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Introduction

Introduction

L'environnement marin représente environ la moitié de la biodiversité de la planéte, prés de 70
% de la surface terrestre est couverte par les océans et les mers. Dans ces derniéres décennies,
la recherche sur les organismes marins s'est largement développée. En effet, la flore et la faune
marines constituent une grande source de nouveaux composés, qu'il s'agisse de petites
molécules ou de macromolécules. En effet, ces dernieres, notamment les protéines, les
glycoprotéines et les polysaccharides, sont dotées d'un potentiel biotechnologique. Parmi les
différents polysaccharides provenant du milieu marin, la chitine se distingue particulierement
en raison de sa disponibilité, du fait qu'elle est le deuxiéeme polymeére naturel le plus abondant

apres la cellulose (Silva, et al., 2012).

De nos jours, la chitine est extraite des flux de déchets de carapaces des crustacés a des fins
industrielles, ce qui permet, en outre de la protection environnementale, de maximiser les
revenus du secteur de la production et de la transformation. Néanmoins, son utilisation a été
longtemps réduite a cause de sa faible solubilité (Bedian , Villalba-Rodriguez, Hernandez-
Vargas, Parra-Saldivar, & Igbal, 2017; Sayari, et al., 2016; Jayakumar, Prabaharan, Sudheesh
Kumar, Nair, & Tamura, 2011). Par conséquent, c’est le chitosane, son principal dérivé, obtenu

a la suite de sa déacétylation, qui est le plus utilisé (Lizardi-Mendoza, et al., 2016).

Le chitosane posséde un certain nombre de propriété biologique, notamment des propriétés

antimicrobiennes, anticoagulante, antioxydante, et anti-inflammatoire. Ces propriétés sont

utilisées dans une grande variété de domaines industriels tels que la biomédecine, la
cosmétologie, la fabrication du papier, I'agriculture, les applications pharmaceutiques, et le
traitement des eaux usées, car il s'agit d'une molécule non toxique, biodégradable, non allergéne
et donc inoffensive en cas de rejet dans I'environnement (Khan, et al., 2020; Natarajan,
Kalyanasundaram, & Ravi, 2017; Muxika, Etxabide, Uranga, Guerrero, & de la Caba, 2017).

Par ailleurs, I'efficacité du traitement des eaux demeure incertaine, ou parfois méme sans effet
dans le temps sur les bactéries hydriques et notamment sur Legionella (Mekkour, Khalil, Driss,
Tai, & Cohen, 2013).

Actuellement, le traitement dit physico-chimique est le plus répandu pour épurer a la fois 1I’eau

potable ou les eaux de rejet.




Le plus grand inconvénient de I'utilisation des produits de synthese est évidemment le risque
de pollution environnementale. Traiter les eaux par des méthodes plus respectueuses de

I’environnement devient donc une nécessité (Beaulieu, 2007).

La présente étude vise la valorisation des coproduits des crustacés, précisément de la crevette

Aristeus antennatus (Risso, 1816) récoltée au niveau de la pécherie d'Alger, a travers

I'extraction du chitosane. Ensuite, étudier l'efficacité de I'adsorption sur celui-ci sous forme en
poudre et en billes dans I'élimination de Legionella pneumophila. Le traitement par photolyse
(SODIS) a egalement été utilisé pour optimiser le processus de décontamination de I’eau et

pour réaliser une étude comparative.
Ce mémoire est congu autour de trois volets :

Le premier chapitre présente I'aspect général de la crevette Aristeus antennatus (Risso,
1816), sa distribution géographique, les différentes propriétés du chitosane et ses
champs pour son application. Il comprend également quelques généralités sur les
Iégionelles, de méme que les méthodes de désinfection des eaux contaminées.

Le deuxieme chapitre comprend le prétraitement et I'échantillonnage de la matiere
premiére, lidentification de I'espéce collectée et l'analyse de la composition
biochimique globale de ses co-produits, ainsi que l'extraction du chitosane, puis sa
caractérisation et son utilisation comme adsorbant dans 1’¢limination de Legionella
pneumophila présente dans I’cau.

Le troisieme chapitre est consacré a I’interprétation des différents résultats obtenus et a
I’étude comparative avec les travaux antérieurs.

Enfin, une conclusion générale résume 1’essentiel des résultats obtenus et énonce des

perspectives de recherche et de développement.
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I.1. Apercu général sur les crustacés

Les crustacés forment un sous-embranchement de I'embranchement des arthropodes,
comprenant notamment les écrevisses, les langoustes, les crabes, les anatifes, les cloportes
(Waterman, 1960). Ils peuvent posséder une carapace rigide ou semi-rigide, chitineuse ou
calcaire. Ainsi, qu'un corps divisé en trois parties : un céphalothorax non segmenté, un

abdomen et un telson.

La présente étude a porté sur une seule espece de crustacé : Aristeus antennatus, appelée

également crevette rouge ou crevette royale en Algérie.

Il est vrai que la production de crustacés en Algérie ne représente que 1,8 % de la production
halieutique totale et a connu une légére baisse de 5.8 % en 2018 (ONS, 2018). Toutefois, parmi
ces crustacés 1’espece Aristeus antennatus présente un grand intérét économique et de
véritables possibilités d'exploitation en raison de sa qualité et de son abondance, ce qui fait

d’elle I’espéce la plus recherchée et donc ciblée par la péche (Nouar A. , 2001).

1.2. Présentation de I’espéce utilisée

1.2.1. Description et caractéristiques

L'espéce Aristeus antennatus se distingue par une couleur rouge péle a rouge vif avec un ton
bleuatre sur la carapace. La taille maximale totale est de 22 cm et commune a 10-18 cm de
longueur totale (Holtuis, 1987). A. antennatus est caractérisée par la présence d’une carapace
de nature chitineuse secrétée par 1’épiderme qui sert aussi d’exosquelette. De plus, elle est

caractérisée par une teneur élevée en chitine, un corps divisé en segments articulés, et la

présence d’appendices articulés : les antennes, les antennules, les mandibules (machoire

antérieure), les maxilles (machoires postérieurs), les maxillipédes (patte machoires), les

péréiopodes, les ptéropodes et les uropodes (Kherraz, 2006).

1.2.2. Systématique et classification

A. Antennatus a été décrite pour la premiére fois par (Risso, 1816). Seuls deux synonymes ont
été reportés pour cette espece : Penaeus antennatus (Risso, 1816) et Aristeus antennatus
(Bouvier, 1908). Elle occupe actuellement la position taxonomique décrite ci-dessous proposée

par (Bowman et Abeleen., 1982) :
Reégne : Animalia

Embranchement : Arthropoda
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Sous-embranchement : Crustacea

Classe : Malacostraca

Ordre : Décapoda (Latreille, 1806)
Famille : Aristaeidae (Wood-Mason, 1891)
Genre : Aristeus (Duvernoy, 1840)

Espece : Aristeus antennatus (Risso, 1816)

— Nom vernaculaire : crevette rouge (FISCHER, 1987)

Figure 1 : Aristeus antennatus (FAO, 2022)

1.2.3. Habitat et distribution géographique
La crevette rouge, Aristeus antennatus (Risso, 1816), se trouve dans I'Atlantique Est, tout le
long de la cote sud du Portugal jusqu'aux iles du Cap-Vert et en Méditerranée, a I'exception de

la mer Adriatique (Papaconstantinou & Konstantinos, 2001).

L’espéce Aristeus antennatus est une espece démersale, qui vit sur des fondes de vas tres peu
sableux a Isidella elongata et Funiculina quadrangularise au-dessus de fondes vaseux de 80 a

1440 m ; plus commune entre 200 et 250m. Elle effectue d’importants déplacements (migration

nycthémérale) passant de 80-650 m la nuit & 260-820 m le jour (Kherraz, 2006).

En Algérie, la crevette rouge Aristeus antennatus (Risso, 1816) est fréquente sur les fonds
chalutables entre 200 et 400 metres. Elle est le plus souvent péchée a des profondeurs de 300
a 600 metres (Nouar & Kennouche, 2013).




Atlantic
Ocean

Figure 2 : Aristeus antennatus : distribution géographique (Ragonese , Bianchini, Di
Stefano, Bertolino, & Campagnuolo, 2018)

1.3. La valorisation des coproduits de crustacés

1.3.1. Définition

Les co-produits sont définis comme les parties non utilisées et récupérables lors des opérations
traditionnelles de production (Dumay, 2006). Ce sont généralement les poissons ou parties de
poissons (crustacés-céphalopodes) non consommeés classiqguement (peau, aréte, téte, viscéres)

mais récupérables et utilisés apres traitement (Ifremer, 2010).

La valorisation des co-produits conduit a des produits dérivés qui sont utilisés comme matiére

premiére ou ingredient dans d’autres domaines tels que I’agriculture, I’alimentation humaine

et animale, la nutraceutique et pharmaceutique, la cosmétique, le médical... A partir d’un
méme type de co-produit, il est possible d’obtenir différents produits dérivés : farine, huile,
hydrolysats... (Dumay, 2006).

Autres applications:
gélatine, collagéne,
chondroitine, cuir
Arémes

1% 3%
Hachis congelés

23%

farine/huile
7 52%

Hydrolysats
protéiques
21%

Figure 3 : Proportion des différentes voies de valorisation des co-produits d’origine
marine (Andrieux, 2004)
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1.3.2. Importance de la valorisation des coproduits
Les coproduits marins représentent en moyenne 50 % du poids du produit péché. Seuls 50 %
sont directement consommeés sous forme de filets ou de chair. La valorisation des coproduits

marins constitue donc un véritable enjeu (Delannoy & Coquelle, 2017).

Dans le contexte de développement durable mais aussi et surtout dans un souci de rentabilité
économique, ces co-produits font depuis plusieurs années 1’objet de 1’attention des industriels

qui aimeraient en tirer bénéfices (Dumay, 2006).

Par ailleurs il est intéressant d’accroitre la valeur ajoutée des coproduits, pour assurer une

péche durable et améliorer la rentabilité des activités de la filiere par une meilleure valorisation

des captures (Oulhiz, 2018).

I.4. Composition biochimique des coproduits de crustacés

Les coproduits des crustacés sont une source précieuse de plusieurs molécules de haute valeur,
ces biomolécules ont des applications dans différents domaines en diététique, nutraceutique,

pharmaceutique et en cosmétique (Johnson, 2002).

Les principaux produits a haute valeur ajoutée pouvant étre issus des coproduits de la crevette,
de méme que leur intérét et leur domaine d'utilisation, sont résumeés dans le tableau 1 ci-

dessous.

Tableau 1 : Les différents produits a haute valeur ajoutée issus de co-produits de
crevette (Randriamahatody, 2011)

Produits Intérét Domaine d’utilisation

Agroalimentaire

S Nutraceutique
Bioactivité _
Pharmaceutique

Chitine et chitosane Rétention d’eau .
Cosmetique

Chélation de métaux )
Agriculture

Traitement des eaux

o Alimentation animale
) Bioactivité ) ) ]
Astaxanthine ) ) Alimentation humaine
Pigmentation .
Nutraceutique

) Bioactivité Alimentation animale
Peptides o : : .
Digestibilité élevée Alimentation humaine
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Nutraceutique
Milieu de culture

microbienne

Substances aromatiques Aromatisant naturel Agroalimentaire

Glucosamine Nutrition Diététique

Phosphatase alcaline Enzymatique Biotechnologie

Eléments minéraux Nutrition Agroalimentaire

Nutrition Agroalimentaire

Huile riche en @3 et m6 L ]
Bioactivité Nutraceutique

1.4.1. L’astaxanthine

L’astaxanthine (AST) est un pigment naturel de couleur rouge-orange et liposoluble. C’est une
molécule oxygénée (C,oHs,0,4) ce qui lui permet de se positionner dans la sous-espece
xanthophylle de la famille des caroténoides ( Brown, Gough, Deb, & Sparks, 2017; Davinelli,
Nielsen, & Scapagnini, 2018). Il est présent dans la chair de poissons de la famille des
Salmonidés, notamment le saumon et la truite, et dans les crustacés tels que les crabes et les

crevettes. L’AST se trouve lié avec des acides gras ou des protéines (Olaizola, 2008).

