration
exploitées par IONA (Office nationale d’assainissement) a travers les 43 wilayas
(Départements), quelques-unes sont concernées par la réutilisation des eaux usées épurees en
agriculture. A fin 2011, le volume réutilisé est estime a 17 millions de m3/an, afin d’irriguer
plus de 10 000 hectares de superficie agricoles (MRE, 2012).

Le potentiel de la réutilisation des eaux usées €purées a des fins agricoles évoluera d’une
maniére significative d’environ 17 millions de m3 en 2011 & environ 200 millions de m3 en
2014, et le nombre de stations concernées sera de 25 stations d’épurations & 1’horizon 2014

(MRE, 2012). Les stations d’épurations gérées par I’ONA concernées par les projets de
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réutilisation des eaux usées €purées en cours d’étude ou de réalisation, sont au nombre de 12,
pour I’irrigation de plus de 8 000 hectares de terres agricoles (MRE, 2012).

Un plan d’action entre ONA et ONID (Office national d’irrigation et de drainage) est en
cours d’étude, pour définir les possibilités réelles d’une éventuelle réutilisation des eaux usées
épurées des stations d’épurations exploitées par I’ONA pour I’irrigation des grands périmetres
d’irrigation (GPI) géres par ’ONID au niveau des cing (05) bassins hydrographiques a
I’échelle nationale (MRE, 2012).

1.7.1. Aspect législatif

Le décret exeécutif n°® 07-149 de 20 mai 2007 publié dans le Journal Officiel de la
République Algérienne n° 35, 23 mai 2007, fixe les modalités d'utilisation des eaux usées
épurées a des fins d'irrigation sous forme de concession ainsi que le cahier des charges-type y
afférent (JO, 2007). Ce décret régle tous les processus d’utilisation des eaux usées épurées
par les stations d’épurations, par une demande adressée par un concessionnaire au Wali
(premier responsable de la Wilaya ou département) de la région, cette demande comporte une
convention avec la station d’épuration qui fournit les eaux usées épurées.
Le contrdle technique, la gestion des périmetres irriguées et le contréle sanitaire ainsi que la
qualité de I’eau épurée et des produits agricoles est assurée par les directions territoriales de
chaque wilaya sous tutelle de différents ministéres: ressources en eau, agriculture, sante,

environnement et commerce. (JO, 2007).
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Il1. Le chitosane

1.1 Historique :

Au 19°™ sigcle, le Pr Braconnot, directeur du jardin botanique de Nancy (France) fit le
premier a isoler une fraction de la membrane filamenteuse de certains champignons, qu’il a
appelé « fungina » ; et qui était insoluble dans les solutions aqueuses. Cette découverte
précede de trente ans 1’isolement de la cellulose des plantes. En 1823, la méme substance a
été découverte dans certains insectes (coléoptére) et a été nommée « chitine » par Auguste
Odier (chitine issue du mot grec « kitos » signifiant I’enveloppe). (No et Meyers, 1995)

En 1859, le Professeur C. Rouget, obtint une chitine modifiée par traitement avec de la
potasse concentrée a température élevée : un produit soluble dans les solutions agueuses
acides ; baptisé chitosan ou chitosane, quatre décennies plus tard, par le chimiste allemand
Félix Hoppe-Seyler en 1894.Ce n’est qu’au siécle suivant (1934) qu™un procédé de fabrication
du chitosane a partir de son parent naturel, la chitine, est décrit par Rigby dans un brevet (L.
et al, 1992). Mais le véritable intérét aux produits chitineux (chitine et chitosane) se
manifeste, deux siecles aprés la premiere découverte de la chitine, dans les années 1970, par
les gouvernements américains et japonais, suite a leurs programmes de recherche sur « la
valorisation des déchets » surtout avec des ressources renouvelables et abondantes. Ces deux
biopolymeéres d’origine animale, sont biodégradables et biorésorbables, facteurs essentiels a

la protection de I’environnement. (Truong et al, 2007)

1.2 Définition et caractéristiques :

Le chitosane est un polysaccharide de formule [CeH1:NO4]n, de structure linéaire et un bio-
polymére cationique de glucosamine partiellement acétylé. (Baldwin et al, 1995). Le mot
chitosane ne représente pas une seule et unique structure chimique, mais s’adresse a toute une
famille de copolymeéres linéaires a arrangement aléatoire d’unités N-acétyle-D-glucosamine et
de D-glucosamine avec des proportions variables, liées entre elles par des liaisons B-(1-4)
(figure 11.1.) qui conférent de bonnes caractéristiques filmogénes hydrophiles au
chitosane.(Caroline et al, 2006).

Le chitosane est un produit naturel obtenu par désacétylation de la chitine, qui est le produit

naturel le plus abondant apres la cellulose (Andrieux, 2004) a partir de la carapace : des
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crustacés (crabes, crevettes), des mollusques et insectes, par des processus chimiques ou
microbiologiques et peut aussi étre synthétise par certaines moisissures (Penicillium
notatum ; Aspergillus niger,..) (No et al, 2002 ; Qin et al, 2006)

La désacétylation est la frontiére entre la chitine et le chitosane, qui a un degré de
désacétylation (DD) de (60-70)% : en-deca le composé est nommé chitine, au-dela, chitosane
(Aranaz et al, 2009)

OH Rl

Figure 1 - Structure chimique du chitosane (Nugraha, 2006).

La désacétylation est la réaction de transformation de la chitine en chitosane qui consiste a
enlever suffisamment de groupes acétyles (CH3-CO) de la chitine pour permettre au chitosane
d'étre soluble dans la plupart des acides organiques dilues.

Cette opération libére les groupes amines (NH) et confére au chitosane un caractere
"cationique" particulierement intéressant en milieu acide surtout que la plupart des
polysaccharides du méme type sont le plus souvent neutres ou chargés négativement. Ceci
peut engendrer des changements au niveau de la solubilité, de l'activité antimicrobienne et

d'autres propriétés du chitosane" (Devlieghere, 2004).

1.3 Méthode d’obtention du chitosane :
L’industrie de transformation des produits de la mer génére d’énormes quantités de chitine qui
peuvent facilement étre recyclées, la production de la chitine par biomasse est aussi abondante
que celle de la cellulose et sa production annuelle est estimée a 10'°-10'? tonnes.
Pour produire la chitine a partir d’exosquelettes de crustacés, il suffit d’enlever les protéines

associées au polymere, de méme que le calcium que I’on retrouve en grandes concentrations.
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Apres cette purification, on peut désacétyler la chitine dans une solution d’hydroxyde de
sodium a 40 % a 120 °C durant 1 a 3 h. Un tel traitement produit généralement, 70 % de
chitosane (Jalal Zohuriaan-Mehr M., 2005).

La production de chitosane est décrite a la (Figure 2.)

/Carapaces de Crustacés/

Broyage
Déminéralisation Déprotéinisation
Déprotéinisation Déminéralisation
Purification

v
C Chitine )
v

Déacétylation

Y
C Chitosane >

Figure 2 - Mode de préparation de la chitine et du chitosane. (Crini et al, 2009)

La figure (2) décrit la production du chitosane par voie chimique. Elle comprend
essentiellement trois étapes successives: La déminéralisation, la déprotéination et la
désacétylation (Truong et al, 2007).

Pour réaliser I’étape de désacétylation, trois procédés différents ont été développés :
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> Le premier procédé, ou la méthode chimique, utilise uniquement du NaOH concentré
et demande entre trois a quatre jours pour atteindre un degré de désacétylation de 70 a
75 % (Hirano, 1989).

> Le second procédé repose sur une réaction enzymatique faisant appel aux enzymes
trypsine, chitosanase et/ou mycelia (Frehaut, 2002; Nwe et Stevens, 2002).
Les hydrolyses enzymatiques sont effectuées en 28h, pour atteindre le méme degré de
désacétylation, (74 %) (Pelletier, 1991). Mais génére des inconvénients majeurs, a
savoir les quantités importantes d’enzymes nécessaires a la réaction (691 mg-

chitosanase/g-chitine) et ensuite, la difficulté de les isoler (Plonski et al, 1990).

> Le troisieme procédé de désacétylation est réalisé par une technique thermomécanique
en utilisant des autoclaves en cascade. En milieu basique NaOH, une température de
230 °C et une pression de 17,24 MPa (2 500 psi), cette technique, semble étre la plus
rapide des trois procédés puisqu’elle nécessite 24h pour atteindre un degré de
désacétylation de 71 % (Chatterjee et al, 2005). L’inconvénient majeur de cette
technique réside dans les besoins d’infrastructures tels que 1’installation d’autoclaves
en cascade avec une pressurisation sous atmosphére d’azote (No et al, 2000 ;

Pelletier, 1991).

> La désacétylation est la réaction de transformation de la chitine en chitosane. Elle
consiste a enlever suffisamment de groupes acétyle (CH3-CO) de la chitine pour
permettre au chitosane d'étre soluble dans la plupart des acides organiques dilués.
Cette opération libére les groupes amines (NH) et confére au chitosane un caractére

"cationique"” (Benabbou, 2009). Figure 3.
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Figure 3 - Conversion de la chitine en chitosane par désacétylation Bensaha, (2010).

1.4 Propriétés du chitosane :

11.4.1. Propriétés physico-chimiques :
La viscosité des solutions de chitosane est affectée par différents parameétres: le degré de
désacétylation, le poids moléculaire, la concentration, les liaisons ioniques, la température et
le pH. A un pH supérieur (>6,5), les groupements ne sont plus ionisés et le chitosane se
précipite. Autour de pH 6, le nombre de fonctions amine libres devient suffisamment élevé

pour induire une association des chaines et la précipitation du polymere. (Rabea et al, 2003).

La différence dans les méthodes de préparation du chitosane est susceptible d'influencer le
degré de "désacétylation, la distribution des groupements acétyles et la conformité de la

structure du chitosane (Tsai et al, 2006).

11.4.1.1. Effet de la masse molaire et du degreé de désacétylation du chitosane:
L’effet des masses molaires du chitosane (240 ; 291 ; 340 ; 410 kg/mol) sur les
propriétés mécaniques et barriere des films obtenus, a été étudié par (Chen et Hwa, 1996),
qui ont conclu que :
e Plus la masse molaire du chitosane augmente, plus la contrainte a la rupture
augmente ;
e Plus la masse molaire du chitosane augmente, plus la perméabilité a la vapeur d’eau

diminue.
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Donc, le chitosane de haute masse molaire posséde les meilleures propriétés mécaniques et
barriére, comparé a celui de faible masse molaire. Cette étude a montré que la résistance a la

traction des films de chitosane augmente avec I’augmentation de la masse molaire.

Quant au degre de désacétylation du chitosane, (Wiles et al, 2000) ont conclu qu’il n’y a pas
d’effet significatif sur la perméabilité a la vapeur d’eau, apres avoir étudié 1’effet de trois
degrés de désacétylation du chitosane (92 ; 84 ; 73 % DD) sur la perméabilité a la vapeur
d’eau. Il parait que le DD du chitosane affecte beaucoup plus les propriétés antimicrobiennes

des films de chitosane que les propriétés mécaniques et barriére.

Les propriétés particuliéres du chitosane sont liées essentiellement a la présence de la fonction
amine portée par le carbone 2. Elles sont de deux types :

e A pH acide, le chitosane porte de nombreuses charges positives. C’est un bon agent de
floculation et un bon agent de coagulation dans la décontamination des effluents. Il peut
interagir avec des molécules chargées négativement (par exemple acides gras, protéines ...)
peut former ainsi des complexes poly-anion/poly-cation. Cette propriété permet de multiples
applications dermo-cosmétologie entre autres : elle permet d'interagir de facon trés intime
avec les kératines de la peau et ainsi former un film a la surface de celle-ci (Pejic et al, 2009).

e A pH supérieur a 6,5, le chitosane perd ses charges positives, le doublet électronique
de l'azote est libre. Ce qui permet au chitosane de se comporter comme un excellent
complexant, en particulier des métaux lourds. Il est donc utilisé pour la purification des eaux,
par exemple pour la récupération de métaux dans les effluents industriels, mais aussi comme

agent antibactérien (Crini et al, 2009).

11.4.1.2. La viscosité :
La viscosité du chitosane dépend du degré d’acétylation de ce polymére. Plus le chitosane est
soluble, plus sa viscosité est importante, ceci est dd au fait de sa désacétylation et la libération
des groupements amines (Wang et Xu, 1994). Notons que la viscosité augmente avec la

concentration du polymere mais, qu’elle chute lorsque la température augmente (Pejic et al,
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2009). Plus le pH est bas plus la viscosité est importante, alors que la viscosité intrinseque est

cohérente avec 1’augmentation du poids moléculaire (Berth et al, 1998).

11.4.1.3. Lastructure cristalline du chitosane :
Samuels, (1981), propose pour le chitosane deux types de cristallinité différentes ; le type I du
chitosane correspondant a un faible degré de désacétylation (60%) c’est des sels de chitosane
bien plus ordonné que le type Il, a fort degré de désacétylation (90%) (forme amine libre).
Notons que le chitosane se cristallise dans le systeme orthorhombique.

11.4.2. Propriétés biologiques du chitosane :

11.4.2.1. Biodégradabilité :

Chez I’homme et les mammiferes, la biodégradation et la biorésorption sont assurées
par des lysozymes qui dégradent les liaisons B-(1a4) glycosidiques des unités (N-acétyl
glucosamine) en des résidus (N-acétyl-glucosamine) et D-glucosamine, métabolisés ensuite
dans I’organisme (Valenti et al, 2003 ; Lestaevel et al, 2003). Méme si, actuellement, les

mécanismes d’actions ne sont pas totalement éclaircis.

Un chitosane de DA 50% est ainsi facilement dégradé in vivo dans le sang et les tissus, sans
accumulation dans le corps (Paradossi et al,1992). La dégradation dépend de 1’origine et des
propriétés du polysaccharides (DA, masse molaire...) (Kamiyama et al, 1999).

L’influence de la structure cristalline, de 1’agrégation des N-acétyl-glucosamines et de leur

distribution a été mise en évidence (Shigemasa et al, 1995).

Une étude plus approfondie a montré d’abord une augmentation de la susceptibilité
enzymatique pour les DA supérieurs a 50%, puis une diminution avec le DA, et finalement
une absence de dégradation pour un chitosane de DA3 (Brevet par : Shoenfeldt et al, 2002).
Cette influence du DA est egalement constatée, in vitro (dégradation par des lysozymes) et in
vivo (implantation sous cutanée) (Dupasquier, 2011).

Un chitosane de DA 50% semble donc permettre une dégradation optimale.
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11.4.3. Toxicité systémique :
Dans le cas d’administration orale, la dose l1étale DL50 dépasse les 16 g/kg/jour chez la souris,
soit une dose supérieure a celle du saccharose (12 g/kg/jour). L’administration sous-cutanée
de chitosane conduit & une valeur de DL50 supérieure & 10 g/kg/jour chez la souris.
Globalement, pour des doses administrées adéquates, la non-toxicité du chitosane est admise
que ¢a soit pour des applications diététiques et cosmétiques, chez I’homme et certains

animaux. (Rao et al, 1997).

11.4.4. Hémocompatibilite :
Si le chitosane montre une activité hémostatique particuliérement sous forme d’un solide de
haute masse, les oligomeres de chitosane et le chitosane hydrolysé de faible masse molaire
soluble dans I’eau ne présentent aucune activité thrombogéne (Malette et al, 1983). Notons
que I’hémocompatibilité, correspond a la mesure du degré et de la durée des altérations de

I’hémostase causée par un biomatériau.

Le chitosane a la capacité d’induire la formation d’un coagulat lorsqu’il est en contact avec
des érythrocytes, méme dans le cas du sang héparine (Klokkevold et al, 1999). Cet effet
hémostatique du chitosane est attribué a un mécanisme indépendant de la cascade de
coagulation classique. Il entraine I’agglutination des érythrocytes de toutes les espéces,
certainement en raison de ses propriétés poly-cationiques qui interféerent avec la surface
chargée négativement des cellules (Rao et Sharma, 1997).

L’activité du chitosane peut étre modulée en modifiant chimiquement le polymeére. Un effet
anti-thrombogéne est ainsi obtenu apres N-acétylation avec de longues chaines carbonées
(Lee et al, 1995).

11.4.5. Cytocompatibilité:
La cytocompatibilité du chitosane vis-a-vis des fibroblastes, des kératinocytes, des
chondrocytes et des ostéoblastes a éte démontrée in vitro. Des travaux montrent que, quel que

soit le DA (2-50%), la mise au contact prolongée de films de chitosane avec les deux premiers
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types de cellules n’induit ni la destruction, ni la croissance anarchique de celles-Ci, et
qu’aucune substance cytotoxique n’est larguée dans le milicu (Chatelet et al, 2001).

Le méme comportement est constaté dans le cas de cultures de chondrocytes et de
kératinocytes sur un film de chitosane de DA 2,5% (Denuziere, 1998) ainsi que la culture de
chondrocytes et d’ostéoblastes sur une surface similaire de DA 10% (Lahiji et al, 2000). Lors
de cultures cellulaires sur un film de chitosane, la croissance des cellules dépend des

caractéristiques et de la source du chitosane (Cid et al, 2000 ; Ramos et al, 2000).

11.5 Activités antimicrobienne du chitosane :

Le mécanisme exact de 1’action antimicrobienne du chitosane est encore inconnu mais
certains mécanismes ont été proposes. L'activité antibactérienne du chitosane serait due
essentiellement a la charge positive du chitosane qui interagit avec les phospholipides
membranaires chargés négativement (Chen et al, 1996) ; Ce qui crée une perturbation au
niveau de la membrane avec une diminution des échanges de nutriments entre la bactérie et le

milieu extérieur entrainant la mort cellulaire (Shahidi et al, 1999).

Par ailleurs, Helander et al. (2001) ont prouvé que la clé de I’activité antimicrobienne du
chitosane provient de la charge positive des groupements amine du carbone C, (structure
poly-cationique a pH < 6,3). Le méme résultat a été montré par Tsai et Su (1999) pour
lesquels le mécanisme d’action antimicrobienne de chitosane est dii aux interactions entre les
cations du chitosane et les anions a la surface des bactéries qui modifient la perméabilité de la
membrane cellulaire.

De plus, le chitosane semblerait interférer et perturber la synthése des ARN messagers en
interaction avec I'ADN (Shahidi et al, 1999 ; Liu et al, 2002).

Les applications biomédicales : agent antimicrobien, hémostatique, pansement cicatrisant... Il
est également fortement étudié en tant que systétme a libération contr6lée d’agents
thérapeutiques par voie orale, transdermique, oculaire et nasale (Lahiji et al 2000 ; Howling
et al, 2001 ; Minagawa et al, 2007 et Ribeiro et al, 2009). Il présente en effet de bonnes
propriétés muco-adhésives et une absence de toxicité qui le prédisposent pour des utilisations

en thérapie génique et pour la vaccination.
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1.6 Activités fongistatiques :
L’effet antifongique du chitosane sur la croissance in vitro des champignons pathogeénes dans
les cerises a été examiné par EI Ghaouth et al, (1992). En outre, ces auteurs ont confirmé
I’efficacité du grand nombre de groupes de charge positive. Une baisse d'activité a été

observée avec N,O-carboxy-méthyl-chitosane comparée a celle du chitosane pur.

En ce qui concerne I’activité antifongique, le chitosane peut interagir avec la membrane des
cellules pour altérer leur perméabilité. Par exemple, la fermentation avec la levure boulangére
est inhibée par certains cations, qui agissent sur la surface des cellules de la levure en
empéchant D’entrée du glucose. L’analyse par absorption UV a indiqué que le chitosane
provoque considérablement une perte de matériels protéiques de Pythium arcandrum (Rabea
et al, 2003).

Dans une étude in vivo, ElI Ghaouth et al. (1992) ont rapporté qu'un début de I’infection des
fruits enrobés par le chitosane a lieu aprés 5 jours de conditionnement (T =13°C), alors qu'il
se produit aprés 1 jour pour le témoin. D’autres études, ont rapporté que 1’enrobage du

chitosane peut réduire la putréfaction des pommes au-dela de 12 semaines.

1.7 Applications du chitosane :
Le chitosane est utilis¢ dans de nombreuses industries primaires : 1’agriculture, le papier, le
textile, le retraitement des eaux, la pharmacie, les dispositifs médicaux... Il est le seul bio-
polymere cationique capable d’apporter de la viscosité aux produits de la cosmétologie (Jeon

et al, 2002). Le tableau suivant résume son utilisation dans différents secteurs :
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Tableau 1- Utilisation du chitosane en fonction de sa pureté. (Andrieux, 2004).

Chitosane technique Chitosane pur Chitosane ultra pur
Traitement des eaux : Alimentation :
- Floculant - Agent de conservation Biotechnologie et
coagulant Epaississant biomédicale :
Chélateur des - EpaIssissan -Antibactérien et  anti
i . - ifi fongique
métaux et des Emulsifiant giq
colorantes - stabilisant - immunostimulant
Pates et papiers : Anti oxydant - hémostatique
-traitement de surfaces | - Anti-cholestérolémiant - Anti coagulant
-Papier carbone - Fibre diététique ou | Antithrombogene :
Agriculture : complement alimentaire : - Agent d’accélération de la
- cicatrisation
- Enrobage des lari f_fIO(t:_uIarg b pour la
grains clarrrication des boissons Traitement des brulures des
- i i i Iésions épidermiques :
- Eertilisant fllrtn t_allmentalre pour la Y q
Bio-fonaicid protection Pansements, bandages, peau
) 10-fongicide - Agent d’encapsulation et artifiCie”e, fil de suture

- Protection contre | d’enrobage :

-transport de génes
le gel P g

- cosmétique : : .
_ Stimulation de biocapteur- nanocomposites
germination et | - Nydratant
fructification - traitement capillaire
bioplastique ]
- gel dentaire
- En substitution des
dérivées
pétrolieres

L’industrie alimentaire profite de ses propriétés antibactériennes et antifongiques pour réduire
’utilisation de conservateurs synthétiques. L'application du chitosane dans le domaine
alimentaire est trés prometteuse a cause de sa biocompatibilité et sa non-toxicité. En 1992, le
département de santé japonais a autorisé I'utilisation de la chitine et de ses dérivés notamment
du chitosane en tant qu'ingrédient alimentaire fonctionnel. Ainsi, il a été utilise au Japon dans
des produits alimentaires gréace a ses effets dietétiques (Li et al, 2009). Plus réecemment, en
2001, I’'US FDA a approuve le statut GRAS du chitosane.
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Le chitosane peut donc piéger le cholestérol apporté par I'alimentation et éviter qu'il ne soit
absorbé par la paroi intestinale. Par conséquent, il est de plus en plus introduit dans les
produits amaigrissants (Zhang et al, 2010).

11.7.1. Les applications dans le domaine du traitement des eaux

Des réductions de 70 a 98 % de la teneur en MES (matiére en suspension, responsable de la
turbidité) et de 55 a 80 % la demande chimique en oxygéne (DCO) ont été observées pour le

traitement des eaux usées en utilisant du chitosane comme floculant. (Jun et al, 1994).

Du fait de leur forte densité de charge, les dérivés de chitine sont capables d’interagir avec
les MES, les microorganismes et les ions métalliques (Taboada et al, 2003 ; Cardenas et al,
2001).

11.7.1.1.  Le Chitosane : un matériau adsorbant
Le chitosane présente d’autres avantages qui peuvent étre mis a profit lors de son utilisation
comme adsorbant dans des procédés de décontamination des eaux usées. Le tableau2
regroupe les principaux avantages et inconvénients de I’utilisation du chitosane dans le

traitement des eaux (No et Meyers., 2000).
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Tableau 2 - Principaux avantages et inconvénients du chitosane comme matériau adsorbant
pour le traitement des eaux polluées.

Avantages Inconvénients

*Substance disponible dans de nombreux pays. | *Variabilités dans les caractéristiques du
*Substance écologique acceptée par le public. polymeére.

*Matériau polyfonctionnel et versatile *Matériau non-poreux ayant une faible
*Remarquables capacités de fixation/rétention | surface spécifique.

de polluants avec des cinétiques rapides. *Nécessité a recourir a des modifications
*Importante sélectivité a décontaminer des | physiques et chimiques.

effluents tres dilués ou concentrés. *Capacités d’adsorption dépendant d’un
nombre important de facteurs.

*Influence du  pH; Limitations
hydrodynamiques (problémes de
colmatage des colonnes de réacteurs).

Actuellement, les techniques d'adsorption utilisant le chitosane et ses dérivés, comme un
traitement conventionnel développé pour adsorber les colorants anioniques en solution
aqueuse (Xue et al, 2014).

L'adsorption des ions métalliques par le chitosane a été intensivement étudiée parce que le
chitosane exerce les propriétés bioadhésive pour former les nanoparticules stables avec
différents métaux en solution (Tajuddin Sikder et al, 2014).

11.7.2. Autres applications

L’immobilisation d’enzymes dans des matrices a base de chitosane s’étend aujourd’hui a tous
les domaines (Tae-Hee et al, 2007). Les dérivés de chitine peuvent intégrer des électrodes,
des capteurs, des phases stationnaires de colonne de chromatographie, des membranes
d’osmose inverse et de dialyse.

Dans I’industrie du papier et de la photographie, on utilise le chitosane pour obtenir une

meilleure surface et pour résister a I’humidité. Les feuilles enduites de chitosane renforcent

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 32



CONTRIBUTION A L’ETUDE DE L’EFFET ANTIMICROBIEN, ADSORBANT DE COLORANTS ET CHELATEUR DES METAUX LOURDS SUR
BILLES DE CHITOSANE ELABOREES A PARTIR DE DECHETS DE CRUSTACES _ Latifa BAGHLI. & Islem BENGHERBI.

les propriétés morphologiques, mécaniques, optiques, de vieillissement et offrent une

meilleure qualité d’impression (Tae-Hee et al, 2007).

Dans le domaine du textile, des principes actifs peuvent étre encapsulés dans du chitosane et
imprégnés dans les tissus pour fabriquer des vétements dits « intelligents ». Les principes
actifs se diffusent progressivement sur la peau a mesure que le vétement est porté (No HK et
Meyers., 2000). Le chitosane est également capable d’améliorer la force et la rigidité d’un
tissu (Tae-Hee Kim et al, 2007). La figure 4 montre différentes formes de chitosane.

Enfin, la chitine, comme substrat nutritif, favorise la croissance de microorganismes chitino-
Iytiques. Cette propriété est exploitée pour ameliorer des composts (De Jin et al, 2005), et

comme méthode d’identification de ces microorganismes (Gomez Ramirez et al, 2004).