Figure 4 : La structure chimique de I'astaxanthine (Randriamahatody, 2011)

1.4.2. Les peptides

Les peptides sont générés lors de I’hydrolyse enzymatique des protéines. L’avantage de
I’hydrolyse enzymatique est la possibilité de la controler et ainsi de produire des peptides en
fonction de leur taille ou du réle que 1’on cherche (Kristinsson & Rasco, 2000). Les peptides

présentent divers intéréts : outre leur haute digestibilité par rapport aux protéines, ils peuvent

présenter des propriétés fonctionnelles utiles dans l'alimentation, ainsi que des propriétés

biologiques intéressantes en nutraceutique.
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1.4.3. Les substances aromatiques
Les extraits et les ardmes marins sont de plus en plus demandés dans le monde notamment en
Asie (Johnson, 2002). lls sont extraits par des traitements biotechnologiques comme des
hydrolyses enzymatiques suivies de différentes étapes de chromatographie (Randriamahatody,
2011). En outre, les substances aromatiques sont utilisées dans I'industrie agroalimentaire pour

améliorer la qualité du go0t et de I'odeur des aliments.

1.4.4. La glucosamine

La glucosamine provient de I'hydrolyse de la chitine. Elle posséde un réle fondamental dans le
processus de formation et de régénération du cartilage dans l'organisme humain. La
glucosamine est commercialisée en diététique et utilisé comme complément nutritionnel pour

I’homme et les animaux domestiques (Archer & Russell, 2007).

CH,OH

OH NH,

Figure 5 : Structure de la glucosamine (Randriamahatody, 2011)

1.4.5. Les minéraux et les vitamines
Les minéraux et les vitamines sont des éléments indispensables a I'organisme, du fait de leur
implication dans les différentes réactions enzymatiques, de méme que dans la formation de

certains tissus.

L'exosquelette de la crevette est essentiellement constitué de calcium et d'autres minéraux
notamment le phosphore, le cuivre, le sélénium, le magnésium, le fer et le zinc. Quant aux
vitamines, on peut citer la vitamine B12, qui aide a la fabrication de nouvelles cellules, et la
vitamine B13, qui contribue a la production d’énergie. Ces vitamines sont présentes en quantité

intéressante dans les crevettes (Randriamahatody, 2011).

1.4.6. Les huiles riches en @3 et @6
Les espéces marines sont la principale source d'acides gras insaturés 3 et w6 présents dans

leurs huiles.
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Les huiles riches en acides gras ®3 et ®6 sont obtenues a partir de poissons entiers, mais on
utilise de plus en plus des dérivés de poissons, de mollusques et de crustacés (Johnson, 2002).
Ces acides gras sont extraits par des étapes de filtration et de concentration et sont
commercialisés sous forme de capsule comme additif alimentaire. lls peuvent étre aussi
formulés directement dans les aliments pour produire des aliments fonctionnels
(Randriamahatody, 2011).

1.4.7. Phosphatase alcaline
La phosphatase alcaline (PAL) est une protéine thermosensible nécessaire a différentes
réactions chimiques dans 1’organisme, trés répandues dans l'organisme : foie, os, intestin,

toutefois chez les crustacés, elle est située dans les tissus mous de leurs carapaces.

L'extraction de cette enzyme s'effectue en plusieurs étapes a température contrdlée
(Randriamahatody, 2011). Cependant la fabrication de ces enzymes se fait par la technologie
de recombinaison (Archer & Russell, 2007).

1.4.8. Chitine et chitosane

La chitine (Ct) et le chitosane (Cs) sont des polymeéres naturels, connus comme des
glycosaminoglycanes, ils sont abondants dans les carapaces des invertébrés marins, notamment
les crustacés, qui sont la premiére source de chitosane (la chitine représente 30-40% de la

carapace de la crevette et 15-30% de celle du crabe) (Ganesan, et al., 2020).
1.4.8.1. La chitine

1.4.8.1.1. Définition et structure chimique

La Ct est 'un des polysaccharides naturels les plus abondants au monde et elle est

principalement utilisée pour la production de chitosane par un processus de désacétylation

(Muxika, Etxabide, Uranga, Guerrero, & de la Caba, 2017). Elle est constituée presque

entiérement d’unités de répétition D-glucosamine et N-acétyl D-glucosamine liées par des
ponts B (1-4). Consequemment, la Ct peut étre considérée comme un dérivé de la cellulose dans
lequel le groupe C-2 hydroxyle a été remplacé par les résidus d’acétamide. Ce polysaccharide

est trouvé en énorme quantité dans I’environnement (Freepons, 1989).

Dans sa structure, la Ct est souvent liée aux autres constituants majeurs de la carapace, formant
des liens covalents avec les protéines et une matrice complexe renfermant du carbonate et du
phosphate de calcium (Muzzarelli & Peter, 1997). La présence de certains pigments, en

particulier I'AST, confere la couleur rose-orangée des carapaces.
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Structurellement, on peut trouver différentes formes cristallines polymorphes de la Ct. Ce sont
la Ct a, B (Fig. 6) et y. La Ct a correspond a une cellule étroitement compacte formée par des
feuillets alternés de chaines paralleles et antiparalleles. En revanche, la Ct  dans laquelle les
chaines de polysaccharides sont disposées de maniére paralléle et les forces intermoléculaires
sont beaucoup plus faibles que celles entre les chaines de la Ct a. La y-chitine, avec un
arrangement de deux feuillets paralléles et un feuillet antiparalléle (Hamed, Ozogul, &

Regenstein, 2016). Ainsi, la structure de la plupart des chitines naturelles est de type a.

OH OH /OH
Z
/_\ O S /O Y ) /O

@R U B \%/o S S0
N—— \/-\A«\

N N
NH

i O
acetyle }:
CH

Forme a CHa

OH OH OH
R O O O
0%0 o/“\\\/_ s
N
NH2 NH;

Forme NH2

Figure 6 : Structure chimique de la chitine (forme o et ) (Oulhiz, 2018)

1.4.8.1.2. Source de la chitine

La Ct est un composant structural des exosquelettes de crustacés, mollusques et arthropodes.
Elle est aussi rencontrée dans la structure de la membrane cytoplasmique de certains
champignons et algues (Di Mario , Rapana, Tomati , & Galli, 2008). Au-dela de son role dans
le maintien de la rigidité cellulaire, elle contribue également au contréle de la pression

osmotique.

Bien qu'il existe de nombreuses sources potentielles de Ct (Tableau 2), cette derniere est

principalement produite aujourd'hui & partir de carapaces de crevettes.

Tableau 2 : Variabilité de la teneur de la chitine chez quelques organismes (Tayel, , et
al., 2010)

Source Chitine (%) Source Chitine (%)
Arthropodes 2a72 Crabes Chinoecetes 26.6

Mollusques 6a40 Crevettes Pandallus borealis 17.0

Ponophores 33 Crevettes Cangron cangron 33

Cnidaire 3a30 Crevettes Penaeus monodon 3a30




Chapitre | : Revue bibliographique

Annélides Ecrevisses 0.2a38

1.4.8.2. Le chitosane

1.4.8.2.1. Définition et structure chimique

Au cours des dernieres décennies, de nombreuses recherches ont porté sur le Cs comme source

de matériaux bioactifs (Khanafari, Marandi, & Sanatei, 2008).

Le Cs est un polymere semi-cristallin de type polysaccharide qui résulte de la désacétylation
de la chitine (Matet, 2014). C’est 1’un des rares polyélectrolytes naturels cationiques (Pei Lian,
2010).

Le Cs est un produit non toxique et présente une solubilité dans les acides organiques a pH<6
tels que I'acide acétique, formique, lactique, succinique et malique. En revanche, il est insoluble
dans l'eau, les milieux alcalins et les solvants organiques (Rabea, Badawy, Stevens, Smagghe,
& Steurbaut, 2003).

A propos de la structure chimique, le Cs est un polymére linéaire ayant une séquence de 2-
acetamido-2-désoxy-p-D-glucopyranose (N-acétyl-D-glucosamine, ou unité acétylée désignee
par A, et de 2-amino-2-désoxy-p-D-glucopyranose (D-glucosamine, ou unité désacétylée

désignée par D, liés entre elles par des liaisons glucosidiques de type 3-(1,4) (Pei Lian, 2010).

CHOH 0 HO., NH, CHOH 0 HO._,_ NH,

-

O Q,.‘O y O O

HO ™ NH, CHOH © Ko NH, CHOH O

.

Figure 7 : Structure chimique du chitosane (Beaulieu, 2007)

1.4.8.3. Les propriétés de la chitine et du chitosane
1.4.8.3.1. Propriétés physico-chimiques

Degré de désacétylation :
Une des caractéristiques pour distinguer les deux polymeéres est le degré de désacétylation

(DDA) qui correspond a la proportion d’unités désacétylées par rapport au nombre total
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d’unités dans les chaines, et est nécessaire pour permettre une solubilisation du chitosane dans

une solution acide qui est autour de 50% (Lévesque, 1995; Pei Lian, 2010).

Le terme de chitosane n’est attribué qu’aux polymeres de Ct désacétylés a plus de 75% (Khan,
Peh, & Ch'ng, 2002).

CH,OH CH,OH

CH,OH O CH,OH "o
[} OH Déacétylation 0 OH .
OH )‘\0 — OH o
o
NH
‘ NHCOCH, i, ;

NHCOCH,

Chitine Chitosan

Figure 8 : Désacétylation de la chitine en chitosane (Randriamahatody, 2011)

Cristallinite :
La cristallinité est un parametre important car elle contréle un certain nombre de propriétés
comme l'accessibilité des sites internes dans les chaines macromoléculaires, les propriétés de

gonflement dans I'eau ou encore les propriétés diffusionnelles (Rinaudo, 2006).

Solubilité :

La chitine est fortement hydrophobe et insoluble dans 1’eau et dans la plupart des solvants
organiques di a son fort degre de cristallinité (Di Mario , Rapana , Tomati , & Galli, 2008).
Le chitosane est soluble dans les solvants acides, généralement, les plus courants sont des
mélanges a base d’acide acétique et d’acétate de sodium (Kassai, 2007).

Viscosité :

La viscosite du Cs varie en fonction : de son DDA (elle augmente proportionnellement avec sa

solubilité : plus le Cs est désacétylé, plus les groupes aminés libres sont nombreux, plus il est

soluble et plus sa viscosité est élevée) ; de sa concentration, de la température et du pH.
La réticulation du Cs en présence d’aldéhyde, tels le formol (CH,0), le glyoxal (C,H,0,) et le
glutaraldéhyde (C5HgO,) en milieu acide ou basique conduit a la formation d’un gel réversible

grace a la formation de liaisons hydrophobes dues aux groupements acétamide (Payet, 2005).

Masse moléculaire :
La masse moléculaire (MM) est une caracteristique trés importante. Sa détermination nécessite

la mise en solution du polymere, elle peut se faire par des mesures viscosimétriques (Amroun
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& Taharount, 2011). Les Cs obtenus industriellement ont une masse molaire (MM) de I'ordre
de 100- 500 kDa (Aljawish, 2013).

1.4.8.3.2. Propriétés biologiques :

Biodégradabilité :

La chitine et le chitosane sont biodégradables et non toxiques, en effet sous I'action de I'enzyme
spécifique "la chitosanase". L'action de I'enzyme conduit a la production abondante de
glucosamine ce qui indique une coupure des liens glycosidiques B (1-4). Le Cs se décompose
en produits inoffensifs (sucres aminés) qui peuvent étre absorbés par le corps humain
(Fukamizo, Ohkawa, Ikeda, & Goto, 1994).

Biocompatibilité :

Lorsque les cellules du corps et les tissus acceptent une molécule, elle est dite biocompatible
(Halim, Keong, Zainol, & Rashid, 2012). Le Cs est biocompatible c'est-a-dire que sa présence

dans un organisme entraine des reactions inflammatoires et des réactions de rejet trés limitées

(propriétés immunologiques). Il est biorésorbable avec des cinétiques faibles et contrélées (Shi,

et al., 2006). La biocompatibilité du Cs est caractérisée principalement par trois propriétés : sa
non-toxicité, sa cytocompatibilité et son hémocompatibilité.

Pouvoir antimicrobien :

Le chitosane présente une activité antimicrobienne face aux différents groupes de
microorganismes, bactéries, virus, champignons, et levures (Sagoo, Board, & Roller, 2002).
Pour ces raisons, le Cs est largement utilisé dans des domaines tres variés, notamment la
médecine, les industries agroalimentaire et chimique, les industries pharmaceutiques, la
nutrition, et I'agriculture (Chung, Wang, Chen, & Li, 2003). En interagissant avec les charges
négatives des membranes cellulaires, les groupes amines du Cs perturbent la structure de la
membrane et provoquent la destruction des microorganismes (Kong, Chen, Xing, & Park,
2010).

Pouvoir anti-oxydant :

En raison des atomes d'hydrogéne protique des groupements amines au niveau de carbone C2
ou hydroxyles au niveau des carbones C3 et C6 du chitosane, ce biopolymere a une activité
antioxydante formant des radicaux macromoléculaires (Jarmila & Vavrikova, 2011). De plus,
le Cs peut étre utilisé pour retarder ou prévenir I'oxydation d'autres composes, principalement
les graisses (lipides), ce qui évite le rancissement de certain aliment (Kaminski, Tomczak, &
Jaros, 2008; Wydro, Krajewska, & Hac-Wydro, 2007).
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1.4.8.4. Procédes d’extraction du chitosane a partir des coproduits de crevettes

Il existe plusieurs méthodes de préparation du chitosane a partir de la chitine traitée (Roberts,
1992).

Le processus industriel le plus freguemment employé pour I'extraction de la chitine comprend
trois étapes principales : Déprotéinisation de la matiere premiere par I'ajout d'une solution
alcaline, déminéralisation par le traitement avec une solution acide et enfin, décoloration du
produit obtenu par le traitement avec une solution alcaline (Leceta, Etxabide, Cabezudo, de la
Caba, & Guerrero, 2014; Tuyishime , Byong, & Nsanzabera, 2017). Néanmoins, la

déminéralisation et la déprotéinisation peuvent étre effectués dans n’importe quel ordre.

Egalement, La décoloration qui comprend une dépigmentation et délipidation peut étre aussi

réalisée en premier avant I’hydrolyse acide et alcalin.

1.4.8.4.1. Dépigmentation et délipidation

Le pigment des carapaces de crustacés se combine avec la chitine (Oulhiz, 2018). Cependant,
la chitine provenant des ressources de crustaces doit étre décolorée apres les traitements acides

et alcalins en vue d'applications industrielles (No, Meyers, & Lee, 1989).

La dépigmentation peut se faire par plusieurs méthodes, tel que 1’élimination par 1’éthanol ;
I’éther (Youn, No, & Prinyawiwatkul, 2007) ou encore par le peroxyde d'hydrogene H,0,
(Brine & Austin, 1981).

1.4.8.4.2. Déminéralisation

La déminéralisation est une élimination de toute trace de minéraux dans les carapaces de
crevettes par un traitement acide permettant le passage des minéraux en solution sous forme de

sel.

Pour des raisons économiques ce traitement se fait par I’acide hydro-chloridrique (HCI) (Le
Roux, 2012) dont la concentration minimale est déterminée par I'équation chimique de la

réaction entre 1’¢1ément minéral majoritaire, le carbonate de calcium, et 1’acide.

La déminéralisation est achevée une fois que les proportions sont steechiométriques, elle est
suivie par une étape de ringage car le produit doit atteindre la neutralité avant 1’étape suivante

de déprotéinisation (Le Roux, 2012).
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1.4.8.4.3. Déproteéinisation et déacétylation

Il s'agit d'un traitement basique a double action. Le processus consiste a éliminer les protéines

associées a la chitine d'une part et a arracher les groupes acétyles d'autre part.

Les réactifs employés pour cette étape sont des bases fortes comme 1’hydroxyde de potassium

(KOH) et I'nydroxyde de sodium (NaOH) qui est fréquemment utilisé pour des raisons

économiques et techniques (Oulhiz, 2018). Les concentrations utilisées sont comprises entre
0,3 et 2,5 M, avec un rapport solution/solide entre 10 et 40 (ml/g). La température est comprise
entre 50 et 110 °C et la durée peut varier de 1 h a plus de 24 h (Tolaimate, Desbrieres, Rhazi,
& Alagui, 2003; Al-Sagheer, Al-Sughayer, Shetranjiwalla-Merchant, & Elsabee, 2009).

Ces deux parameétres sont corrélés, par conséquent la duree doit étre augmentée si la

température est diminuée, et inversement.

1.4.8.5. Application du chitosane dans le traitement des eaux

Le Css’avére trés efficace dans plusieurs domaines pour ses effets hypocholestérolémiants, ses
actions anti-ulcere et antiacide, antitumorale et immuno-activatrices (Shahidi & Abuzaytoun,
2005).

Dans le domaine du traitement des eaux usées, le Cs est I'un des polysaccharides les plus
étudiés, il s'est révelé trés intéressant dans ce secteur en raison de sa teneur elevée en groupes
de terminaison amines (extrémité N-terminale), de son comportement adsorbant efficace des
polluants organiques et inorganiques et de sa nature inerte, slre, non toxique, biocompatible,
biodégradable, peu colteuse, respectueuse de I'environnement et abondante (Li, Xiao, Zhang,
Zhao, & Yang, 2017; Oladoja, Unuabonah, AMUDA, & Kolawole, 2017).

La plus grande utilisation du Cs est pour la coagulation / floculation et pour 1’adsorption de
métaux lourds. Pour capter les métaux lourds en solution dans 1’eau, il est souvent conditionné
sous forme de billes de quelques millimetres de diametre, et il joue alors un réle plus ou moins
identique a celui des résines échangeuses d’ions (Crini, Badot, & Guibal, 2009; Wu, Tseng, &
Juang, 2010).

1.5. Généralité sur Legionella pneumophila

1.5.1. Microbiologie et morphologie
Geénéralement, les Iégionelles sont des coccobacilles, a Gram-négatifs, aérobies stricts, et

exigeantes sur le plan nutritionnel, elles varient de 0,3 a 0,9 um de largeur et de 2 a plus de 20
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um de longueur (Garrity, Staley, Krieg, & Brenner, 2005; Burghal, 2020). Elles sont non
capsulées et non sporulantes. La majorité des especes sont mobiles employant un a trois

flagelles polaires ou latéraux (Winn, 1988).

Le genre Legionella compte actuellement au moins 50 especes comprenant 70 sérogroupes
distincts (Bartram, Chartier, V Lee, Pond, & Surman-Lee, 2007). La Legionella produit des
acides gras. Elle produit également des protéases possédant des propriétés hémolytiques et
cytotoxiques, ainsi que des ADNases, ARNases et lipases, qui constituent tous des facteurs de

virulence (Corporation, Moore, & Shelton, 2014; Bartram, Chartier, V Lee, Pond, & Surman-

Lee, 2007). Ce sont des bactéries a catalase positive, hippurate positive, uréase négative,

oxydase négative, non réductrices de nitrate et peut liquéfier la gélatine.

De plus, Legionella est une bactérie dont la coloration de Gram est difficile, contrairement aux
autres especes a Gram négatives car dans sa paroi, elle contient de grandes quantités d'acides
gras ramifiés et de grandes quantités d'ubiquinone a des chaines de 9 a 14 unités isoprenes.

Cela rend la coloration des echantillons difficile (Garrity, Staley, Krieg, & Brenner, 2005).

1.5.2. Taxonomie

L'espéce "type" ou représentative de Legionella est L. pneumophila, car elle a été la premiére
espéce a étre decrite. Le nombre d'especes, de sous-especes et de sérogroupes de Iégionelles
continue a augmenter (Bartram, Chartier, V Lee, Pond, & Surman-Lee, 2007). La classification

simplifiée de ce germe est comme suit :
Phylum : Protéobacteria

Ordre : Legionellale

Famille : Legionellaceae

Genre : Legionella

Espéce : Legionella pneumophila

1.5.3. Ecologie et conditions de croissance

Les légionelles survivent dans des environnements ou se trouvent leurs hétes primaires, des
protozoaires libres tels que les amibes, et dans les cellules macrophagiques chez 1’homme.
Cependant, les Iégionelles peuvent étre observées dans des eaux allant du froid au trés chaud.
Elles sont capables de survivre dans des conditions defavorables aux autres organismes

(température élevée, présence de biocides...) (Fields, Hoffman, Friedman, & Bendinelli, 2008;
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Freney, Doléans-Jordheim, & Pernin, 2006). Legionella spp est une bactérie qui aime I'eau
douce stagnante. Elle est présente dans les milieux aquatiques, les sols humides, I'air humide,
et les eaux artificielles (Costa, Tiago, da Costa, & Verissimo, 2005; Declerck, Behets, van
Hoef, & Ollevier, 2007).

Legionella est une bactérie exigeante et difficile a cultiver. Le monomere de I'acide aminé L-
cystéine et les sels de fer sont une condition nécessaire a sa croissance. 1l s'agit d'un germe qui
ne fermente pas le sucre (Fields, Benson, & Besser, 2002; Morio, et al., 2008). Leur
multiplication est limitée a des tempeératures comprises entre 25 et 42°C avec une croissance
optimale a 35°C (Fields, Hoffman, Friedman, & Bendinelli, 2008). Elle fait partie des bactéries
qui tolerent l'acidité du milieu, mais le pH optimal pour sa croissance est de 6,9 (Katz &
Hammel, 1987).