=

MEMBRANE

SPHERE

Figure 4 - Différentes formes de chitosane produites. (Ararem F., 2010)
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I11. Les métaux lourds

I11.1 Introduction
Les éléments métalliques sont, sous différentes formes, toujours présents au sein de
I’environnement.
A D’état de traces, ils sont nécessaires voir indispensables aux étres vivants (Mohan et al
2006), en revanche il présente une toxicité plus ou moins forte lorsqu’ils sont en
concentrations élevés (Mohan et al, 2002).
La présence de métaux lourds dans I’environnement résulte de causes naturelles et des
activités humaines. Elle pose un probléme particulier, car les métaux lourds ne sont pas
biodégradables (Naseem et al, 2001). Ces métaux lourds ne présentent pas tous les mémes
risques en raison de leurs effets sur les organismes, leurs propriétés chimiques, physico-
chimiques et biologiques. Leur toxicité est trés variable et leur impact sur 1I’environnement
tres différent (Reddad, 2002).

Les métaux traces sont connus parmi les ions principaux pour le procédé vital. Etant donné
qu’ils jouent un rdle clé dans les différents processus de la vie, ils sont libéres en grandes
quantités par les voies naturelles. Ainsi ces métaux traces (métaux lourds), et lorsqu’ils sont
en exces s’accumulent dans 1’environnement aquatique et causent des effets toxiques pour les
organismes vivants. Leur présence dans la mer est une grande préoccupation écologique pour
les états qui se trouvent sur la c6te notamment pour les pays en voie de développement
(Dasgupta et al, 2002).

I11.2 Définition
Les métaux lourds peuvent étre définis comme Tout métal ayant une densité supérieure a 5
(Bouranene et al, 2008), etun numéro atomique €levé, Tout métal pouvant étre toxique
pour les systémes biologiques.
Certains chercheurs utilisent des définitions plus spécifiques :
Le géologue par exemple, considérera comme métal lourd tout métal réagissant avec la

pyrimidine (CeHsN).
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Dans les sciences environnementales, les métaux lourds associés aux notions de pollution et
de toxicité, sont généralement : l'arsenic (As), le cadmium (Cd), le chrome (Cr), le cuivre
(Cu), le mercure (Hg), le manganése (Mn), le nickel (Ni), le plomb (Pb), I'étain (Sn), le zinc
(Zn).

En toxicologie, ils peuvent étre définis comme des métaux a caractere cumulatif (souvent
dans les tissus graisseux) ayant essentiellement des effets trés néfastes sur les organismes
vivants.

En nutrition et en agronomie, ils peuvent méme étre assimilés a des oligo-éléments
indispensables a certains organismes, en particulier par leur action catalytique au niveau du
Métabolisme.

Enfin, dans l'industrie en général, on considere comme métal lourd tout métal de densité
supérieure a 5, de numéro atomique €levé et présentant un danger pour l'environnement.
(Groy, 1978 et Browing, 1974).

111.3 Origines des métaux lourds :
Les métaux lourds sont redistribués dans 1’environnement par, les processus géologiques et
les cycles biologiques. Actuellement les activités industrielles et technologiques diminuent le
temps de résidence des métaux dans les roches, ils forment de nouveaux composés
métalliques, introduisent les métaux dans 1’atmosphére par la combustion de produits
fossiliféres. Ils résultent aussi de la contamination d’origine humaine (Académie des

sciences, 1998).

111.3.1. Les sources naturelles
Parmi sources naturelles, citons l'activité volcanique, l'altération des continents et les
incendies de foréts, la contribution des volcans peut se présenter sous forme d'émissions
volumineuses dues a une activité explosive, ou d'émissions continues de faible volume,

résultant notamment de I'activité géothermique et du dégazage du magma. (Pedro, 1994).
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Tableau 3 - Rapport du flux lié a I’activité humaine et le flux naturel des métaux lourds
(Luckham et Rossi, 1999).

Eléement Flux lié 2 I’homme /flux naturel (%)
Cadmium 1, 897
Mercure 27.5
Chrome 1.61
Arsenic 2.786
Plomb 34,583

111.3.2. Les sources humaines
Les métaux provenant d’apports anthropiques sont présents sous des formes chimiques assez
réactives et entrainent de ce fait des risques trés supérieurs aux métaux d’origine naturelle qui
sont le plus souvent immobilisés sous des formes relativement inertes (McKenzie, 1997), Les
sources anthropogenes sont les suivantes:

e Activités pétrochimiques ;

Utilisation de combustibles fossiles (centrales électriques au charbon, chaudiére
Industrielles, fours a ciment) ;

e Transport (véhicules et moteurs routiers et non routiers, embarcations) ;

e Incinération de déchets ;

e Produits (interrupteurs électriques, amalgames dentaires, éclairages fluorescents) ;

e Déchets urbains (eaux usées, boues d’épuration, ordures ménageres), agricoles.
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Tableau 4 - Sources industrielles et agricoles des métaux lourdes (Grim, 1968).

Utilisation Métaux

Batteries et autres appareils électriques Cd, Hg, Pb, Zn, Mn, Ni

Pigments et peintures Ti,Cd,Hg,Pb,Zn,Mn,Sn,Cr, Al,
As,Cu, Fe

Alliages et soudures Cd, As, Pb, Zn, Mn, Sn, Ni, Cu

Biocides (pesticides, herbicides) As,Hg, Pb,Cu,Sn,Zn,Mn

Agents de catalyse Ni, Hg, Pb, Cu, Sn

Verre As, Sn, Mn

Engrais Cd, Pb, As,, Cu, Mn

Matieres plastiques Cd, Pb

Produites dentaires et cosmétiques Hg, Sn

Textiles Al, Cr, Fe

Raffineries Ni, V, Pb

Carburants Ni, Hg, Cu, Fe, Ne, Pb, Cd

Le tableau présent quelques exemples de sources industrielles et agricoles d'ou peuvent

provenir les métaux présents dans I'environnement.

I11.4 La toxicité des métaux lourds
Les métaux lourds sont des éléments chimiques qui ont un poids spécifique (une mesure de la
densité) au moins cinq fois celle de I'eau.
Les métaux lourds les plus souvent impliqués dans I'empoisonnement de I'hnomme sont : le
plomb, le mercure, I'arsenic et le cadmium. Certains metaux lourds, tels que le zinc, le cuivre,
le chrome, le fer et le manganese, sont requis par le corps en petites quantités, mais ces

mémes éléments peuvent étre toxiques en grande quantité (Fallon, 2006).
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L'exposition aux metaux lourds est potentiellement dangereux, en particulier les composés
métalliques qui n‘ont aucun réle physiologique dans le métabolisme cellulaire.
La pénétration des métaux par I'eau ou des aliments peut modifier le métabolisme d'autres
éléments essentiels tels que Zn, Cu, Fe et Se (Abdulla et Chmielnicka, 1990).
Au cours des dernieres années, les concentrations des métaux lourds ont augmenté de maniére
significative, pour atteindre les niveaux les plus éleves dans les régions fortement peuplées,

telles que le nord-ouest de la mer Méditerranée.

La forme ionisée des metaux lourds est la forme toxique, il semble que les formes conjuguées

et liées des métaux lourds filtrées ne sont pas toxiques par eux-mémes mais c’est la forme
divalente de ces métaux libérés a partir de ces complexes qui est responsable de la toxicité
cellulaire (Barbier et al, 2004).
Généralement les métaux et leurs composés interferent avec les fonctions du systéme nerveux
central, le systeme hématopoiétique, le foie et les reins. Récemment, la plus grande attention
est donnée aux composés métalliques qui ont des effets toxiques a des faibles niveaux
d'expositions produisant ouvertement des signes et des symptomes cliniques et pathologiques
(Kalia et Flora, 2005).

111.4.1. Contamination des sols :
Tous les sols contiennent naturellement des éléments traces métalliques, on parle de
contamination d'un sol lorsque sa teneur en élément trace est supérieure a la concentration
naturelle, mais sans influence sur la qualité du sol.

La concentration naturelle de I'élément trace dans le sol résulte de son évolution a partir de la
roche initiale. On parle de pollution des sols par un élément trace lorsque I'élément trace est
présent a une dose constituant une menace pour l'activité biologique ou les fonctions du sol.
Les contaminations diffuses, qui affectent les niveaux superficiels des sols, résultent de
phénomenes naturels tels que les retombées atmosphériques d’aérosols d’origine volcanique,
ou d’actions anthropiques intentionnelles ou non : poussieres et dépdts atmosphériques,
fertilisants minéraux (cuivre contenu dans les phosphates), pesticides, lisiers et fumiers, boues
de stations d'épuration, activités miniéres, déchets industriels (batiments) ou urbains,

transports, etc. (Katti et Shanmugasundaram, 2001).
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111.4.1.1. Devenirs des métaux lourds dans les sols
L'étude de la répartition d'un élément trace métallique entre les composants solides s'appelle
la spéciation appréhendée avec une technique qui porte le nom « d'extraction sequentielle ».
La variable qui détermine cette répartition c’est le degré de solubilité du métal.
Si le métal est soluble, il va passer dans les nappes ou dans la plante, s’il est insoluble, il va
rester dans le sol.
La solubilité va dépendre de plusieurs facteurs, le plus important est I'acidité du sol. (Bérend,
1991) :

v Un sol acide facilite la mobilisation. Les métaux lourds ne s’accumulent pas. IIs sont
transférés vers les nappes phréatiques et les fleuves ou absorbés par les plantes et présentent
alors un risque pour la santé.

v Un sol calcaire contribue a I'immobilisation de certains métaux (certains éléments
réagissent difféeremment, notamment I'arsenic, plus mobile dans un sol calcaire).

v 1l n’y a donc pas de risque immédiat pour la santé. Mais le sol est contaminé

durablement et la concentration en métaux lourds augmente avec les années.

Ces derniers sont susceptibles d’étre relégués quand I’environnement est modifié. Au
niveau des sols, les risques sont divers, (transfert vers les nappes phréatiques, biodisponibilité,
écotoxicité), et dépendent principalement de la spéciation (degré d'oxydation, mode de

complexassions avec les macromolécules organiques et les constituants minéraux du sol).
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Tableau 5 - Teneurs naturelles de quelques éléments traces dans les sols et apports

anthropiques (En mg/kg). (Kozaki et al, 2000)

Certains  métaux | Teneurs naturelles dans les sols en Apports anthropiques
lourds éléments traces
Concentration Valeurs extrémes | Nature des apportes
moyenne dans la | relavées dans les | anthropiques
croute terrestre roches
Cadmium 0.2 46 2-4-5
Cobalt 23 100 - 200 3-2
Chrome 100 - 200 1500 — 3000 1-2
Cuivre 45-70 80— 150 3-4-5
Nickel 80 2000 3
Plomb 13-16 30 1-2-3-4-5-6
Zinc 70-132 120 3-4-5-6

*Nature des apports anthropiques

: retombées atmosphériques ;

: épandages boues de station d'épuration ;
- activités industrielles ;
: activités urbaines et trafic routier ;

- activités agricoles ;

o o1~ WD -

: activités minieéres.

111.4.1.2. Le processus de transfert
Les précipitations et l'irrigation sont les principales sources d'eau des sols. Une partie est
évacuée par évaporation ou ruissellement de surface. Une partie pénétre dans le sol et se
dirige alors soit vers les racines des plantes, soit, par gravité, vers les horizons profonds et les
nappes phréatiques. Au cours de ces transports, I'eau se charge en éléments en traces dissous.
(Koch, 2002).
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111.4.2. Contamination de l'air

Les métaux lourds se dispersent dans les hautes couches de I'atmosphere et retombent ailleurs,
apres un transport sur de trés longues distances. On estime qu'une particule de mercure dans
I'atmosphere reste un an avant de retomber.
Les métaux lourds dans l'air peuvent se trouver principalement sous deux formes :
v Soit sous forme gazeuse pour certains composés métalliques volatiles ou dont la
Pression de vapeur saturante est élevée;
v Soit sous forme de composés métalliques solides, déposés sur les trés fines particules
ou poussieres formées lors des phénoménes de combustion.
Les métaux lourds sont transportés par des particules atmosphériques provenant de
combustions a haute température, de fusions métallurgiques, vehicules.
Les effets biologiques, physiques et chimiques de ces particules sont fonction de la taille des
particules, de leur concentration et de leur composition, le paramétre le plus effectif sur
I’environnement étant la taille de ces particules.
Dans 1’air ambiant, on trouve de nombreux ¢éléments, comme le plomb, le cadmium, le zinc,
le cuivre, etc., dont la concentration est d’autant plus élevée que les particules sont fines

(Besq, 2000).

111.4.3. Contamination de I’eau
Les métaux présents dans 1’eau peuvent exister sous forme de complexes, de particules ou en
solutions. Les principaux processus qui gouvernent la distribution et la répartition des métaux
lourds sont la dilution, la dispersion, la sédimentation et I'adsorption/désorption.
Selon (Sigg et al 1992) on trouve Certains processus chimiques peuvent néanmoins intervenir
également. C'est ainsi que la spéciation selon les diverses formes solubles est régie par les
constantes d'instabilité des différents complexes, et par les propriétés physico-chimiques de
I'eau (pH, ions dissous, et température).
Les métaux lourds subissent de nombreuses transformations: réduction par processus
biochimique, méthylation, déméthylation et oxydation d'especes de métaux isolées, Des
réactions redox peuvent aussi faciliter certaines transformations. Les processus biochimiques

sont effectués par des micro-organismes et par des algues.
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Les principales sources de contamination de I'eau sont les suivantes :
e Les eaux usées domestiques et industrielles
e La production agricole
e Les polluants atmosphériques

e Lesanciennes décharges
I11.4.4. Toxicité et effet sur la santé

111.4.4.1. Exposition
Les hommes sont exposés par inhalation des polluants aériens, la consommation d’eau
contaminée, 1’exposition a des sols contaminés de déchets industriels.
Les métaux peuvent étre absorbés sous la forme inorganique ou sous la forme organique. Pour
certains éléments, comme l'arsenic et le cuivre, la forme inorganique est la plus toxique.
Pour d'autres, comme Hg, Sn et Pb, les formes organiques sont les plus toxiques. La quantité
de métaux absorbée par un homme influe directement sur sa santé (Evans, 1989).
En fait, le risque sur la santé humaine est d’abord associ¢ aux propriétés des métaux lourds a
polluer les eaux, I’atmospheére, les aliments et les sols. Et dépendent également de I’état de
leur forme chimique, de leur concentration, du contexte environnemental, de la possibilité de
passage dans la chaine du vivant.
Quelques metaux lourds sont indispensables a la croissance des organismes vivants comme
Zn, Cu, Mn et Fe, On peut néanmoins s'attendre a ce qu'ils aient des effets toxiques quand les
organismes sont exposés a des niveaux de concentration supérieurs a ceux qu'ils requiérent
normalement. D'autres éléments, comme Pb, Hg et Cd, ne sont pas indispensables aux
activités métaboliques et manifestent des propriétés toxiques (Manole Greanca, 2007).
On trouve comme un exemple selon (Wang et al, 1997, et Dubinin, 1979). La toxicité du
cadmium résulte principalement de 1’inhibition des enzymes thiols ainsi que de son affinité
pour les hydroxyles et les carboxyles. Il est également I’agent étiologique de la maladie qui se

manifeste par des troubles osseux et I’augmentation du taux de phosphatase alcaline.
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Les effets des métaux lourds sur le systeme nerveux central et leurs symptémes sont :
irritabilité , peur , nervosité , inquiétude ,instabilité émotionnelle , perte de confiance timidité
(symptéme principal chez les adolescents) , indécision , perte de la mémoire immédiate ,

toutes les sortes d’insomnies , dépression.

111.4.4.2. Symptémes neurologiques
Geénéralement sont cernées en fourmillement des mains et un sentiment de brllure constante
avec endormissement des membres inférieurs (Symptdme caractéristique des perturbations

dues au mercure) léger tremblement des mains.

111.4.4.3. Symptdmes de la téte
Se sont traduisent par des saignements des gencives, des dents qui bougent, une mauvaise
haleine, un sentiment de brdlure sur les levres, la langue et le visage, en trouve aussi des abces
buccaux, des vertiges, un sifflement dans les oreilles et des troubles de 1’audition, avec une
difficultés oculaires (baisse de la vision des contrastes et des couleurs dues a des dép6ts de

métaux lourds dans le cervelet).

111.4.4.4. Symptomes digestifs
Généralement on trouve des allergies alimentaires, particuliérement aux ceufs et au lait, des

coliques.

111.4.4.5. Symptdémes cardiaques
Le plus souvent des cas y’a des arythmies due aux dépdts de métaux lourds dans les nerfs

commandant 1’activité cardiaque. (Bouranene et al, 2009 et Hazourli et al, 2007).

I11.5 Normes et réglementation

Les nouvelles réglementations se sont penchées sur le probleme des meétaux lourds. Ceci
s'explique par le fait que leurs effets sur 'homme et I'environnement ne cessent d’étre mis en

lumiere, voire prouvés pour certains concernées.
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L’arrété du premier mars 1993, relatif aux prélévements et a la consommation d’eau ainsi
qu’aux rejets de toute nature des installations classées pour la protection de 1’environnement
soumises a autorisation, fixe un certain nombre de seuils a ne pas dépasser quant a I’émission
de métaux lourds dans I’environnement. Cet arrété s’applique a toutes les installations
classées pour la protection de I’environnement, dont font partie la plupart des activités tres
polluantes précédemment citées (usines de traitement de surface, incinérateurs...).

Notons que cet arrété a récemment été cassé par une décision de justice, notamment en raison
de ses normes trop restrictives en matiére de métaux lourds. Ceci nous conforte dans 1’idée
que la problématique des métaux lourds n’est pas suffisamment prise en compte.

De nouvelles réglementations exigent un seuil d’émission et I’emploi des meilleures
technologies disponibles a un colt économique acceptable, et des -caractéristiques

particuliéres de I’environnement ( Benedetto, 1997).

Tableau 6 - Concentrations en métaux et métalloides définissant les limites de qualité d’une
eau potable (Législation Francaise, OMS) (Dabrowski et al, 2005)

Elément Décret n°2001-1220 Recommandations OMS
As 10 pg/l 10ug/I

Cd 5 pg/l 3ug/l

Cr 50 g/l 50ug/l (chrome total)

Cu 2 ug/l 2 mg/l

Hg 1 g/l 1 pg/l (mercure total)

Ni 20ug/1 209/l

Pb 10 pg/l 10ug/I

Se 10 pg/l 10pg/I

Tandis que le tableau7 présente les normes de rejet d'effluents, a titre indicatif, par rapport

aux métaux lourds en Algérie.
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Tableau 7 - seuils de rejets des métaux en Algérie d’apres le Journal Officiel de la

République Algérienne N° 24, 16 avril. 2006

Métal Al Cd Cr Fe Mg | Hg Ni Pb Cu Zn
Concentration | 3 0.2 0.5 3 1 0.01 (05 0.5 0.5 0.5
(mg/l)
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IVV. Les colorants

IV.1 Historique

De I’antiquité au 18°™ siécle, I’utilisation par I’homme de substances colorées, pour
modifier I’aspect extérieur de son environnement, remonte a la plus haute antiquité : pigments
minéraux et animaux des grottes décorées Lascaux ou Altamira , (vers 12000 avant J-C), ou
des pyramides Egyptiennes : teintures de vétements attestées en différentes régions du globe :
En chine vers 3000 ans avant J-C, en Inde (ou on utilise la garance et I’indigo, teintures
préparées a partir de plantes) vers 2000 ans avant J-C, en Palestine vers 2000 a 1500 ans avant
J-C, et en Egypte, comme en témoignent les plus anciens textiles retrouvé : bandelettes qui
entouraient les momies dans les tombes de pharaons datant de2500 ans avant J-C.

(Fues, 2017).

Depuis longtemps, les colorants ont été appliqués dans pratiquement tous les domaines de la
vie quotidienne ; I’histoire des couleurs et celle des textiles sont étroitement liées. L’essor de
la production textile au fil des siécles a entrainé le développement des recherches et des
expérimentations sur les colorants et les techniques de teinture. Au fil des siecles, des
alchimistes du Moyen Age aux industries chimiques modernes. La production des teintures
représente donc depuis longtemps un enjeu non seulement scientifique mais aussi économique
d’une importance capitale. Notons que jusqu’a la moitié du 19 siécle, les colorants

appliqués étaient d’origine naturelle. (Zhenwang et al, 2000).

On dénombre actuellement, environ 8000 colorants synthétiques chimiquement différents
répertoriés dans le Colour Index (Guivarch, 2004) sous 40000 dénominations commerciales.
Chaque colorant y est classé sous un nom de code indiquant sa classe, sa nuance ainsi qu’un
numéro d’ordre. Un colorant doit posséder, outre sa couleur propre, la propriété¢ de teindre,
cette propriété résultant d’une affinité particuliere entre le colorant et la fibre est a 1’origine
des principales difficultés rencontrées lors des traitements. En effet, selon le type
d’application et d’utilisation, les colorants synthétiques doivent répondre a un certain nombre
de criteres afin de prolonger la durée de vie des produits textiles sur lesquels ils sont appliqués
: résistance a I’abrasion, stabilité photolytique des couleurs, résistance a 1’oxydation chimique

(notamment les détergents) et aux attaques microbiennes.
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L’affinité du colorant pour la fibre est particulierement développée pour les colorants qui
possédent un caractére acide ou basique. Ces caractéristiques propres aux colorants
organiques accroissent leur persistance dans I’environnement et les rendent peu disposés a la

biodégradation (Ganesh, 1992).

Les matieres colorantes se caractérisent par leur capacité a adsorber les rayonnements
lumineux dans le spectre visible (de 380 a 750nm). La transformation de la lumiére blanche
en lumiére colorée par réflexion sur un corps, ou par transmission ou diffusion, résulte de
I’absorption sélective d’énergie par certains groupes d’atomes appelés :

Chromophores : la molécule colorante étant le chromogéne ; plus la facilit¢ du groupe
chromophore a donner un électron est grande plus la couleur sera intense. D’autres groupes
auxochromes : ces groupes d’atomes du chromogeéne peuvent intensifier ou changer la

couleur due au chromophore (Brown et Devito, 1993).

IVV.2 Classification des colorants
Tous les composés aromatiques absorbent I'énergie électromagnétique mais seulement ceux
qui ont la capacité d'absorber les rayonnements lumineux dans le spectre visible (de 380 a 750
nm) sont colorés.
Lorsque le nombre de noyau aromatique augmente, la conjugaison des doubles liaisons
s'accroit et le systeme conjugué s'élargit. L'énergie des liaisons diminue tandis que l'activité
des électrons augmente et produit un déplacement vers les grandes longueurs d'onde.
Dans ces cas, la molécule absorbe dans les grandes longueurs d'onde et donne des couleurs
plus foncées (Zollinger, 1991).

IV.2.1. Classification selon la constitution chimique
La classification des colorants peut étre faite selon leur constitution chimique ou selon le
domaine d’application. Le classement des colorants selon leur structure chimique repose sur la

nature du groupe :
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A- Les colorants azoiques
Les colorants "azoiques™ sont caractérises par le groupe fonctionnel azo (-N=N-) unissant
deux groupements alkyles ou aryles identiques ou non (azoique symétrique et dissymétrique).
Ces structures qui reposent généralement sur le squelette de 1’azobenzéne sont des systémes
aromatiques ou pseudo aromatiques liés par un groupe chromophore azo. (Brown et Devito,
1993).

B- Les colorants anthraquinoniques
D’un point de vue commercial, ces colorants sont les plus importants aprés les colorants
azoiques. Leur formule générale dérivée de I’anthracéne montre que le chromophore est un
noyau quinonique sur lequel peuvent s’attacher des groupes hydroxyles ou amines (Zollinger,
1991).

C- Les colorants indigoides
Ils tirent leur appellation de I’Indigo dont ils dérivent. Ainsi, les homologues sélénié, soufré et
oxygéné du Bleu Indigo provoquent d’importants effets hypsochromes avec des coloris

pouvant aller de I’orange au turquoise. (Brown et Devito, 1993).

D- Les colorants xanthenes
Ces colorants sont dotés d’une intense fluorescence. Le composé le plus connu est la
fluorescéine. Peu utilisé en tant que teinture, leur faculté de marqueurs lors d’accident
maritime ou de traceurs d’écoulement pour des rivieres souterraines est malgré tout bien

établie. (Colour Index, 1975).

E- Les phtalocyanines
IIs ont une structure complexe basée sur I’atome central de cuivre. Les colorants de ce groupe
sont obtenus par réaction du dicyanobenzeéne en présence d’un halogénure métallique (Cu, Ni,

Co, Pt, etc.) (Zollinger, 1991).

F- Les colorants nitrés et nitrosés
Ces colorants forment une classe trés limitée en nombre et relativement ancienne. lls sont

actuellement encore utilisés, du fait de leur prix trés moderé lié a la simplicité de leur
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structure moléculaire caractérisée par la présence d’un groupe nitro (-NO2) en position ortho

d’un groupement électro-donneur (hydroxyle ou groupes aminés). (Colour Index, 1975).

G- Les colorants triphénylméthanes
Les triphénylméthanes sont des dérivés du méthane pour lesquels les atomes d’hydrogéne sont
remplacés par des groupes phényles substitués dont au moins un est porteur d'un atome
d’oxygeéne ou d’azote en para vis-a-vis du carbone méthanique. Le triphénylméthane et ses
homologues constituent les hydrocarbures fondamentaux d'ou dérivent toute une seérie de

matieres colorantes. (Zollinger, 1991).

IV.2.2. Les colorants utilisés en alimentaire
Etant donné I'emploi massif de colorants dans I'alimentation (particulierement les azoiques) et
devant les risques de toxicité qu'ils peuvent engendrer chez I'étre humain, les pouvoirs publics
se sont attachés a légiférer leur utilisation et a les classifier.
Ainsi, depuis longtemps, un effort a été consenti dans le but d'établir une classification des
différents colorants. La plus ancienne est la C.X-Rose (Colour Index de 1924) ; est apparue
ensuite celle de Shiiltz en 1931 et enfin celle de la D.F.G en 1957.
Actuellement, les pays de la communauté européenne ont intégré les colorants dans la
classification générale des additifs. 1ls sont numérotés de100 al199 et sont précédés des deux
lettres CE (par exemple CE.100 a 199).
Cependant, cette classification ne tient compte que des colorants utilisés actuellement ou
depuis peu de temps. Leur utilisation touche des domaines tels que (Lederer, 1986) la

confiserie, la liquorie, la patisserie, la siroperie, la limonadiere et la fromagerie.