Mort instantanée de la bactérie

Mort de 20 % des bactéries

Température optimale pour la
croissance

Les bactéries peuvent survivee

Figure 9 : Effet de la température de I'eau sur les légionelles (Fields, Hoffman, Friedman,
& Bendinelli, 2008)

1.5.4. Epidémiologie

Cela fait plus de quarante ans que la bactérie L. pneumophila a été isolée pour la premiere fois.
Une grave épidémie de pneumonie est survenue au cours de I'été 1976 parmi les personnes
participant & une convention de I'American Legion a Philadelphie, en Pennsylvanie, aux Etats-
Unis. Un total de 221 personnes a été infectées par une pneumonie sévere, et environ 15 % des
cas en sont morts. La raison de I'épidémie de Philadelphie est restée inconnue pendant des

mois, malgré des examens de laboratoire approfondis (Brenner, 1987; McDade, et al., 1977).

A la suite d’une analyse concertée menée par des enquéteurs du Center for Disease Control and

Prevention (CDC), l'agent responsable a été identifié comme étant un bacille a Gram négatif

qui a été nommeé ci-apres L. pneumophila, son nom reflétant a la fois les victimes et I’infection
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pulmonaire ; la maladie du légionnaire a été adoptée (Fraser, et al., 1977; Friedman,
Yamamoto, & Klein, 2002). Apres ces épidémies, les systemes de surveillance et les contréles

furent évalués et gerés en cas de futures épidémies.

1.5.5. Pathogénicite et toxicité

La capacité de Legionella a infecter a la fois les protozoaires et les macrophages, y compris
I'attachement des cellules bactériennes aux cellules hétes, la réplication intracellulaire et la
propagation de cellule a cellule, tout indique une pathogénese (Zhan, Hu, & Zhu, 2015).

Une personne est atteinte de la maladie des Iégionnaires a la suite de I'inhalation d'aérosols
aquatiques, tels que l'eau potable, les tours de refroidissement, les pommeaux de douche, les
spas, les bains a remous et autres dispositifs artificiels générant des aérosols (Mizrahi, Peretz,
Lesnik, Aizenberg-Gershtein, & Rodriguez-Martinez, 2017). En outre, de nombreuses
personnes infectées par Legionella, déclarées séropositives, demeurent asymptomatiques
(Glick, etal., 1978).

Selon les données récentes, il ne semble pas y avoir de transmission de I'animal a I'homme ou
de I'nhnomme a I'homme (Phin, et al., 2014; Borges, et al., 2016).

Il existe deux formes cliniques liées a I'infection par les légionelles :

e La maladie des Iégionnaires ou légionellose qui se caractérise par une pneumonie
aigué atypique modérée a mortelle (McDade, et al., 1977; Joseph & Ricketts, 2010).
Elle est responsable de 1 a 5 % de la totalité des cas causés par Legionella (Bartram,
Chartier, V Lee, Pond, & Surman-Lee, 2007; Benin, Benson, & Besser, 2002).

La fievre de Pontiac, une forme épidémiologique spécifique de légionellose, se
manifeste par une courte période d'incubation (un a deux jours) et une maladie
autolimitée de type grippal sans pneumonie (Kaufmann, et al., 1981).

Infections extra pulmonaires : la présence de la bactérie peut étre retrouvée au niveau
d'autres organes que les poumons des organes, ce qui est plus fréguemment rencontré
chez les personnes immunodéprimées. De plus, cette forme peut selon les cas conduire

a une pneumonie ou non.

Ce syndrome était souvent initialement caractérisé par de la fievre (de haut grade), de la

faiblesse (OMS, 2004), une hémoptysie, une douleur thoracique et abdominale avec des

symptémes gastro-intestinaux tels que les nausées et la diarrhée (Mulazimoglu & Yu, 2001).

Environ la moitié des patients souffrent de troubles neurologiques, tels que maux de téte, délire,
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confusion, stupeur, agitation et hallucinations (Jespersen, Sggaard, Schenheyder, Fine, &

@stergaard, 2010).

Tableau 3 : Manifestations cliniques des légionelloses (Jarraud, Girardo, Reyrolle, &
Etienne, 2002)

Maladie des
légionnaires

Fiévre de Pontiac

Localisations extra

pulmonaires

Mortalité 20 %

0 %

Atteintes

hématologiques

Période )
2-10 jours

d'incubation

Fiévre, toux,
A myalgie, cephalée,
Symptomes ]
douleur thoracique,

diarrhée, confusion

1-2 jours

Syndrome grippal :
fievre, toux, myalgie

Atteintes
neurologiques
Atteintes cardiaques
myocardite,
péricardite,
endocardite

Pneumonie,

Poumon pleurésie, abces

pulmonaire

Pas de
pneumopathie, pas
d'abces pulmonaire

Désordres rénaux :
protéinurie,
hématurie,

insuffisance rénale

Pas de
manifestations

Atteintes
musculaires,
rhabdomyolyse

Peu d'anomalies de

la fonction hépatique

Pas de

manifestations

Diarrhée aqueuse,

Tractus

gastrointestinal nauseées,

vomissements

Somnolence, délire,

Systéme nerveux o )
désorientation,

central _
confusion

douleur abdominale,

Pas de
manifestations

Pas de

manifestations
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1.5.6. Diagnostique
La recherche d'un résultat prédictif qui identifie L. pneumophila chez chaque patient a échoué,
les tests de diagnostic de Legionella spp se sont améliorés depuis 1976. Toutefois, il n'existe
pas de méthode efficace pour diagnostiquer toutes les espéces de légionnelle. Il n’est pas
toujours évident de procéder a un diagnostic précis apres en avoir relevé les symptémes, a
cause de leur analogie avec les symptémes de diverses maladies provoquées par d'autres virus

ou bactéries.

Les légionnelles sont ainsi isolées des échantillons suivants : Lavage broncho-alvéolaire,
expectoration, aspiration trachéale, aspiration bronchique, biopsie pulmonaire, liquide pleural,
sang et du liquide articulaire, péricardique de fagon exceptionnelle en cas de Iégionellose extra
pulmonaire (Jarraud, Girardo, Reyrolle, & Etienne, 2002). Ces échantillons sont par la suite

diagnostiqués par I’une des techniques Ci-dessous :

La culture de prélévements respiratoires :

La culture et l'isolement de Legionella spp a partir d'expectorations et de sécrétions
respiratoires demeurent la méthode de référence pour le diagnostic de la maladie des
Iégionnaires. Bien que la culture exige des milieux spéciaux, cette technique possede une
spécificité de 100 % avec un traitement adéquat des échantillons et une expertise technique

nécessaire.

Le milieu standard utilisé pour la culture de Legionella spp a partir de spécimens cliniques est
une gelose au charbon tamponné avec extrait de levure complété par de I'acide cétoglutarique,

des colorants et des agents antimicrobiens (Jomehzadeh, Moosavian, Saki, & Rashno, 2019).

Cependant, la culture de cette bactérie est lente, les tout premiers résultats apparaissent

seulement aprées 3 jours et peuvent aller par la suite jusqu'a 10 jours.

Les tests d'immunofluorescence directe :
Les tests d'immunofluorescence directe sont fréquemment utilisés pour la détection rapide de

Legionella dans les échantillons respiratoires et tissulaires.

En revanche, la sensibilité de ce test est faible. 1l est techniqguement contraignant et des résultats
faussement positifs peuvent étre provoqués par des réactions croisées avec d'autres bactéries.
(Jomehzadeh, Moosavian, Saki, & Rashno, 2019).
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La recherche d’antigenes urinaire :
Le test de I'antigéne urinaire a considérablement dépasse les autres méthodes de laboratoire
pour le diagnostic de la maladie des légionnaires. Jusqu'a aujourd'hui, 97% des diagnostics
cliniques sont acquis par ce test en vertu de sa rapidité, de la simplicité de la procédure, de la
commodité de la collecte des échantillons, de son faible colt et de son accessibilité
commerciale (Jomehzadeh, Moosavian, Saki, & Rashno, 2019).
Les antigénes apparaissent en début de période dans les 48 heures a 72 heures apres la
manifestation des symptdémes chez 88% des patients. L’excrétion est prolongée et variable
selon les patients de quelques jours a 2 mois en moyenne et jusqu'a un an chez certains patients.
La détection des antigenes est habituellement menée par un test immuno-enzymatique (ELISA)
ou par une technique d'immuno-chromatographie sur membrane (Jarraud, Girardo, Reyrolle,
& Etienne, 2002).

Le test des antigénes urinaires est crucial pour la détection rapide et précoce des cas de L.
pneumophila sérogroupe 1. Les antigénes détectés sont des lipopolysaccharides (LPS) de la

membrane externe de Legionella (Jarraud, Girardo, Reyrolle, & Etienne, 2002).

Sérodiagnostic :

La technique d'immunofluorescence indirecte (IFI) reste la méthode de référence, mais les
techniques ELISA sont également proposées. Les anticorps detectés sont majoritairement
dirigés contre le LPS de la membrane externe des légionelles. La chaine polysaccharidique est
le support de l'antigénicité O et est spécifique de chaque sérogroupe de L. pneumophila. Les
immunoglobulines totales sont dépistées (IgM, 1gG et IgA). Les IgM ont été détectées tres tard
chez certains patients ; leur détermination ne permet pas de préciser I'ancienneté de l'infection
(Jarraud, Girardo, Reyrolle, & Etienne, 2002).

Le test PCR :

La réaction en chaine par polymérase (PCR) a initialement été utilisée pour détecter la
Legionella en 1989 a I'Université de Stanford, quand des chercheurs ont associé la PCR au
Southern blot pour détecter I'ADN de Legionella dans I'eau (Starnbach, Falkow, & Tompkins,
1989).

Les tests de dépistage par amplification génique sont congus pour la détection de Legionella
dans les prélevements urinaires, les lavages broncho-alvéolaires et les sérums (Jarraud,

Girardo, Reyrolle, & Etienne, 2002). La figure ci-dessous, résume les tests de diagnostiques

utilisés pour la recherche de Legionella pour différents types de préléevement.
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Lung tissue/blopsy I Lower respiratory tract secretions

« Sputum
« Pleural fluid

+ Bronchial Alveolar Lavage (BAL)
« Bronchial aspirates

Extrapulmonary Legic

0 p = Culture ELISA/EIA

Direct fluorescent Nucleic acid
antibody test amplification test
(DFA) (NAAT)

{2 ee ‘,/’
Indirect fluorescent Immuno
antibody test chromatographic
(IFA) test (ICT)

Figure 10 : Les tests de diagnostic pour la détection de Legionella pneumophila
(Mercante & Winchell, 2015)

En général, le succes de la détection de Legionella dépend de la sévérité de la maladie, de la

technicité du laboratoire et des spécificités du test.

1.5.7. Traitement de la Iégionellose

Le taux de mortalité des Iégionelloses dépend essentiellement de la mise en place du traitement
antibiotique adéquat contre Legionella spp, ainsi que de la réalisation de tests de laboratoire
rapides. En revanche, lorsque I'administration d'un traitement adéquat est retardée, le taux de
mortalité croit (Heath, Grove, & Looke, 1996).

Actuellement, le traitement de la Iégionellose se fait avec les antibiotiques I1évofloxacine ou
moxifloxacine de la famille des fluoroquinolones, ou encore I'érythromycine et I'azithromycine
qui appartiennent a la famille des macrolides. Dans les cas les plus graves, le traitement consiste

a combiner la rifampicine avec des macrolides ou des fluoroguinolones.

Le choix du traitement antimicrobien pour les Iégionelloses doit étre déterminé en fonction de
la gravité de la maladie, le degré d'immunodépression, ainsi que la qualité et la toxicité
éventuelle des medicaments (Diederen, 2008).
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Tableau 4 : Posologies recommandées dans le traitement des Iégionelloses (Stout, Arnold,
& Yu, 1998)

Azithromycine* 500 mg /24 h PO
Clarithromycine 500mg/12h PO
Roxithromycine 300mg /12 h PO
1g/6h 1V
500 mg /6 h PO
Lévofloxacine* 500 mg/24hPOoulV
400mg/8h IV
750 mg /12 h PO
Ofloxacine 400 mg/12h PO ou IV
Doxycycline* 100mg/12hPOou IV
Minocycline* 100mg/12hPOou IV

Erythromycine

Ciprofloxacine

Tétracycline 500 mg/6 h PO ou IV

* . Un doublement de la posologie lors de la premiere administration est recommandé.
PO : Per Os (voie orale).
IV : Intra veineuse.

1.5.8. Désinfection des eaux contaminée par la Legionella
Une fois que des taux elevés de Legionella sont detectés, une désinfection de l'eau est
essentielle afin de lutter contre les épidémies de Iégionellose. En général, des mesures doivent

étre prises quand la concentration de Legionella dépasse 103 UFC/I. Des normes plus

restrictives s'appliquent aux zones a haut risque, notamment aux unités de soins intensifs et de
transplantation (Exner, Pleischl, Grummt, & Engelhart, 2011). Durant ces derniéres annees,
différentes méthodes ont été décrites pour combattre la prolifération de Legionella dans les
réseaux de distribution d'eau potable et les tours de refroidissement (ringage a la chaleur,
irradiation par rayons ultraviolets, ozonation, ionisation des métaux, chloration et biocides)
(Miyamoto, Yamaguchi, & Sasatsu, 2000). Helas, la diminution du flux thermique et la
formation des biofilms ainsi que la présence des bras morts dans les conduites du réseau d'eau
perturbent souvent les tentatives de désinfection. En outre, I'interaction des légionelles avec les
amibes entrave la désinfection des systémes d'eau artificiels. Cette situation est compliquée par
le fait que les protozoaires peuvent s'adapter aux biocides (Steinert, Hentschel, & Hacker, 2002;
Steinert, Ockert, Lick, & Hacker, 1998; Srikanth & Berk, 1994).




Chapitre | : Revue bibliographique
Les méthodes de désinfection comprennent trois catégories : la désinfection chimique, la
désinfection physique et la désinfection biologique. Le choix de la méthode de désinfection est
généralement effectué en tenant compte des contraintes techniques, économiques et

environnementales liées a cette derniére.

1.5.8.1. Décontamination physique

Le choc thermique :

La température est 1’un des principaux facteurs de la présence et du développement de
Legionella spp dans les milieux et les systéemes de distribution d'eau par canalisation. C'est la
raison pour laquelle, une hausse de température (supérieure a 50 °C) est hautement
recommandée pour 1’élimination des légionelles et ainsi la diminution du risque de la

Iégionellose (Girolamini, Salaris, Pascale, Mazzotta, & Cristino, 2022) .

En revanche, la désinfection thermique ne semble pas étre suffisamment efficace pour éliminer
les 1égionelles lorsqu'elle est utilisée comme traitement curatif, car cette bactérie est susceptible

de développer une thermo-acclimatation (Farhat, et al., 2010).
La filtration :

La filtration est une technique trés répandue en milieu hospitalier. Dans le cas de la légionelle
on parle de microfiltration (Salvatorelli, Medici, Finzi, Lorenzi, & Quarti, 2005). Cette derniére
consiste a filtrer les bactéries en installant des filtres d'une porosité inférieure a 0,45um a la
sortie de chaque lieu de passage d’eau (les robinets, les douches, les sanitaires...). Ces filtres

vont retenir les particules dont le diameétre est supérieur a la porosité.

Cependant, cette méthode exige une surveillance permanente pour prévenir les probléemes liés

au colmatage des filtres.

L’ozonation :
L'ozone (03) constitue une forme de désinfection physique qui peut étre utilisée sous forme

d'oxygene gazeux ou liquide.

Un des avantages de I'ozone est son efficacité contre les Iégionelles a des concentrations trés
faibles comparées aux concentrations de chlore utilisées. 1l ne produit pas de sous-produits
indésirables lorsqu'il est utilisé pour la désinfection, tels que des substances ayant des effets
cancérigénes. Parmi ses inconvénients est sa destruction rapide, puisqu'il désinfecte

instantanément les légionelles. 1l n'est utilisé que pour désinfecter des parties spécifiques de
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I'eau dans les systemes de distribution (Corporation, Moore, & Shelton, 2014; Sabria & Yu,
2002).

Les Ultraviolets (UV) :
La désinfection par les UV se fait en générant une lumiére & ondes courtes sur le site ou

Legionella est suspectée.
Le rayonnement ultraviolet se compose de trois bandes :

» Les UVA qui ont une longueur d'onde de 320 a 400 nm.
» Les UVB dont la longueur d'onde est comprise entre 280 et 320 nm.
» Les UVC avec une longueur d'onde de 100 a 280 nm et constituent les rayons UV les

plus énergétiques.

Toutefois, cette méthode présente plusieurs inconvenients : Aprés l'arrét du rayonnement,
aucun résidu désinfectant efficace contre les Iégionelles ne persiste. 1l est donc nécessaire de
répéter I'exposition au rayonnement en continu. Elle n‘affecte pas la formation du biofilm, qui
doit étre éliminé tant qu'il forme une cachette de Legionella. Les UV n'ont pas d'effet en cas de
turbidité de I'eau, car ils ne peuvent pas la traverser. Leur utilisation nécessite un entretien des
systemes d'eau beaucoup plus important que dans le cas de l'utilisation du chlore ou bien la

chloramine (Corporation, Moore, & Shelton, 2014; Dupuy, et al., 2011).
1.5.8.2. Décontamination chimique

1.5.8.2.1. Les biocides oxydants

Les biocides oxydants exercent un effet non sélectif sur les bactéries. Ils interviennent
majoritairement sur les constituants cellulaires des micro-organismes via une oxydation
chimique et induisent par conséquent l'arrét de certaines fonctions cellulaires entrainant

I’inhibition ou la destruction des micro-organismes.

La chloration :
Le chlore (CI) affecte la respiration cellulaire, les activités de transport et détruit les acides

nucleiques et les enzymes, ce qui entraine I'inactivation des microorganismes (Kim, Anderson,

Mueller, Gaines, & Kendall, 2002). Il est utilisé comme désinfectant sous les formes suivantes

: chlore gazeux, hypochlorite de sodium (eau de Javel) et dioxyde de chlore.

Le principe de la désinfection par chloration est basique, et se résume a injecter du Cl dans

I'eau a l'aide d'une pompe, puis il suffit d'attendre que celui-ci agisse.
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Figure 11 : Systéeme de chloration de I'eau (Milous , 2011)

Par ailleurs, la désinfection par le Cl reste confrontée a 3 principaux inconvénients. Elle est
associee a la formation de sous-produits de désinfection, a la corrosion et a I'absence d'effet
résiduel a long terme. De ce fait, certaines études se sont intéressees au couplage du Cl avec
des biocides permettant de réduire la concentration de Cl,. Le chlore couplé a I'argent (Ag) et
au cuivre (Cu) permet de modifier la perméabilité de la cellule des Iégionelles en altérant la

nature des protéines causant ainsi la mort des cellules (Pianetti , et al., 2008).

Cependant, le chlore reste le procédé le plus répondue en raison du cout et la facilité de la mise

en place du traitement.

La chloramine :

La monochloramine (NH,CI) est la chloramine minérale la plus couramment employée pour
désinfecter I'eau. Elle est obtenue en combinant du Cl avec de I'ammoniac. Le but de I'ajout
d'ammoniac est de garantir la stabilité des résidus du Cl avec des concentrations efficaces
contre les légionelles et de minimiser la production des sous-produits de désinfection
(Marchesi, et al., 2013).

Le Peroxyde d’hydrogene H,0, :

Le H,0, également appelé eau oxygénée, est un bactéricide, virucide, fongicide et sporicide

mais son efficacité dépend beaucoup de son temps de contact avec la contamination et de sa
concentration (McDonnell & Russell, 1999; Labas, Zalazar, Brandi, & Cassano, 2008). Il est

souvent utilisé en fumigation et associé avec de 1’acide peracétique (Otter, et al., 2016). Son
utilisation permet de ne laisser aucuns résidus toxiques apres traitement et n’est pas dangereuse
pour les opérateurs et I’environnement (Rios Castillo, Gonzalez Rivas, & Rodriguez-Jerez,
2017).
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1.5.8.2.2. Les biocides non oxydants :

Les biocides non oxydants disposent le plus souvent un mode opératoire sélectif contre les
bactéries. Pour cette raison, il est recommandé d'alterner deux biocides non oxydants avec un
mode de traitement en choc. Cette méthode permet d'éviter le développement de résistances a
ces biocides dans les circuits traités. De plus, ils se caractérisent par l'avantage d'avoir un faible
pouvoir corrosif. Ces biocides comprennent le DBNPA (2,2-dibromo-3-nitro-propianoamide)
en alternance avec l'isothiazolone qui se révele moins efficace que le chlore ou le dioxyde de

chlore contre la L. pneumophila.

D'autres biocides non oxydants sont également utilisés, tels que les amines et les aldéhydes. Ils
exigent cependant une application a haute dose et une durée suffisamment longue afin d'obtenir

des résultats significatifs, notamment contre L. pneumophila.

1.5.8.3. Décontamination biologique

L. pneumophila est connue pour sa capacité a se reproduire au sein de certaines souches
d'amibes (Yamamoto, et al., 1992; Ohno, Kato, Sakamoto, Kimura, & Yamaguchi, 2008).

Dans une étude récente il a été démontré que Willaertia magna C2c Maky, une amibe non
pathogéne, a la capacité d'éliminer la souche L. pneumophila (Paris, Philadelphie et Lens) et il
est envisagé pour étre proposé en tant que biocide naturel pour le traitement des tours de
refroidissement. L. pneumophila intracellulaire est efficacement éliminée par W. magna C2c
Maky a 22 °C et 37 °C. Les résultats des expériences révelent en effet non seulement la non-
réplication, mais encore I'élimination des souches intracellulaires de Lens, Paris et Philadelphie
dans cette amibe au bout de 24 h. A noter que la souche Philadelphia est selon la norme
européenne EN 13623, la seule souche pour lagquelle des tests sont requis pour valider un
désinfectant contre les Iégionelles en Europe (Hasni, et al., 2020). Par ailleurs, W. magna C2c
Maky n'est associé a aucune infection humaine ou animale, ce qui est cohérent avec I'absence

de pathogénicité démontrée in vivo et suggérée par I'analyse génomique (Hasni, et al., 2019).

Cet organisme est certainement un candidat sdr et efficace pour la lutte contre les légionelles

dans les tours de refroidissement et pourrait constituer une solution alternative aux biocides

chimiques.
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I1.1. Matériel

11.1.1. Matériel biologique

Le matériel biologique qui a fait I'objet de la présente étude est :

e BSA (sérum albumine bovine).
Carapaces de crevette de 1’espéce Aristeus antennatus.
e Germe pathogéne : Legionella pneumophila.
11.1.2. Matériel non biologique

Les différents dispositifs et réactifs utilisés sont énumerés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 5 : Matériel et réactifs utilisés

Appareils Réactifs

Agitateur BIOBLOCK Acétone.