IVV.3 Les colorants et leurs impacts environnementaux

Les colorants sont considérés comme les plus importantes des contaminants, qui menacent
I’environnement et la vie humaine di a leur présence dans les textiles et d'autres eaux usées

industrielles (Zollinger, 1991).
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Beaucoup de colorants sont visibles dans I'eau méme a de tres faibles concentrations (<1
mg/l). Ainsi, ils contribuent aux problémes de pollution liés a la génération d’une quantité
considérable d’eau usée contenant des colorants résiduels (Greene et Baughman, 1996). Le
rejet de ces eaux résiduaires dans 1’écosystéme est une source dramatique de pollution,
d’eutrophisation et de perturbation non esthétique dans la vie aquatique et par conséquent
présente un danger potentiel de bioaccumulation qui peut affecter I'homme par transport a
travers la chaine alimentaire.

Si un organisme ne dispose pas de mécanismes spécifiques, soit pour empécher la résorption
d’une substance, soit pour I’¢liminer une fois qu’elle est absorbée, alors cette substance
s’accumule. Les espéces qui se trouvent a l'extrémité supérieure de la chaine alimentaire, y
compris I'homme, se retrouvent exposées a des teneurs en substances toxiques pouvant aller
jusqu’a cent mille fois plus élevées que les concentrations initiales dans 1'eau (illustration du

phénomene de bioaccumulation de pesticides figure 5).

Insecticides

224221 %
it S

Figure 5 - Conséquences de la bioaccumulation apres déversement de substances toxiques
(insecticides) dans un cours d'eau (Little et Chillingworth, 1974).

IV.4 Toxicité des colorants
La toxicité des différents types de colorants (mortalité, effet mutagénique et cancérigéne) a
été étudiée par plusieurs travaux de recherche aussi bien sur des organismes aquatiques
(poisson, algue, bacteéries, etc.) que sur les mammiféres. Un colorant est toxique lorsqu’il
posseéde la capacité de modifier le code génétique des cellules humaines et de déclencher

potentiellement des effets cancérigenes (Goupy, 1988).
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En outre, des recherches ont été effectuées pour étudier I'effet des colorants sur l'activité des
bactéries aérobies et anaérobies dans des systemes de traitement des eaux résiduaires.

Des études faites sur divers colorants commerciaux ont démontré que les colorants basiques
sont les plus toxiques pour les algues (Clarke et Anliker, 1980 ; Specht et Platzek, 1995).
Ce résultat a été prouvé par le test de mortalité des poissons effectué sur 3000 colorants
commerciaux ou il s'est avéré que les colorants basiques, et plus particulierement ceux de la
famille de triphénylméthane sont les plus toxiques. Par ailleurs, les poissons semblent étre
relativement sensibles aux colorants acides (Brown et DeVito, 1993).

D'autre part, la mortalité examinée avec des rats a montré que seulement 1% sur 4461
colorants commerciaux présentent des valeurs de DL50 au-dessous du poids corporel de 250
mg/kg. Par conséquent, la chance de la mortalité humaine due a la toxicité aigué de colorant
est probablement tres basse. Cependant, il faut sensibiliser I'étre humain quant a l'utilisation
de certains colorants. En effet, il a été prouvé que quelques colorants dispersés peuvent causer
des réactions allergiques, dermatologiques, etc. (Chung et al, 1981).

Par ailleurs, I'effet d'exposition des ouvriers dans Il'industrie de textile aux colorants a suscité
l'attention. Par conséquent, il s'est avéré que 1’augmentation du nombre de cancers de la vessie
observés chez des ouvriers de l'industrie textile, est reliée a leur exposition prolongée aux
colorants azoiques. Notons que la plupart des colorants azoiques ne sont pas initialement

toxiques, excepté ceux a groupement amine libre (Rosenkranz et Klopman, 1990).

En raison des effets mentionnés ci-dessus, il est clair que les colorants, essentiellement les
azoiques, ne devraient pas envahir notre environnement. Par conséquent, il est nécessaire de

traiter les eaux résiduaires chargées de colorants jusqu'a leur minéralisation totale.

IV.5 Législation sur I’environnement
La législation sur les rejets d’eaux résiduaires devient de plus en plus stricte. L’ Algérie est
dotée de la réglementation 06-141 sur les rejets d’effluents textiles dans le milieu hydrique
(Bouafia, 2010) (JORA, N° 26 du 04/09/2006). Certaines substances a risques ont été
réglementées par le législateur européen, et parfois par les législateurs nationaux, afin

d’imposer aux professionnels des obligations visant a protéger le consommateur. Ainsi, il
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existe des réglementations sur les colorants azoiques (directive 200/61), etc. (Siedlecka et al,

2007).

Tableau 8 - Valeurs limites des paramétres de rejets d’effluents textiles (JORA 26, 2006)

PARAMETRES UNITE VALEURS TOLERANCE AUX
LIMITES VALEURS LIMITES

(ANCIENNES
INSTALLATIONS)

Température °C 30 35

pH - 6.5- 8.5 6-9

DBOs mg/l 150 200

DCO - 250 300

Matieres - 0.4 0.5

décantables

Matieres non | - 30 40

dissoutes

Oxydabilité - 100 120

Permanganate - 20 25
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V.1 L’objectif du mémoire
Est de mettre en évidence le rble des billes de chitosane, aprés leur élaboration, dans
I’épuration des eaux usées, pour 1’élimination de certains métaux lourds (Zn, Cu et Cd) et du
colorant : le rouge alizarine ; ainsi que le pouvoir antimicrobien de ces billes contre deux
souches pathogeénes, une Gram-positive a savoir (Bacillus subtilis ATCC 6633) et une Gram-
négative (Escherichia coli CIP 76.24). Ce travail vise aussi la caractérisation de certains

parametres physicochimiques : le taux de protéines, de cendres et d’humidité.

V.1.1. Préparation de la chitine et de ses dérivés
Les carapaces de crevettes ont été collectées dans des restaurants. Ces déchets avant leur
utilisation, sont d’abord débarrassés de leurs antennes et autres pattes. Ils subissent ensuite un
prétraitement selon Mukherjee (Mukherjee, 2002), qui consiste en un lavage énergique afin
d’éliminer les résidus organiques (tissus) et bouillis pendant 1 heure. Aprés séchage, les
carapaces subissent le quenching : ce traitement permet de casser la structure cristalline de la
chitine contenue dans la carapace, facilitant ainsi son extraction. Il consiste a placer les
carapaces préparées comme indiquées ci-dessus dans 1’étuve a 80°C, pendant 48 heures.
Elles sont ensuite broyées dans un blinder afin d’obtenir des particules d’un diamétre de

0.5mm.
Le chitosane a été obtenue aprés trois étapes suivantes :

La déminéralisation en milieu acide (1°® étape) suivie d’une déprotéination (2°™étape), et
d’une désacétylation (3°™ étape) simultanée par voie hydrothermo-chimique en milieu

basique lors de la procédure d’extraction du chitosane, différentes concentrations de solution
digestive d’acide HCI et de base NaOH (Hengye Zhongyuan Chemical Co., Beijing, China),

variant respectivement de 2M, et de 2M de 8% et 50% ont été utilisées.

v'Une déminéralisation dans le but d’obtenir de la chitine brute, nous avons mélangé le
produit broyé¢ issu du prétraitement a une solution d’acide chlorhydrique HCI 2N dans un
rapport 1 : 15 (poids du solide : volume du solvant) c.a.d. 1 g de carapaces en poudre pour 15
ml de HCL (Jumaa et al, 2002) et I’ensemble est soumis a une agitation pendant12 heures a la

température ambiante afin d’éliminer les sels minéraux. La solution est ensuite filtrée et lavée
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plusieurs fois avec de I’eau distillée jusqu’a la neutralisation et séché a I’air libre pendant toute
une nuit, (Figure 7.3).
v'Une déprotéination la chitine brute obtenue précédemment est trempée dans une solution
d'hydroxyde de sodium NaOH 8% en masse dans un rapport 1 :10 (poids du solide : volume du
solvant) (Caroline et al, 2006) a une température T=100 °C sous haute, pendant 6 heures pour
dissoudre les protéines. Le mélange est ensuite filtré et lavé plusieurs fois avec de 1’eau distillée
pour éliminer les composants de NaOH restants puis séché a 1’air libre, ainsi nous obtenons une
chitine déprotéinée (Fig. 7.4.)
v"Une désacétylation : Dans ce cas la chitine obtenue est mise en contact avec une solution
d'’hydroxyde de sodium NaOH 50% en masse a une temperature T=100 °C, pendant 3 heure
(No et Meyers, 1995) dans un rapport 1 :20 pour enlever certains ou tous les groupements
acétyle de la chitine. Le produit obtenu est ensuite filtré et lavé plusieurs fois avec 1’eau distillé

et séché a I’air libre et ainsi nous obtenons le chitosane (Fig. 7.5.).

Figure 6 - (1) carapaces de crevettes laves/sechés (2) carapaces des crevettes broyées,
(original).

Figure 7 - (3) Etape déminéralisation ; (4) E. délrotéination ; (5) E. désacétylation. (Original)
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Figure 8 - (6) Chitine déprotéinée -(7) Chitosane extrait-(8) Chitosane en poudre. (Original)

V.1.2. Preéparation des billes de chitosane
Pour préparer les billes de chitosane, nous avons appliqué la synthése par extrusion : c’est
une méthode qui consiste a faire tomber goutte a goutte une solution de polymere a 1’aide
d’une seringue dans un bain de réticulant dans lequel s’effectue la gélification. La réaction
rapide entre le polymére et le réticulant a la surface permet de figer la forme sphérique de la
goutte au sein de la solution. Le volume interne de la goutte gélifie par la suite au fur et a
mesure de la diffusion du réticulant au travers de la surface de la bille en formation, (Mohan
et al, 2014) ; dans notre cas, nous avons dissous 4 g de chitosane poudre dans 100 ml d’une
solution d’acide acétique de 2% (v/v) et laisser reposer pendant toute la nuit. Le mélange est
ensuite versé goutte a goutte dans 500 ml d’une solution de NaOH (0.5M) sous agitation
moyenne et continue, les billes ainsi obtenues sont laissées reposer dans la solution toute la
nuit. Ensuite les billes sont filtrées et lavées de 1’eau distillée plusieurs fois jusqu’a ce que le
pH de I’cau de lavage soit neutre, les billes sont séchées a 1’air libre, broyées puis tamisées a

une taille <125 pm.

Figure 9 - Chitosane extrait qui sera solubilisé puis Billes/lentilles de chitosane produites
(Original)
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V.2 Lessouches pathogenes

Les différentes souches utilisées dans cet expérimental sont reportés dans le Tableau 9.

Tableau 9 - Nature et origine des différentes souches bactériennes pathogénes utilisées

Souches Références Milieu de culture
Laboratoire de Sécurité
Bacillus subtilis ATCC 6633 Alimentaire par les Bactéries BHI (Réf. CM0225) Oxoid,
Lactiques et les Probiotiques Biomérieux, France

(SEGABALP), Université de
Madrid, Espagne

Escherichia coli CIP76.24 Collection du laboratoire INMV BHI (Réf. CM0225) Oxoid,
Alger, Algérie Biomérieux, France

V.3 Milieux de culture et conditions de croissance
Tous les milieux de culture préparés sont autoclavés a 121°C pendant 15 min. La souche de
référence : Bacillus subtilis ATCC 6633 et Escherichia coli CIP 76.24, ont été réactivées deux
fois et cultivée respectivement sur BHI bouillon (Brain-Heart-Infusion : réf. CM0225 Oxoid,
Biomérieux, France). L’incubation est faite en aérobiose pendant 24 h a 37°C. Pour I’étude de
I’évolution du pathogéne au cours de sa croissance, le milieu Mueller-Hinton Gélose
(Ref.CMO0419 Oxoid, Biomérieux, France) a été utilisé a 37°C pendant 24 h en aérobiose; les

souches ont été cultivées au moins trois fois avant I’expérience.

V.4 Etude de I’évolution de la cinétique de croissance

L’¢tude de 1’évolution de la croissance de Bacillus subtilis et Escherichia coli est effectuée
dans le milieu BHI & pH 7.4 a 37 °C en aérobiose. Des prélévements stériles sont effectués
périodiquement afin d’évaluer la croissance (DO) a 600 nm par un spectrophotométrie sur
un spectrophotomeétre de type Jenway 6700 Visible UV-Visible; la détermination de
I’évolution de la charge microbienne en micro culture s’effectue par isolement sur milieu
Muller-Hinton gélose pour ces pathogeénes; cette méthode est utilisée dans le but de
déterminer la charge microbienne du ATCC 6633 et du CIP 76.24 évaluée a 10° UFC/ml
(phase exponentielle), puis mise en contact avec les différentes concentration des billes de

chitosane.

MATERIELS & METHODES 57




CONTRIBUTION A L’ETUDE DE L’EFFET ANTIMICROBIEN, ADSORBANT DE COLORANTS ET CHELATEUR DES METAUX LOURDS SUR
BILLES DE CHITOSANE ELABOREES A PARTIR DE DECHETS DE CRUSTACES _ Latifa BAGHLI. & Islem BENGHERBI.

V.5 Suivi de la Concentration minimale inhibitrice: (test de micro-
dilution)

Les CMI sont aussi déterminées vis-a-vis des bactéries cibles. L’inoculum de chaque bactérie
testée est obtenu a partir d’une pré-culture de 6 h d’incubation, la charge microbienne était
ajustée a 5x10’ UFC/ml a ’aide d’une turbidité standard 0,5 Mc-Farland. Des dilutions en
série sont préparées dans une gamme de concentration de (25;50;75 et 100 (mg) de
microbilles chitosane) (p/v) dans des tubes a essais stériles contenant 10ml de bouillon BHI.
Les CMI des différents composés vis-a-vis des souches bactériennes sont déterminés par la
DO spectrophotométrie 8 600nm et par ensemencement sur gélose MH gréace a la méthode des

spots (10ul/spot) ceci aprés avoir effectué des micro-dilutions.

V.6 Dosage des métaux lourds

V.6.1. Objectif :
Notre objectif c’est déterminer le pouvoir biosorbant de nos microbilles de chitosane par
rapport au temps et de quantités absorbées par les microbilles vis-a-vis des trois métaux
étudiés séparément.
On utilisant des solutions métalliques préparées et on ajoutant notre masse de biosorbant (les
billes de chitosane) afin de mettre en évidence un dosage des métaux lourds par une

spectrophotométrie a absorption atomique.
V.6.2. Analyse en spectrophotométrie a absorption atomique :

V.6.2.1. Principe:
L’absorption atomique de flamme est une méthode qui permet de doser essentiellement les
métaux en solution. C’est une méthode d’analyse élémentaire qui utilise la propriété des
atomes d’étre excités par I’apport & une énergie extérieure sous forme d’un rayonnement
électromagnétique (photons) de fréquence bien définie.
Tout corps chimique peut absorber les radiations qu’il émet lui-méme dans les conditions
déterminées. Les atomes, a la température ordinaire, sont au niveau d’énergie fondamentale.

Le passage a 1’état existé se fait par un rapport d’énergie électromagnétique. Chaque atome ne
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peut absorber qu’un photon de fréquence caractéristique de I’atome (lui permettant de passer a
un niveau d’énergie quantifi¢é supérieur). L’absorption atomique consiste en la mesure de
I’absorption des radiations photoniques spécifiques par des atomes en phase vapeur.

(Morlot, 1996 ; Otero et al, 2009).

V.6.2.2. Appareillage :
L’appareil de mesure comporte cing constituants essentiels selon (Fourest, 1993) :

v"Un générateur de photon : soit une lampe a cathode creuse qui fournit le spectre des
raies de 1’¢lément a doser dont on isole la raie de résonance.

v' Une cellule d’absorption : elle est composée d’un nébuliseur et d’un bruleur, et
produisant un gaz d’atomes libres. La température de la flamme (environ 2300°C), produite
par un mélange air-acétyléne, conditionne 1I’atomisation de 1’élément.

v" Un monochromateur : son role est de sélectionner la longueur d’onde caractéristique
de I’¢élément.

v" Un détecteur photomultiplicateur : il transforme en courant tous les photons regus,
alors que seuls les photons issus de la cathode creuse sont intéressants. On module le faisceau
lumineux émis par la lampe a la sortie de celle-ci par un cache tournant.

v" Un circuit électronique : il traite et affiche les données obtenues soit en absorption ou

converties en concentration grace a un étalonnage automatique de 1’appareil.

V.6.2.3. Protocole de dosage
Le protocole de dosage des métaux lourds par la méthode de la spectroscopie d’absorption
atomique est effectué par plusieurs étapes :
1-Choisir la lampe appropriée a élément a doser.
2- Chauffer la lampe sélectionnée.
3- Sélectionner la longueur d’onde du monochromateur.
4- Régler le zéro du détecteur en absence de radiation.
5-Etalonner 1’appareil.
6-Tracer la courbe d’étalonnage en portant 1’évolution de 1’absorbance en fonction de la
concentration.
7- Passer les échantillons a doser et déduire leur concentration en fonction de la courbe

d’étalonnage.
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V.6.3. Mode opératoire :
La biosorption des métaux par les billes de chitosane est réalisée et mesurée selon (Benaissa
et Benguella, 1998).

V.6.3.1. Préparation de la solution métallique :
Elle est réalisée par 1’ajout des trois métaux (Cu, Cd, Zn) dans différents fioles remplies de
100 ml de I’eau désilée pour atteindre a 100ppm de masse métallique :
a- solution de cuivre :
(CuN2063H20) —M=241.6 mol/L, 241.6 —63.546g /x —0.1 g (100ppm)
x = 0.3802g/1.
b- solution de cadmium :
(Cd N2 06 4H20) —M= 308 mol/L, 308 —112g /x—0.1g (100ppm)
x=0.275 g/l.
c- solution du zinc :
(N206Zn6H20) —-M=279 mol/L, 279—65g /x—0.1g(100ppm)

x = 0.457¢/l.

Aprés préparation des solutions métalliques on ajoutant notre masse de billes de chitosane
(100 mg ) pour 100 ml de I’eau distillé avec une agitation de 10 min avant de la mettre en
lecture sur le spectrophotomeétre a absorbation atomique comme il est représenté dans la
figure 10.
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Figure 10 - préparation de différentes solutions métalliques avec les billes de chitosane.
(Original).

V.6.3.1. Lecture en spectrophotométrie d’absorbation atomique :
Les mesures ont été réalisées sur un spectrometre d’absorption atomique PERKIN-ELMER A

analyste 300 (Figure 11) en utilisant une lampe a cathode creuse et un courant d’exploitation
de 5-50mA.

Figure 11 - photo d’un Spectrophotométre d’absorption atomique PERKIN-ELMER A
analyste 300.
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Avant de commencer nos analyses, nous avons effectué¢ une série des courbes d’étalonnage de
chaque type d’¢lément métallique ainsi que les paramétres de mesure représentés dans le
Tableau 10. Les solutions standards ont été préparées avant chaque mesure selon les
conditions de I’analyse telles que le slit (Sensibilité) et le maximum de linéarité pour chaque

ion metallique.

Tableau 10 - les paramétres de mesure de chaque élément métallique

lon métallique Sensibilité (nm) Maximum de Longueur d’onde
linéarité (ppm) (nm)
Cu 0.2 327,4 5
Zn 0.2 213,9 1
Cd 0.2 326,1 2

Chaque solution métallique a été mesurée pendant 2h et 30 min pour le suivie de la cinétique
de la biosorption des métaux par les microbilles de chitosane bien sir avec des facteurs
d’influence tel que : le temps de contact, le PH du milieu, la température et la masse des
billes de chitosane.

La quantité de métal fixé par les billes biosorbants est déterminée par différence entre les

Concentrations (Co) initiale et instantanée(Ct) de la solution et calculée comme suit :

q (mg/g) = (CO (mg/l) — Ct (mg/l)). (v (1)/m) (g)

Coet Ct sont respectivement les concentrations : initiale et instantanée en ion meétallique

(mg/).
V est le volume de solution (ml). m est la masse du biosorbant utilisé (mg).
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V.7 Effet des billes de chitosane sur un colorant « Rouge d’alizarine »

V.7.1. Les colorants

Nous nous sommes intéressés a éliminer un colorant a savoir: le rouge d’alizarine.
L'Alizarine (ou Rouge mordant) est un pigment rouge d'origine végétale, extrait de la racine
de la Garance des teinturiers (Rubiatinctorum L.), une plante vivace de la famille des
Rubiacées, autrefois largement cultivée pour la teinture qu'elle fournissait. Le terme
"alizarine" proviendrait du jus d'Al-usara, originaire d'Arabie.

Le rouge d’alizarine est une alizarine sulfoconjuguée (dioxyanthraquinose ou 1,2-
dihydroxyanthraquinone) ... Le groupe quinonine est un chromophore acide trés énergique :
c'est donc un colorant acide (pH du rouge d'Alizarine : de 4,6 4 6,3). C'est une anthraquinone
qui se prépare facilement de maniere synthétique.

Ce dernier est un colorant acide sous forme solide, un dérivé hydroxylé de I'anthraquinone.
Elle est référencée au (Colour Index) comme Rouge Mordant 11. Elle est soluble dans
I'nexane et le chloroforme et destiné a la teinture des textiles. Elle change de couleur selon le

pH, et peut donc servir d'indicateur de pH. L’alizarine a une formule moléculaire de C14HgO4

de masse moléculaire 240,2109 + g/mol.

O OH
ool
O

Figure 12 - Formule développée du rouge d’alizarine (wikipedia.org/wiki/Alizarine)

La premiére approche consiste en la détermination des propriétés spectrophotométriques UV-
visible de ce colorant c'est-a-dire la détermination de Amax pour laquelle I’absorbance est
maximale et la vérification de la loi de Beer-Lambert dans un domaine de concentration.

Le dosage de I’effet chélateur des microbilles se fera par la suite a différentes concentrations

du colorant et des billes.
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V.7.2. Le matériel
Le matériel utilisé dans ce travail est :
- Un tamis permet d’obtenir des billes de diameétre inférieur a 125um.
- Un pH métre dont 1’utilité est nécessaire du fait que le caractére acido-basique est un facteur
déterminant dans la fixation des colorants sur le dépolluant.

- Un agitateur qui permet I’homogénéisation des solutions.

V.7.3. Préparation des solutions de colorant
Nous avons préparés une solution mere dont la concentration est de 250 mg/l. A partir de cette
solution nous avons préparé les solutions filles et pris aussi un échantillon de cette
concentration ; nous avons ajusté le pH a la valeur 4 par le HCI 0.1 M qui correspond au pH

pour lequel nous avons obtenu un taux de biosorption relativement élevé.
V.7.4. Le calcul du taux d’inhibition d’un paramétre :

Le taux d’inhibition, exprimé en pourcentage, est calculé selon la formule suivante :
% d’inhibition =(DOi—DOfinale) DO

V.8 Dosage de la fraction protéique du chitosane

> Principe

Le "test de Lowry : protéines par Folin Reaction" (Lowry et al, 1951) a été le plus
largement utilisé procédé pour estimer la quantité de protéines dans des échantillons
biologiques. D'abord, les protéines sont prétraitées avec des ions cuivre dans une solution
alcaline, puis les acides aminés aromatiques dans I'échantillon traité a réduire le phospho-
molybdate-phosphotungstic acide présent dans le réactif de Folin.

Le produit donne une couleur bleu a la fin de cette réaction, la concentration
des protéines dans I'échantillon peut étre estimée par lecture de I'absorbance (& 750 nm).Une
courbe d'étalonnage d'une solution de protéine standard sélectionné (Sérum-albumine bovine-
BSA-solution) est utilisée pour pouvoir mesurer la concentration protéique de surnageant de

nos échantillons testées.
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La solution Lowry est un mélange de produits chimiques ci-dessus qui doit étre préparé au
jour de la mesure. Bien que les solutions individuelles, pour la solution Lowry peut étre
préparé a l'avance et ensuite mélangée.
> Solution de Lowry (0,7 ml / échantillon)
Solution A + Solution B+ Solution C avec un rapport (vol : vol) de 100 :1 :1.
v Solution A (solution alcaline) (pour 500 ml d'eau distillée)
2,8598 0 s NaOH
14,3084 0 - Na,CO3

v Solution B (pour 100 ml d'eau distillée)
14232 g - CuS04.5 (H20)

v Solution C (pour 100 ml d'eau distillée)
2,85299 ¢ - Na,Tartrate.2 (H20)

» Folin (0,1 ml / échantillon)
» BSA (Sérum-albumine bovine)

Bien que la BSA soit une protéine soluble dans I’eau, il faut du temps pour le dissoudre

complétement pendant 1 heure avant de commencer les expériences.

o Peser 0.05 g de BSA et ’ajouter le volume a 500 ml d’eau distillée.
o Bien remuer pour dissoudre et ajuster le volume a 500 ml avec de 1’eau distillée :
concentration finale de la solution de BSA est de 100 mg /L

. Préparer des dilutions suivantes (voir tableau ...).

Tableau 11 - Dilutions de la solution mére de BSA (100 mg / L) pour la courbe d'étalonnage.

Eau distillé (ml) Solution BSA (ml) Concentration (mg /l)
10 00 00
08 02 20
06 04 40
04 06 60
02 08 80
00 10 100
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» Procédure de méthode de Lowry

e Préparer la solution mére de BSA et des dilutions de la courbe d'étalonnage (Tableau
4, prépareé fraichement).

e Préparer la solution en melangeant le Lowry Sol. A, B, et C mélangé trois fois par
vortex, 1’échantillon/ dilution (ou standard) et transférer 0,5 ml dans un tube de 10 ml.

e Ajouter 0,7 ml de solution Lowry aux tubes.

e Incuber pendant 20 min a température ambiante dans I'obscurité

e Ajouter de 0.1 ml de folin dans chaque tube, vortex brievement, incubé pendant 30mn
a température ambiante dans 1’obscurité.

e Aprés 30 minutes, les échantillons sont mélangés par vortex brievement les
échantillons sont transférés (2 a 3 ml) dans des semi-micros cuvettes jetables

e Mesurer la densité optique a 750 nm, étalonné le spectre avec de 1’eau distillée pour la
solution BSA et solution (Lowry + Folin) (vol : 7 :1) pour notre échantillon.

e Puis enregistrer les valeurs d'absorption pour les normes et les échantillons.

e Préparer la courbe d'étalonnage de I'absorbance.

e Lectures des normes et calculer la teneur en protéines des échantillons en mg

BSA / L a partir de cette courbe.