SCIENTIFIC. Acide Acétique.
Agitateur magnétique a 6 postes. Acide chloridrique (HCL)
(LABINCO BV). BCYE (Legionella
Agitateur magnétique chauffant GrowthSupplement).
(Fisherbrand™ LAB-MIX 35). Eau de javel

Agitateur magnétique chauffant Eau distillée.

(IKA® WERKA RCT basic). Eau du robinet.

Bacs en inox. Eau physiologique.

Balance de précision (KERN ABS
220-4N).

Balance de précision (SHIMADZU
AUW220D UNI BLOC).

Ballons (250 ml, 2 L)

Barreaux magnétiques.

Bec bunsen.

Béchers (25 ml, 50 ml, 100 ml, 2 L).

Boites de Pétri.

Cartouches en cellulose.
Ciseaux.

Congélateur.

Creusets en porcelaine.

Cuves de spectrophotométrie en
quartz.

Densimetre.

Dispositif de Soxhlet
(huberminichiller).

Disques pour antibiogrammes.
Etuve (MEMMERT UM 600).

Ether éthylique

GVPC (Legionella
SelectiveSupplement).

Kit agglutination Legionella Latex
Test.

NaOH (Hydroxyde de Sodium).
Reéactif de Bradford.
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Eprouvettes graduées (10 ml,

500 ml).

Erlenmeyer 2 L.

Evaporateur rotatif (Ika HB10).
Ecouvillons.

Entonnoirs en plastique et en verre.
Four & moufle (wise therm).
Fioles jaugés (500ml, 1 L).
Flacons ambrés (1 L).

Flacons en verre stériles (500 ml).
Flacons stériles a usage unique en
PET1L.

Incubateur (NEW BRUNSWICK
SCIENTIFIC G24).

Membranes de filtration (0.45um)
Micropipettes et cones stériles. (100-
1000 pl).

Mixeur.

Mortier.

Papier absorbant.

Papier pH.

Passoire.

Pinces métalliques.

Pipettes Pasteur.

Pissettes.

Portoirs.

Rampe de filtration a 6 postes.
Seringues 5 ml.

Spatules.

Spectromeétre FTIR
Spectrophotometre UV-Visible
(Shimadzu UV 1800).

Tamis de 200 pm.

Thermométres.

Tubes a essais

Tubes & essais stériles.

11.2. Echantillonnage et prétraitement de la matiere premiere

11.2.1. Collecte des carapaces de crevettes

La collecte des échantillons de carapaces de crevettes a été effectuée au mois de décembre

2021 au niveau de la pécherie d'Alger.
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L'identification de I'espéce a été établie selon les fiches de la FAO (Fischer, 1987), et avec

I'aide de Mme Fellah au sein du laboratoire d'aquaculture de 'TENSSMAL a Dely Brahim.

11.2.2. Prétraitement de I’échantillon

Une fois que la matiére premiére a été récoltée, ces coproduits de crevettes ont été debarrassés
de leurs chairs. A la suite de ce décorticage, ces carapaces ont été rincées a I'eau du robinet de
maniere a éliminer les résidus de sable et de chair, puis une seconde fois a I'eau distillée.
Ensuite, elles ont été séchées dans une étuve a 30°C pendant 72 h (Figure 12). Enfin, la matiere
séchee fut broyée a lI'aide d'un mixeur et passee au tamis de 200 pum pour obtenir une poudre

de granulométrie tres fine.

(@)

Figure 12 : Prétraitement des carapaces de crevettes, (a) Carapaces lavées, (b) Séchage

des carapaces dans I’étuve

11.3. Analyses de la composition biochimique globale des coproduits des crustacés

Les analyses de la composition biochimique globale des coproduits issus de 1’espéce étudiée

ont été réalisées au sein du laboratoire biochimique de ’ENSSMAL.

11.3.1. Matiére humide
Pour déterminer la teneur en eau d'un produit, un échantillon de 2 g est prélevé et pesé dans un
creuset de poids connu. Le creuset est ensuite placé dans une étuve a 105 °C pendant 24 heures,

puis pesé a nouveau (AOAC, 1980). Le résultat est exprimé en pourcentage.

La teneur en eau est calculée par la perte de masse, apres séchage de I'échantillon par la formule

suivante :

H% =M, — M,/M; — M, X 100
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Mo : poids du creuset vide ;

Mz : poids du creuset avec I’échantillon avant étuvage a 105 °C ;

M2 : poids du creuset avec 1’échantillon apres étuvage a 105 °C.

11.3.2. Teneur totale en matiere minérale

La détermination de la teneur en cendres repose sur l'incinération des échantillons dans un four
a moufle. Cette méthode consiste a peser 2 g d'échantillon séché dans un creuset puis placé
dans le four a moufle a 600 °C pendant 4 h jusqu'a obtenir une cendre blanche. La cendre est
placée dans un dessiccateur jusqu’a refroidissement total avant une nouvelle pesée. Le poids

de cendre obtenue est équivalent a la teneur en minéraux (AOAC, 1990).
La teneur en minéraux est déterminée suivant la formule ci-dessous :

C% =M, — My/M; — M x 100
Avec :
Mo : poids du creuset vide ;
Mz : poids du creuset avec I’échantillon sec avant incinération a 600 °C ;

M2 : poids du creuset avec 1’échantillon apres incinération a 600 °C.

Four a moufle

Creuset + Poudre de carapace

Figure 13 : Incinération de la poudre de carapaces dans le four a moufle

11.3.3. Teneur en protéines totales

La teneur en protéines est déterminée par un dosage colorimétrique selon la méthode Bradford

(1976) modifiée, qui se définit par I'introduction de bleu de Coomassie dans un milieu acide.

Le colorant se lie par des liaisons ioniques aux acides aminés basiques (I'arginine, la lysine et
I'nistidine) présents dans les protéines formant un complexe protéine-colorant (réaction de
complexation). Cette derniére se manifeste par un virage de la couleur du brun au bleu et une

absorbance proportionnelle a la concentration en protéines. Deux formes sont ainsi trouvees :
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la forme anionique (liée) du colorant est bleue avec un spectre d'absorption maximal situé a
595 nm et la forme cationique (libre) du colorant de couleur rouge et brune avec un spectre
d'absorption compris entre 465 et 470 nm ce qui explique le changement de couleur du brun au
bleu en présence de protéines. La protéine albumine bovine sérique est utilisée pour

I’élaboration de la courbe étalon.
Le dosage de protéines a été effectué selon le mode opératoire suivant :

Une série de 14 tubes a essais énumérés pour la gamme et les échantillons a été
préparée ;

Une solution de BSA a 1% a éte préparée ;

Les échantillons (poudre de carapaces de crevettes) ont été dissouts dans un volume
d’eau distillée déterminé ;

Des volumes croissants de BSA ont été introduits dans les tubes de la gamme dans
une fourchette de 0 a 100 pl ;

Les tubes d’échantillons sont remplis par les échantillons préalablement dissouts ;
Ajouter un volume déterminer du réactif de Bradford dans chaque tube (gamme
étalon et échantillons)

Le mélange est incubé a I’abri de la lumiére a une température ambiante pendant 10

minutes ;

Un volume de chaque mélange a été prélevé apres incubation est mis dans la cuve de

photospectrométre ;

La lecture a été réalisée a une longueur d’onde de 595 nm.

Les valeurs obtenues a partir des tubes de la gamme étalon permettent de tracer une droite
étalon A= f [protéines]. Cette proportionnalité nous permet de déduire la proportion de

protéines contenue dans les carapaces de crevettes.




Figure 14 : Gamme étalon BSA

11.3.4. Teneur en lipides totaux

La méthode Soxhlet est une méthode gravimétrique sur laquelle repose la détermination des
lipides dans les produits solides déshydratés. Le produit sec est pesé et inséré dans une
cartouche de cellulose. Cette derniere est placée ensuite dans une chambre d’extraction
(Matra). La matiére est extraite continuellement avec de I'éther éthylique, a ébullition a 35 °C,
qui dissout progressivement les graisses. Le solvant chargé de lipides retourne au ballon par
écoulements successifs dus a un effet de siphon dans le coude latéral. Etant donné que seul le

solvant est capable de s'‘évaporer a nouveau, la matiere grasse s'accumule dans le ballon et cela

jusqu'a ce que I'extraction soit achevée. A la fin de I'extraction, I'éther est évaporé, et la matiére

lipidique est pesee (Sahoré & Abouattier, 2016).

La détermination de la teneur en lipides totaux dans la poudre de carapaces de crevettes a été
réalisée selon le mode opératoire suivant :
Mettre en marche le refroidisseura 2 °C ;
Peser le ballon vide ;
Peser 2 g de poudre de carapace de crevette dans une cartouche en cellulose ;
Placer le ballon sur la plague chauffante et déposer la cartouche dans la chambre
d'extraction ;
Préparer un blanc ne contenant que le solvant afin de veérifier la pureté de ce dernier ;
Ajouter 160 ml d'éther éthylique ;
Ajuster la température a 35 °C durant 4 heures afin d’extraire par épuisement tous les
lipides présents dans 1’échantillon ;

Eteindre I’appareil et laisser refroidir les ballons ;




Chapitre Il : Matériel et méthodes

Placer le ballon dans un rotavapeur a 60 °C dans le but de concentrer les lipides obtenus
en éliminant le solvant ;

- Peser de nouveau le ballon (P,).
La teneur en lipides totaux est calculée par la formule qui suit :

L%=P1-P0/Mx100
Avec :
L (%) : La teneur en lipides totaux ;
Py: Le poids du ballon vide avant extraction ;
P;: Le poids du ballon apres extraction.
M : Poids de I’échantillon sec (2g)

Réfrigerant

Cartouche en cellulose

Chambre

d’extraction
(Matra)

Ballon

Plaque chauffante

Figure 15 : Appareil de Soxhlet

I11.4. Extraction de la chitine et du chitosane

L'extraction de la Ct et la production du Cs a partir de carapaces de crevettes, se fait par deux

procédés, un biologique via des enzymes et un autre chimique qui consistant en un traitement

acide pour la déminéralisation et un traitement alcalin pour la déprotéinisation (Liu, et al.,
2020).
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Dans la présente étude, le protocole adopté est celui de I'extraction chimique selon la méthode
TROUNG modifiée (Truong, Hausler, Monette, & Niquette, 2007).

11.4.1. Dépigmentation et délipidation
La dépigmentation et la délipidation ont été réalisées dans le but d'éliminer tous les pigments

et de lipides contenus dans la poudre de carapaces. Pour ce faire, la poudre de carapaces a été

immergée dans un solvant d'acétone dans un flacon ambré de 1 L et ce pendant 48 h a
température ambiante. Apres la macération du mélange acétone et poudre, cette derniere est
filtrée et placée dans une étuve permettant I'évaporation de I'acétone. Il en résulte a la fin une

poudre dont la couleur s'est éclaircie.

Figure 16 : Dépigmentation et délipidation de la poudre de carapaces

11.4.2. Déminéralisation
La déminéralisation est classiqguement faite par un traitement acide pour enlever toutes traces
de minéraux dans la carapace (Caillau, 2017), qui passent en solution sous forme de sels

solubles (principalement des carbonates et des phosphates).