V.9 Détermination de la teneur en cendres

» Principe : La matiére séche obtenue aprés déshydratation d’un produit est composée
de substances minérales et organiques. Il s’agit de molécules complexes constituées
majoritairement des éléments C, H, O et N. Un chauffage puissant au four a 500°C (four a
moufles) pour éliminer et détruire toutes les matieres organiques qui seront dégradées en
matieres minérales qui s’échappent du creuset sous forme gazeuse, c’est la

minéralisation :

Matieres organiques — > CO2 + H20 + NH3

MATERIELS & METHODES 66



CONTRIBUTION A L’ETUDE DE L’EFFET ANTIMICROBIEN, ADSORBANT DE COLORANTS ET CHELATEUR DES METAUX LOURDS SUR
BILLES DE CHITOSANE ELABOREES A PARTIR DE DECHETS DE CRUSTACES _ Latifa BAGHLI. & Islem BENGHERBI.

La minéralisation se fera dans un four a moufle a 525°C + 25°C pendant 3heures. Il reste dans
le creuset en porcelaine les sels minéraux sous forme de cendres blanches.

Pour I’expression des résultats, nous utiliserons la minéralisation par voie séche.

Taux de cendres (en %) = [(m /p) *100]

m : la masse du résidu apres incinération.

p : la masse de la matiére séche avant incinération.

V.10 Détermination du taux d’humidité

V.10.1. Définition
La «teneur en eau » d’un produit veut dire la quantit¢é d’eau exprimée en pourcentage
contenue dans un composé en parallelement la « matiere séche » c’est le résultat de la
déshydratation ou 1’élimination de I’eau d’un composé, elle est exprimée en g/100g pour un

produit solide.

V.10.2.Principe
Dessiccation par évaporation a une température donnée d’une quantité de produit, jusqu’a
masse constante. La méthode employée est une méthode de référence étalonnée : étuvage a
température modérément élevée. Elle se fera a (103+2 °C) /3 heures, dans une étuve

isotherme.

V.10.3. Mode opératoire : Dessiccation sans pré-séchage
e Peser la capsule vide — (Mo)
e Prendre comme fraction d’épreuve de 1 g de produite pour I’analyse
e Mettre la portion d’analyse au centre de capsule

e Peser ’ensemble —(M1)

(0]
e Placer la capsule dans I’étuve réglée a la température de (103+£2) C, éviter d’ouvrir
I’étuve pendant 3 heures.

e Laisser la capsule refroidir pendant 30 min
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e On pese la capsule aprés refroidissement (M2)
Les résultats de la détermination de taux d’humidité (w) doivent étre exprimés selon la

formule suivante :

_ M1-M2

W = ——x100
M1-MO

Mo : désigne la masse en gramme de la capsule vide.
Mz : désigne la masse en gramme de la capsule avec I’échantillon avant séchage.

M2 : désigne la masse en gramme de la capsule avec 1’échantillon aprés séchage.
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V1.1 Préparation du chitosane et de ses microbilles :

Visuellement, 1’aspect général du produit constitue un critére d’appréciation. Le produit
chitine obtenu par voie chimique est nettement plus rosé que le produit chitosane. La
difféerence de couleur est clairement visualisée sur la figure N 8et laisse deviner la forte
présence d’impuretés dans le produit chitine. Nous avons observé que la couleur de la chitine
s’estompait progressivement avec le temps, probablement du fait de la dégradation des
caroténo-protéines. Au contraire, le produit chitosane présente un aspect presque blanc, de
texture plastique, convenable pour notre travail et éventuellement, sa commercialisation.

Puis nous nous sommes intéressés a 1’¢laboration des billes (perles) de chitosane selon le
protocole cité précédemment ; Nous avons obtenu les billes et lentilles illustrées dans la figure
13.

2

Figure 13 - Billes de chitosane. (1) Billes de chitosane du commerce ; (2) B. de chitosane
extrait et (3) B. de chitosane mises a secher. (Original).

Ceci correspond aux travaux de (Djelad, 2011) qui a constaté que si la viscosité n’est pas
assez élevée on a des billes + aplaties (lentilles) ; et contrairement si la viscosité est tres
élevée on constate la formation de billes ovales avec queue.

Comme on I’a cité en littérature la viscosité du chitosane dépend elle-méme des parameétres
suivants : surtout le degré de désacétylation, le poids moléculaire, la concentration, les
liaisons ioniques, la température et le pH. (Wan et al, 2004).

Vu que le chitosane du commerce a donné des billes sphériques et que son DD est élevé, on
peut conclure que le chitosane obtenu par extraction a un DD moins /DD du chitosane du
commerce, notamment pour sa viscosité, sa solubilité et surtout son poids moléculaire
(Djelad, 2011).
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Figure 14 - (A)Chitosane extrait solubilisé ; (B) microbilles obtenues aprés séchage et
mouture (original).

Concernant les billes obtenues, la texture des spheres repose sur le type de séchage
appliqué : conventionnel a température ambiante hydrogels pendant 48h ce qui les
transforment en xérogels dure et de couleur brune ; car il a perdu son eau et la structure
poreuse s’est refermée et cela explique sa dureté ; c’est ce qui a été appliqué. Ou un séchage

en supercritique au CO- (Djelad, 2011).

V1.2 Les souches pathogenes et la cinétique bactérienne

A partir de I’analyse des cinétiques de croissance, il est intéressant de relever que les deux
souches pathogeénes de Bacillus subtilis ATCC 6633 et Escherichia coli CIP 76.24; présentent
le méme profil cinétique au début de la phase exponentielle, la cinétique de croissance est
représentée respectivement dans la figure 15 et 16 avec des densités optiques variables selon
I’espece.

Il a été remarqué que pour les charges bactériennes de 10° UFC/mI, les pathogénes sont
atteintes en 4h d’incubation, la croissance est trés rapide aprés 6h, a savoir 10° UFC/ml, les

valeurs du taux de croissance diminue apres6 heures.
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Figure 15 - Cinétique bactérienne de Bacillus subtilis dans le milieu BHIB sur plus de 12h.
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Figure 16 - Cinétique bactérienne d’Escherichia coli dans le milieu BHIB apres plus de 12h.

Nous concluons qu’il faut 6h a chacune des especes pour étre en pleine phase exponentielle,

donc c’est le temps nécessaire pour 1’incubation des souches.

V1.3 Suivi de la concentration minimale inhibitrice avec les microbilles

de chitosane sur les souches
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Figure 17 - Pouvoir antagoniste du chitosane en présence de Bacillus subtilis et d’Escherichia
coli & différentes concentrations (25 ;50 ;75 et 100 mg).

Figure 18 - Dénombrement de la charge microbienne Bacillus subtilis par la méthode des
spots sur M.H. en présence du chitosane. (Original)

Nous remarquons que le chitosane a une activité antibactérienne importante vis-a-vis Bacillus
subtilis ATCC 6633 ceci s’explique car, le chitosane agit comme agent chélateur d’anions
pouvant éliminer de I’environnement bactérien certains métaux a 1’état de traces indispensable
a la croissance et/ou a la production des toxines (Shahidi et al, 1999). Pour Les bactéries

Gram-positives, l'acide lipotéichoique pourrait fournir une liaison moléculaire pour le
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chitosane a la surface de la cellule, lui permettant de perturber les fonctions membranaires
(Raafat et al, 2008).

Notons que I’action bactéricide est plus importante vis-a-vis d’E. Coli (Chen et Liau et al,
(1998) ce qui concorde avec nos résultats et explique que I’activité antimicrobienne du
chitosane dépend de plusieurs facteurs : sa nature, son degré de polymeérisation, son origine, la
composition du substrat et des conditions environnementales. Son action antimicrobienne

comporte des effets antifongiques, antibactériens et algiciques.

Il agit de différentes manieres. 1l a d'abord un effet inhibiteur sur certaines enzymes. Par
ailleurs, son caractere chelatant le conduit a emprisonner des cations meétalliques qui limitent
la production de toxines et la croissance des micro-organismes. Enfin, les groupements
ammonium du chitosane ont des effets bactériostatiques et bactéricides, en particulier s’ils

sont quaternaires.

Nos résultats concordent avec ceux de Chung et al, (2004) qui montrent une corrélation
hydrophile et une efficacité d’inhibition du chitosane vis-a-vis des bactéries Gram-positives
(L.monocytogene, B.megaterium,B.creus ,S.aureus ,...), ainsi que les travaux de No et al,

(2002), montrent que le chitosane a un effet bactéricide important.

Dans un autre travail Qin et Li (2006) déclarent aussi qu’en général, les moisissures et les
levures sont les plus sensibles au chitosane suivies des bactéries. Seule, la fraction soluble en
milieu acide (pH 5,5) présente une capacité antimicrobienne ; aux pH supérieurs, le bio-

polymeére est insoluble, ce qui se traduit par une perte drastique de son efficaciteé.

Le mécanisme d’action du chitosane est attribuable a I’interaction ionique entre les groupes
cationiques de ses macromolécules avec les groupes anioniques de cette membrane cellulaire
microbienne, qui sont a I’origine de la rupture de la membrane (Rabea et al, 2003).
L’efficacité antibactérienne du chitosane augmente avec I'augmentation de sa masse molaire,
de son degré de désacétylation et de sa concentration. Concernant I’influence du pH, 1’activité
antibactérienne du chitosane est plus efficace a pH faible, mais, cette activité diminue avec

I’augmentation de la masse molaire et varie avec les bactéries cibles. (Liu et al, 2000).
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Nous retenons que la reduction bactérienne est de plus de 50% pour les deux germes, et pour
les deux types de chitosane ; et que I’effet contre E. Coli est plus important, sauf pour la

concentration de 100mg/I.

V1.4 La biosorption des métaux par les microbilles de chitosane
Les tableaux ci-dessous représentent les résultats de la quantité de métaux biosorbée
(adsorbée) en fonction du temps de contact des microbilles avec la solution métallique (2h) et

les concentrations des métaux. Selon le rapport suivant :

q (mg/g) = (CO (mg/l) — Ct (mg/l)).v (I)/m (g)

A- Pour le cas de Zinc (Zn) :

Tableau 12 - La quantité de métal (Zn) biosorbée (adsorbée) en fonction du temps de contact
des microbilles avec la solution métallique (original)

Temps de contacte | TO T1 T2 T3
Concentration  du | 100mg/I 8.518 mg/l 8.321 mg/l 8.279 mg/l
métal (mg /I)

Quantité biosorbé | Omg 91.482 mg 91.679 mg 91.721mg
(mg)

B- pour le cas de Cadmium (Cd) :

Tableau 13 - La quantité de métal (Cd) biosorbée (adsorbée) en fonction du temps de contact
des microbilles avec la solution métallique (original)

Temps de contacte | TO T1 T2 T3
Concentration du | 100 25.1 24.53 22.82
métal (mg /I)

Quantité biosorbé | 0.0 74.9 75.47 77.18
(mg)
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C - Pour le cas de Cuivre (Cu) :

Tableau 14 - La quantité de métal (Cu) biosorbée (adsorbée) en fonction du temps de contact
des microbilles avec la solution métallique (original)

Temps de contacte | TO T1 T2 T3
Concentration du | 100 53.77 44.20 4412
métal (mg /1)

Quantité biosorbé | 0.0 46.23 55.80 55.88
(mg)

Aprés avoir obtenu ces résultats nous avons calculé les quantités biosorbées par le contact des

billes de chitosane qui sont montrés dans les figures ci-dessous :

V1.4.1. Pour le cas de Zinc (Zn)
La figure 19, représente la quantité de zinc biosorbée en fonction du temps de contact des
microbilles de chitosane avec la solution métallique, montre une allure caractérisée par une
forte augmentation de biosorption du zinc par ces billes pendant les premiéres minutes de
contact (solution-billes), suivie d’une augmentation lente jusqu’a atteindre un état d’équilibre.
Le temps nécessaire pour atteindre ce dernier est d’environ 2h. Ces résultats sont en accord

avec celles de (Benaissa et Benguella, 1998).
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Figure 19 - Cinétique de biosorption du zinc par les billes de chitosane : CO = 100 mg/I ;
m/v=1g/I. (originale)

V1.4.2. Pour le cas de Cadmium (Cd)
La quantité de Cadmium biosorbée est représentée dans la figure 20, en fonction du temps de
contact des microbilles de chitosane avec la solution métallique ; montre une allure
caractérisée par une forte biosorption du Cadmium par les billes pendant les premieres
minutes de contact (solution-billes), suivie d’une augmentation lente jusqu’a atteindre un état
d’équilibre pendant 2h. (Benguella B., 1999).
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Figure 20 - Cinétique de biosorption du Cadmium par les billes de chitosane : CO = 100 mg/I
; m/iv=1g/l.

V1.4.3. Pour le cas de Cuivre (Cu) :
La figure2l, représente la quantité de Cuivre adsorbée en fonction du temps de contact des
microbilles de chitosane avec la solution métallique, montre une allure caractérisée par une
forte augmentation de biosorption du Cuivre par les billes pendant les premieres minutes de
contact (solution-billes (Benguella, 1999).), suivie d’une augmentation lente jusqu’a atteindre

un état d’équilibre. Le temps nécessaire pour atteindre ce dernier est d’environ 1h 30min.
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Figure 21 - Cinétique de biosorption du zinc par les billes de chitosane : CO = 100 mg/l ;
m/v=1g/l. (originale)

Remarque :

Nous avons remarqué que la quantité de biosorption des métaux est variable d’un métal a
I’autre selon les parameétres d’influence sur la cinétique de biosorption (pH, température,
concentration des milieux ...), (Benaissa et Benguella, 1998) et parmi les trois métaux

étudiés le plus biosorbé c’est le Zn comme il est défini dans la figure 22, ci-dessous .
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Figure 22 - Cinétique de biosorption des métaux (Cd, Zn, Cu) par les billes de chitosane
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Conclusion :

Apres I’exploitation des résultats on peut dire que notre produit (les billes de chitosane) a un
pouvoir biosorbant vis-a-vis les trois métaux étudiés avec I’intervention des paramétres
ambiants telle que les conditions de manipulation :la température, le pH de solution aussi la

durée de I’agitation, ont une influence sur la cinétique de biosorption.

La quantité maximale atteinte des métaux biosorbé augmente avec 1’augmentation dans les
valeurs de certains parameétres tels que : la concentration initiale en métal et la masse des
billes de chitosane préparées jusqu'a atteindre la valeur optimum.

Elle augmente aussi avec 1’augmentation de pH initial de la solution jusqu’a 7, il y a une
compétition entre les protons et 1’ion métalliques réduit les performances de biosorption de

notre produit. (Crini, 2007 et Benguella, 1998).

Cette propriété est utilisée pour piéger les composés dangereux, pour les éliminer ou les doser
(Camci-Unal et Pohl 2010 ; Skorik et al, 2010).
Le chitosane est également employé pour recycler les effluents de I’industrie textile en

retenant des pigments (Hsien et Rorrer, 1995).

V1.5 Effets des billes de chitosane sur un colorant : le rouge d’alizarine

Pour déterminer A max du colorant utilisé nous avons tracé ’absorbance en fonction de

lambda, les résultats obtenus sont représentés sur la figure 2 :

= Absorbance

212 a3
— N

1,5

Densité Optique D.O.

0,5
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Figure 23 - Détermination du A max pour le rouge alizarine.
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A partir du cette figure on peut déduire que la longueur d’onde maximale Amax= 500 nm.

Pour vérifier la loi de Beer-Lambert, nous avons tracé la courbe d’étalonnage pour le colorant

utilisé afin de déterminer les domaines de concentrations pour lesquels la loi de Beer-

Lambert est respectée (obtention d’une droite).

Tableau 15 - Valeurs d’étalonnage pour le rouge d’alizarine.

C(mag/l) 0 5 25 30 45
Absorbance 0,000 0,099 0,233 0,353 0,416
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Figure 24 - Les valeurs d’étalonnage du rouge d’alizarine a 500nm.
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Figure 26 - Chélation du colorant (rouge d’alizarine) par le chitosane extrait et du commerce
a différentes concentrations (25 ;50 ;75 et 100 mg).

Figure 25 - L’action chélatante du chitosane du commerce et extrait vis-a-vis du rouge
d’alizarine a 250mg/l. (original).

Le spectrophotométre UV-visible nous donne 1’absorbance de chaque échantillon, ce qui nous
permet de déduire sa concentration a partir de la courbe d’étalonnage qui vérifie la loi de
Beer-Lambert. La quantité du colorant adsorbée a I’équilibre par le biosorbant.

Le taux d’abattement du colorant est fort pour 25 et 100mg concernant le chitosane du
commerce ; alors que pour le chitosane extrait, la réduction est importante pour les 50 et
75mg. Et la formule explique pour une solution pure que le chitosane récolte moins de
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colorant. Ce qui correspond a la littérature qui rapporte que le chitosane peut étre utilisé de
plusieurs fagons, la principale étant comme floculant (Crini et al, 2009).

Les colloides en suspension, les métaux lourds, les colorants des eaux de teintureries (Rhee
et al, 1998) ou encore les molécules aromatiques et phénoliques (No HK et Meyers, 2000 ;
Krajewska, 2004), s’agglomérent avec le chitosane et les flocs sont retenus par filtration. Les
flocs de chitosane réduisent de 50 % les MES (Rhee et al, 1998). Un autre mode d’action

consiste a intégrer le chitosane directement dans la composition des membranes de filtration.

S
-
c
o
K]
(=]
5 120,00%
]
c
.2100,00%
=]
(T
]
< 80,00%
()
T 0,
é 60,00% W Sol Diluée au
= 1/5 + Ch.
0,
40,00% Commerce
. m Sol Diluée au
20,00% 1/5 + Ch.
Extrait

0,00%

25 50 75 100

Concentration en Chitosane (mg/I)

Figure 27 - La chélation du rouge d’alizarine avec le chitosane a différentes concentrations.

Tandis qu’au 1/5 de la solution de chitosane, la chélation est 100% pour les 100mg et presque
la méme valeur pour 25mg, et de meilleurs abattements pour le chitosane extrait / chitosane
du commerce. Dans la nature la pollution se passe par des concentrations moindres pour ce

type de polluant, ce qui nous emmeéne a la figure suivante. (Benguella, 2009).
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Figure 28 - taux d’abattement et de chélation du colorant avec le chitosane extrait (original).

Figure 29 - Chélation presque totale de ’alizarine par le chitosane pour une dilution au 1/10
(original).

Notons finalement, que la chélation est pratiquement totale pour une concentration diluée au

1/10 ; Ce qui concorde avec les travaux de (Benguella, 2009).

V1.6 Dosage des proteines

Les billes de chitosane préparés avaient une teneur en protéine de 2,45% ; était déterminé par

courbe d’étalonnage de BSA (Bovin Sérum Albumine). En comparant notre résultat avec ceux
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de Diaz-Rojas et al, (2006) qui ont demontré que la chitine a un taux de protéines de 8,92 %,

cela s’explique par une bonne déprotéination.

V1.7 Le taux de cendres

Apres le pesage d’échantillons avant et aprés incinération nous avons obtenu les résultats
suivants :

M : (la masse de résidu aprés incinération) —26.294

P (la masse de I’échantillon avant incinération) —26.326
Le taux de cendre est déterminé par le rapport : (p — m) x 100
(26.326-26.294) x 100 = 3,2 %.

Les billes de chitosane préparés avaient une teneur en cendres de 3,2 % ; cette valeur est un
parametre important qui affecte la solubilité, la viscosité et d’autres caractéristiques
importantes. (Mohan et al, 2014). Cette teneur en cendres peut s'expliquer par une teneur
importante en carbonate de calcium, dans nos sources de chitine (carapaces de crevettes et

crabes), ¢’est un indice d’une déminéralisation moyenne avec HCL 2M. (Peter et al, 2002).

V1.8 Le taux d’humidité :

Aprés le pesage d’échantillons avant et aprés séchage nous avons obtenu les résultats
suivants :

Mo (le poids de la capsule vide) —39.92 g.
Mz (le poids de la capsule avec 1g de produite) —40.92¢.

Mz (le poids de la capsule remplie apres le séchage) — 40.86 g.

V1.8.1. Détermination de la teneur en eau dans les billes de chitosane préparés
W = [(M1-M2) / (M1-M0)] x 100 — (40.92- 40.86) / (40.92 - 39.92) x100

W =6%

Le taux d'humidité obtenue d'aprés nos résultats est de 6% ; ce qui confirme que les

microbilles de chitosane aprés séchage et broyage deviennent assez seches. En le comparant
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avec les résultats de Lower (1984) qui montrent que le taux d’humidité du chitosane est

compris entre 10 -14 %. Donc nos résultats sont acceptables.
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Conclusion générale

Notre étude a porté sur la dépollution des eaux usées par les billes de chitosane élaborées a partir
des déchets de crustacés ; aussi sur la démonstration de 1’effet antibactérien de ces microbilles
contre deux souches a savoir Bacillus subtilis ATCC 6633 (bactérie Gram positive) et Escherichia
coli CIP 76.24 (bactérie Gram négative), apres avoir établie la cinétique bactérienne de ces deux
souches. Nous avons en outre vérifié ’effet chélateur de ces billes, vis-a-vis de trois métaux
lourds (Zn, Cd et Cu) et d’un colorant du textile : rouge d’alizarine. Enfin, nous avons fait, la
mesure de certains parametres physico-chimiques : le taux des protéines, des cendres et

d’humidité de ces billes.

A la lumiére des résultats obtenus: on a élaboré des billes (perles) de chitosane qu’on a
transformé en microbilles pour augmenter la surface spécifique (donc surface d’adsorption) apres
séchage et mouture ; nous avons démontré I’effet antimicrobien par une réduction de la charge
bactérienne supérieure a 50% pour les différentes concentrations de billes et pouvant atteindre
presque les 80% pour E. coli et dépassant les 60% pour B. subtilis. En plus nous avons mis en
exergue, le rdle chélateur de ces billes vis-a-vis de certains métaux lourds excessivement
polluants, avec une chélation totale au bout d” environ deux heures ; et pour le colorant 1’alizarine,
un maximum d’efficacité pour une dilution au 1/10°™ | dépassant ainsi les 90% de réduction ;
bien que les billes extraites n’étaient que moyennement déminéralisées, avec probablement un
taux de DD pas tres élevé et une viscosité moyenne, nous avons constaté qu’elles ont agi méme

mieux que les billes de chitosane du commerce, spécialement concernant la chélation.

Notre étude permet de conclure que 1’on peut valoriser des déchets, car notre pays se doit de
suivre 1’évolution du recyclage, des énergies renouvelables, etc.... tout en résolvant un probléme
environnemental, a savoir 1’épuration des eaux résiduaires, avec un produit régénérable,
biodégradable, ... Et qui, selon sa pureté et son mode d’extraction, il peut étre utilisé méme dans

d’autres domaines plus sensibles comme : la santé humaine.

Nous ne pouvions, dans ce modeste travail, montrer toutes les possibilités d’utilisation de ce
biomatériau, mais la voie reste ouverte pour d’autres éventuels travaux de recherches, comme

I’ont prouvé des travaux antécédents au notre.

Pour la sauvegarde de notre planete nous devons penser et agir bio, recyclable et biodégradable.
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Résumé

Dans ce travail, nous nous sommes
intéressés a ’étude du  pouvoir
antibactérien des billes de chitosane vis-a-
vis de deux souches (Bacillus subtilis
ATCC 6633) et (Escherichia coli CIP
76.24), du pouvoir chélateur de certains
métaux lourds et d’un colorant, ainsi que
quelques paramétres physico-chimiques:
le taux de protéines, de cendres et
d’humidité.

Ce travail est réparti en plusieurs étapes :
L’extraction du chitosane a partir des
carapaces de crevettes avec élaboration
des billes de chitosane ;

L’étude de I’effet antimicrobien de ces
billes sur une bactérie Gram-positive
(Bacillus subtilis ATCC 6633) et une
Gram-négative (Escherichia coli CIP
76.24) ;

La chélation des microbilles sur trois
métaux lourds (Zn, Cu et Cd) et sur un
colorant (rouge d’alizarine) ;

La mesure de certains parameétres
physico-chimiques : le taux de protéines,
de cendres et d’humidité.

Nous avons démontré :

L’effet antimicrobien par une réduction de
la charge bactérienne supérieure a 50%
pour les différentes concentrations de
billes et pouvant atteindre presque les
80% pour E. coli et dépassant les 60%
pour B. subtilis ;

Le role chélateur des billes de chitosane
vis-a-vis de certains métaux lourds avec
une chélation totale au bout d’environ
deux heures ; et pour le colorant
I’alizarine, un maximum d’efficacité pour
une dilution au 1/10 éme, dépassant ainsi
les 90% de réduction.

Les caractéristiques physico-chimiques
des billes de chitosane extraites sont : taux
de protéines: 2,45% ; taux de cendres:
3,2% ; taux d’humidité : 6%.

Mots clés: Billes de chitosane,
antagonisme, chélation, métaux lourds,

colorant.

Abstract

In this work, we investigated the
antibacterial activity of chitosan beads
against two strains (Bacillus subtilis
ATCC 6633) and (Escherichia coli CIP
76.24), the chelating power of certain
heavy metals and of a dye, as well as
some physico-chemical parameters: the
level of proteins, ash and moisture.

This work is divided into several steps:
Extraction of chitosan from shrimp shells
with the production of chitosan beads;
Study of the antimicrobial effect of these
beads on a Gram-positive bacterium
(Bacillus subtilis ATCC 6633) and a
Gram-negative bacterium (Escherichia
coli CIP 76.24);

Chelation of microbeads on three heavy
metals (Zn, Cu and Cd) and on a dye
(alizarin red);

The measurement of certain
physicochemical parameters: the rate of
protein, ash and moisture.

We have demonstrated:

The antimicrobial effect by reducing the
bacterial load by more than 50% for the
various concentrations of beads and up to
almost 80% for E. coli and exceeding
60% for B. subtilis;

The chelating role of chitosan beads
against certain heavy metals with total
chelation after about two hours; And for
the alizarin dye, a maximum efficiency
for a 1/10 dilution, thus exceeding the
90% reduction.

The physico-chemical characteristics of
the extracted chitosan beads are: protein
content: 2.45%; Ash rate: 3.2%; Moisture
content: 6%.

Key words: Chitosan beads, antagonism,

chelation, heavy metals, dye.
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