Le traitement acide a été fait avec une solution de HCI 0.5 M, soluté/volume (1/10), sous
agitation et chauffage a 50 °C pendant 1h. Par la suite, une filtration et un lavage ont été faits

avec de I'eau distillée jusqu'a la neutralisation du pH.
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Thermomeétre

Bécher contenant la
poudre + HCL

Agitateur chauffant

Figure 17 : Déminéralisation de poudre de carapaces

11.4.3. Déprotéinisation et déacétylation
Cette étape a été realisée au moyen d'un traitement basique de la poudre avec la solution
caustique NaOH 6 N soluté/volume (1/10) et sous agitation a 70 °C pendant 1 h. Par la suite,

la poudre a été filtrée puis lavée avec de I'eau distillée et ce jusqu'a neutraliser le pH.

Thermomeétre

Bécher
contenant la
poudre + NaOH

Agitateur chauffant

Figure 18 : Déprotéinisation de la poudre de capaces
11.5. Caractérisation du chitosane

11.5.1. Rendement du massique du chitosane
L’extraction du Cs est assurée par I'élimination des groupes acétyles de la chitine. Le rendement

massique est déterminé sur la base du rapport entre le poids du Cs obtenu et le poids de la

poudre de carapace de base (Le Roux, 2012), conformément a la formule ci-dessous :
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Ym% = M;¢/M; X100
Avec :
M;: Masse initialeen g ;
M;: Masse finale en g.
11.5.2. Test de solubilité

Le Cs est entierement dissous dans 1 % d'acide acétique, en raison de la protonation des

groupements amines.

Le test de solubilité a été réalisé en dissolvant 0,1g de poudre de Cs dans 10 ml d'une solution
d'acide acétique (1%), sous agitation constante pendant une nuit a température ambiante jusqu'a
sa solubilisation (Fernandez-Kim, 2004).

11.5.3. Détermination du degré de déminéralisation
Le degré de déminéralisation est calculé par la formule suivante (Rao, Mufioz, & Stevens,
2000) :

DM = (AO X Mo) - (Ar X Mr) /(AO X Mo) x100

Avec :

Mo, M, : Masse initiale et résiduelle du produit hydrolysé ;

Ao, A, : Pourcentage de cendres dans le produit initial et résiduel respectivement.
Ces taux sont estimés par la méthode (AOAC, 1990) décrite ci-dessus.

11.5.4. Détermination du degré de déprotéinisation
Le degré de déprotéinisation (DP) a été calculé a l'aide de I'équation suivante (Rao, Mufioz, &
Stevens, 2000) :

DP = (Py x My) — (P, X M,)/ (Py X My) X 100

Ou:
M,, M,. : Masse initiale et résiduelle du produit ;

Py, P, : Taux de protéine initiale et résiduelle du produit.
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11.5.5. Détermination du degré de déacétylation
11.5.5.1. Mesure par Spectroscopie Infrarouge a Transformation de Fourrier (FTIR)
La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier est une technique utilisée en chimie
analytique. Elle est considérée comme un outil analytique rapide, non destructif, puissant qui
permet d'étudier la structure et la composition chimique de petites molécules (Abidi, 2021).
Elle est liée a la vibration des liaisons interatomiques. Elle consiste a irradier I'échantillon avec
un rayonnement infrarouge. Lorsque la fréquence du rayonnement correspond a une fréquence
de vibration des molécules exposées, il se produit un phénomene d'absorption. Il en résulte un
pic d'absorption sur le spectre d'absorbance (Ahmed Hared , 2007).
Mode opératoire :
1 mg de poudre des polysaccharides sechés est mélangé avec 130 mg de KBr (Bromure de
potassium). Le mélange est comprimé en un disque de KBr (8 tonnes pendant 5 minutes). La
résolution spectrale est de 4 cm-1 (Sari-Chmayssem, et al., 2019)
Le degré de désacétylation du chitosane a été déterminé par la formule suivante (Brugnerotto,
etal., 2001) :

A1320/A1420 = 0.3822 4+ 0.03133.DA avec DA = 100 — DDA
Ou:

A 1320 : I’absorbance au nombre d’onde 1320 cm™ correspondant a I’amide 111 ;

A 1420 : I’absorbance au nombre d’onde 1420 cm™ correspondant a la déformation symétrique
de CH ; et CH, ;
DA : Degré d’acétylation.

11.6. Revivification de Legionella pneumophila

11.6.1. Préparation de milieu de culture

La culture des légionelles est lente et difficile (jusqu’a 10 jours). Les légionelles sont des
bactéries exigeantes (Jarraud, Girardo, Reyrolle, & Etienne, 2002). Par conséquent, la
préparation du milieu de culture spécifique de Legionella constitue un préalable indispensable
a la revivification de la souche. Le milieu de base des légionelles est autoclave et le supplément
de croissance BCYE et le supplément sélectif GVPC sont ensuite additionnés. Le supplément
GVPC regroupe un ensemble d'antibiotiques visant a inhiber la croissance des autres types de

bactéries. Une fois le mélange des composants fait, il ne restera plus qu'a couler les boites.




culture

Supplément ‘ S Supplément

de croissance ' A ’ sélectif

Figure 19 : Préparation du milieu de culture de L. pneumophilla

Mode opératoire selon le fabriquant Mast Group Ltd :

Mettre dans un bain marie 4 flacons contenant 250ml de milieu BCYE pour le faire
fondre ;

Utiliser de I'eau de javel pour désinfecter la paillasse et allumer le bec bunsen ;
Préparer 2 flacons de 500 ml en verre stériles ;

Prévoir 2 flacons de "supplément de croissance Legionella” et de "supplément sélectif
Legionella”, verser respectivement 25 ml et 10 ml d'eau distillée ;

Lorsque le milieu est bien liquide, le retirer du bain marie et le laisser tiédir 1égérement
sous I'eau de robinet ;

Verser deux flacons de 250 ml de milieu BCYE dans un flacon stérile de 500 ml, ajouter
le supplément de croissance et le supplément sélectif, puis compléter les flacons avec
du milieu BCYE jusqu'a la jauge ;

Fermer les flacons et les secouer soigneusement ;

Couler les boites et flamber celles-ci pour éliminer les bulles d'air avant de les fermer ;
Laisser le milieu se solidifier ;

Les boites préparées sont utilisables immeédiatement ou conservables a 2-8 °C dans des

sacs en plastique pour une durée pouvant aller jusqu'a plus d'une semaine.
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Figure 20 : Géloses BCYE et GVPC

11.6.2. Isolement de L. pneumophila
- Décongeler un tube de conservation dans lequel se trouve une suspension déja inoculée
avec Legionella pneumophila ATCC 33152 ;
Homogénéiser la suspension a l'aide d'un vortex ;
Prendre une goutte de la suspension avec une pipette Pasteur stérile ;
Ensemencer la gélose BCYE et GVPC ;
Incuber a 35 °C £1 °C pendant 10 jours.

@ )
Figure 21 : (a) Schéma de la technique d'ensemencement par epuisement, (b) souche de
référence L. pneumophila ATCC 33152

11.7. Etude P’efficacité du traitement d’une eau contaminée par Legionella par UV solaire

et chitosane

L'efficacité de I'élimination de L. pneumophila par le Cs ou/et par irradiation aux UV solaires
(SODIS) a été examinée. A cet effet, 500 ml d'eau distillée stérile ont été contaminés avec 0,1
McFarland (McF) d’une culture de légionelles puis placés dans des flacons de 1L en PET

stériles a usage unigque sous agitation magnétique continue durant 5h. L'expérience a été
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réalisée au niveau de 1’Institut Pasteur (IPA), en triplicate pour chaque traitement (Cs, SODIS,

Cs-SODIS) durant les jours suivant :

- Le 10/04/2022 de 10h30 & 15h30,
- Le 17/04/2022 de 9h36 & 14h36,
- Etle 24/04/2022 de 9n10 a 14h10.

11.7.1 Décontamination par chitosane

La décontamination de I'eau se fait aprés mise en suspension du Cs dans une solution d’acide

acetique a 1% (Fujimoto, Tsuchiya, Terao, Nakamura, & Yamamoto, 2006). Dans cette étude,

nous avons cherché a vérifier un éventuel effet d'adsorption du Cs seul vis-a-vis de Legionella.

Mode opératoire :
Contaminer 5L d’eau distillée stérile en introduisant 0.1 McF de L. pneumophilla
ATCC 33152 ;
Peser et ajouter 0,75 g de Cs dans chacun des trois flacons stériles ;
Remplir les 3 flacons avec 500ml d'eau contaminée pour chacun ;

Soumettre les flacons a une agitation magnétique continue sur une durée de 5h.

Figure 22 : Décontamination par chitosane

11.7.2. Décontamination par les UV solaires (SODIS)

La désinfection solaire de I'eau a incontestablement démontré son efficacité et a fait I'objet de
tests approfondis pour une large gamme de micro-organismes, notamment les bactéries, les
virus, les phages, les champignons et les protozoaires (Chalque & Rott, 2012; Heaselgrave &
Kilvington, 2012; Pichel, Vivar, & Fuentes, 2019). Il a été établi que dans le processus SODIS

ordinaire, basé essentiellement sur la synergie de I'effet optique et thermique du rayonnement
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solaire, l'accélération de [l'inactivation microbienne se produit proportionnellement a
l'augmentation de la température de I'eau, en particulier de 30 °C a 45 °C (Rijal & Fujioka,
2001; Berney M. , Weilenmann, Simonetti, & Egli, 2006; Castro-Alférez, Polo-Lopez,
Marugan, & Fernandez-Ibafez, 2017; Vivar, Pilar, Fuentes, & Lopez-Vargas, 2017; Nwankwo,
Agunwamba, & Nnaji, 2019).

Mode opératoire :
Contaminer I'eau distillée stérile avec 0,1 McF de L. pneumophila ATCC33152 ;
Remplir les 3 flacons stériles avec 500ml d'eau contaminée pour chacun ;
Déposer les flacons dans un lieu dont lI'intensité lumineuse est maximale sous agitation
magnétique continue pendant 5h.

11.7.3. Décontamination par Chitosane-SODIS

Cette manipulation a été faite dans le but de comparer I'efficacité de la désinfection par le
chitosane seul et associée aux UV solaires.

Mode opératoire :
Contaminer 5L d’eau distillée stérile avec 0.1 McF de L. pneumophilla ATCC 33152 ;
Peser et ajouter 0,75 g de chitosane dans chacun des trois flacons stériles ;
Remplir les 3 flacons avec 500ml d'eau contaminée pour chacun ;
Exposer les flacons a un endroit offrant un maximum d'intensité lumineuse sous

agitation magnétique continue pendant 5h.

Figure 23 : (a) Décontamination par SODIS, (b) Décontamination par chitosane-SODIS
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11.7.4. Décontamination par les billes a base de chitosane
Fabrication des billes de chitosane

Les billes de Cs ont été élaborées le 25/04/2022 dans le laboratoire de biochimie de

I’ENSSMAL apres dissolution de 3 g de poudre de Cs dans 100 ml d'une solution d'acide

acetique a 2 % en agitant le mélange jusqu'a obtention d’un gel visqueux. Ensuite, le gel a été

versé goutte a goutte a I’aide d’une seringue de 5ml dans 500 ml de solution de NaOH (6M) et
a été laissé se stabiliser dans I'obscurité pendant une nuit. Les billes obtenues ont été filtrées et

rincées avec de I'eau distillée.

La préparation a permis d'obtenir 47 g de billes de Cs de diamétre de 0.4 cm qui ont été réparties
sur trois flacons stériles afin de désinfecter I'eau contaminée par les L. pneumophila. Donc, un

total de 3 flacons contenant chacun environ 15 g de billes de Cs.

\
\

Figure 24 : Billes a base de chitosane

Mode opératoire :
Contaminer 2L d’eau distillée stérile avec 0.1 McF de L. pneumophilla ATCC 33152 ;
Repartir 15 g de bille de Cs dans chacun des trois flacons stériles ;
Remplir les 3 flacons avec 500 ml d'eau contaminée pour chacun ;

Soumettre les flacons a une agitation magnétique continue durant 5h.

11.8. Evaluation de la qualité microbiologique de I’eau traitée

L'évaluation de la qualité microbiologique de l'eau traitée se fait par le calcul du taux
d'abattement de L. pneumophila présente dans I'eau avant et aprés la désinfection par le
chitosane, SODIS, chitosane-SODIS et les billes de chitosane.
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La recherche et dénombrement de L. pneumophila a été réalisée par la méthode de filtration
sur membrane (AFNOR, 2014). Cette méthode de concentration est le moyen le plus
couramment utilisé dans les laboratoires, en raison de sa simplicité et sa rapidité. Elle
correspond a une filtration d'un volume d'eau a travers des membranes stériles de porosité de

0,45 um susceptibles de retenir les bactéries.

Dans la présente étude, un volume de 500 ml d'eau témoin contaminée est filtré pour estimer
la charge bactérienne avant traitement. A la fin de chaque expérience, les volumes traités par

les différentes méthodes de décontamination sont filtrés.

Présentation de I’appareil de filtration sur membrane :
Le dispositif est constitué de 6 postes de filtration simples (Figure 25) qui fonctionnent a basse

pression via une pompe a vide, il contient également un support de filtre sur lequel est placée

la membrane de filtration ainsi que 1’entonnoir.

(1) : Support filtre ou se place la membrane de filtration + entonnoir
(2) : Bec-bunsen

Figure 25 : Dispositif de I'appareil de filtration sur membrane

Mode opératoire :
Il convient de placer le dispositif entier devant un bec-bunsen et sur une paillasse préalablement

nettoyée a I'eau de javel, de sorte a disposer d'une zone de travail stérile.

- Stériliser le dispositif avec de I'alcool suivi d'un flambage ;
- Assembler les différents constituants du dispositif de filtration ;

- Flamber le support de filtre ;
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Prendre la membrane de filtration stérile pres du bord et la placer le c6té quadrillé vers
le haut sur le support de filtre a I'aide d'une pince a mors plat préalablement flambée ;
Placer I'entonnoir stérile sur le support de filtre et la membrane ;
Verser I'eau contaminée de chaque échantillon dans un entonnoir ;
Evacuer le vide en ouvrant le robinet jusqu'a ce que I'échantillon soit complétement
filtré ;
Fermer le robinet une fois la membrane séche ;
Détacher I'entonnoir et placer la membrane dans le tube et ensemencer selon les
recommandations AFNOR ;
Flamber le dispositif par le bec Bunsen apres chaque échantillon filtré pour empécher
toute contamination éventuelle ;

Incuber les boites pendant (2-10 jours) a 37°C.
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Figure 27 : Dilutions préparées
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Chapitre III : Resultats et discussion
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I11.1. Identification de I’espéce

L'identification de I'espéce Aristeus antennatus repose sur des critéres spécifiques déecrits dans

la fiche FAO (Fischer, 1987) et consignés dans le tableau 6 ci-dessous.

La téte (Cephalon) se compose comme chez tous les arthropodes de 2 yeux latéraux, 2 paires
d’antennes, 2 paires d’antennules et une bouche entourée de picces buccales. Le rostre est
généralement denté. L’abdomen est plus long que la carapace ou la téte. Il est constitué de 6
segments portant chacun une paire de pattes abdominales qui sont élargies en forme de palettes.
On trouve une piece terminale différente des segments ou s’ouvre 1’anus ou le telson (Ginet &
Roux , 1975).

Tableau 6 : Critéres distinctifs pour I'identification de Aristeus antennatus. Fiche FAO
(Fischer, 1987)

Critéres Rostre Telson

e Son bord dorsal est e Long et trés étroit,

o armé de 3 dents comprimé latéralement,
Caractéristiques _
se termine par une

pointe aigue.

Selon la fiche FAO
(Fischer, 1987)

Espéce de la présente

étude

Figure 28 : Aspect de I'espéce Aristeus antennatus récoltée au niveau de la pécherie
d'Alger
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111.2. Composition biochimique globale des coproduits de Aristeus antennatus

La composition biochimique des coproduits issus de la crevette Aristeus antennatus a été
déterminée et exprimée par rapport a la matiere seche (MS). Les résultats sont présentés dans
le tableau 7 et dans la figure 29 ci-dessous. Ces analyses indiquent la présence de 10.11 %
d'’humidité, 49.5% de minéraux, 7.13% de protéines et 4.82 % de lipides.

Tableau 7 : Composition biochimique globale des coproduits de Aristeus antennatus
(MS)

) Guesmi et Haddab et _ )
Présente ) Kefil Oulhiz
Taux (%) ) Hennous Kortbi
étude (2020) (2018)
(2021) (2020)

Teneur en

10.11 11.57 14.61 10.5 10.09 + 0.09
eau

Teneur en
) 495 39.88 37.49 32.6 28.09 + 0.52
minéraux

Teneur en

B 7.13 8.3 28.96 24.26 30.63 + 2.01
proteines
Teneur en

o 4.82 6.99 8.7 3.22 £ 02.04
lipides

I11.2.1. Teneur en eau

A la lecture du tableau 7. La teneur en eau, contenue dans les carapaces d’A. antennatus est de
10,11%, il s'agit d'une valeur relativement proche de celle rapportée par Oulhiz (2018) qui se
trouve aux alentours de 10% chez la méme espece, par Kefil (2020) (10,5%) ainsi que celle

enregistrée par Guesmi et Hennous (2021) (11,57%) chez I'espéce Parapenaeus longirostris.

Quant & Haddab et Kortbi (2020), elles ont relevé des taux Iégérement supérieurs (14,61%).

Ces résultats signifient que le séchage de notre échantillon dans I'étuve a 30°C pendant 72h a

été efficace.

111.2.2. Teneur en minéraux totaux
Le résultat obtenu pour I'évaluation de la teneur en cendres des coproduits d'A. antennatus est
de I’ordre de 49,5%.
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Cette valeur est plus élevée que celles obtenues par I'ensemble des auteurs : Guesmi et Hennous
(2021) (39,88%) pour la crevette Parapenaeus longirostris, Haddab et Kortbi (2020) (37,49%),
Kefil (2020) (32,6%) pour le mélange de Parapenaeus longirostris et Aristeus antennatus et
Oulhiz (2018) (28,09%) pour Aristeus antennatus. Ce qui révele la richesse en éléments

minéraux de notre échantillon.

La composition biochimique globale des coproduits de crustacés fluctue selon I'espéce, le sexe,
I'dge, la saison et les conditions environnementales. De plus, ces variations peuvent étre
observées chez un méme individu. Les crevettes perdent progressivement leur carapace au fur
et a mesure de leur croissance en raison de la taille de celle-ci devenue inadaptée a leur corps,
et a la suite de chaque mue, elles se trouvent alors dans la nécessité de reconstruire leur nouvel

exosquelette, constitué a partir des minéraux absorbés dans le milieu naturel.

111.2.3. Teneur en protéine totales
La teneur en protéines de 1’échantillon analysé est de 7,13 %. Ce pourcentage avoisine celui
révelé par Guesmi et Hennous (2021) soit 8, 11%. En revanche, il est largement inférieur a
celui reporté par Haddab et Kortbi (2020) (28,96%), par Kefil (2020) (24,26%) et par Oulhiz
(2018) avec une teneur de 30,63 %.

Ce résultat est d0 probablement & un décorticage et un nettoyage trés poussé de la matiére
premiére. En effet, toute la chair collée a la carapace et au telson a été extraite afin de faciliter
et d'optimiser I'étape de déprotéinisation. Néanmoins, il est a signaler que dans 1’échantillon
traité, les tétes éetaient prédominantes et il a été démontré dans une étude que les tétes de

crevettes ont une teneur en protéines qui atteint 57% (Randriamahatody, 2011).

Ainsi, chez les animaux aquatiques, il arrive fréquemment que des variations de la composition

biochimique de la chair et des coproduits soient observées chez un méme individu, des

différences peuvent étre constatées dans la région pres de la téte par rapport a celle de la queue.

111.2.4. Teneur en lipides totaux

La teneur en lipides des coproduits de notre échantillon est presque du méme ordre que celle
trouvée par Oulhiz 2018 (4,82%, 3,22% respectivement) pour la méme espece. En revanche,
elle est plus faible que celles relevées par Guesmi et Hennous (2021) pour Parapenaeus
longirostris, par Haddab et Kortbi (2020), et par Kefil (2020) pour le mélange de Parapenaeus

longirostris et Aristeus antennatus (11,04%, 6,99% et 8,7% respectivement).
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= Teneur en eau = Teneur en minéraux = Teneurs en protéines

Teneurs en lipides  ® Autres

Figure 29 : Composition biochimique globale des coproduits d’Aristeus antennatus en

pourcentage

I111.3. Caractérisation du chitosane

111.3.1. Rendement massique

Tableau 8 : Rendements d’extraction du chitosane extrait des capaces de A. antennatus

) (Guesmi & (Haddab & )
Présente ) ) (Oulhiz,
) Hennous, Kortbi, (Kefil, 2020)
étude 2018)
2021) 2020)

Rendement
massique 11.13 9.6
(%)

Le rendement massique du Cs obtenu par extraction a partir des coproduits de la crevette
Aristeus antennatus est de 11% comme indiqué dans le tableau 8 ci-dessus.

La déminéralisation, la déprotéinisation et la désacétylation de la Ct ont permis d'obtenir un
rendement massique assez voisin a celui obtenu par Guesmi et Hennous (2021), Haddab et
Kortbi (2020), et Oulhiz (2018) qui est de 11.13 %, 9.6 %, 9.02 % respectivement.

En revanche, la valeur obtenue est plus élevée que celle notée par (Kefil, 2020) (6.84%).
Cette différence entre les résultats est due au fait que les rendements massiques varient en

fonction de plusieurs facteurs tels que : la méthode d'extraction, les especes utilisées, les saisons

et les conditions environnementales (zones de péche) (Ozogul, et al., 2019).
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Figure 30 : Aspect final du chitosane obtenu

111.3.2. Solubilite

Dans la solution d'acide acétique a 1%, le Cs extrait des coproduits se dissout entierement, avec

une apparence visqueuse et un aspect translucide, ce qui prouve que la désacétylation de la Ct

a été bien effectuée.

Le Cs est soluble en milieu acide & pH<6.5 contrairement a la Ct qui est insoluble. Cependant,
il ne peut étre dissous dans des solutions aqueuses neutres ou des solvants organiques (Ifremer,
2010). En effet, lorsque le pH est faible, les amines subissent une protonation et deviennent

chargées positivement, le Cs devient alors un polyélectrolyte cationique hydrosoluble.

Inversement, lorsque le pH de la solution est élevé, le Cs est insoluble. Ce passage entre I'état
soluble et insoluble du Cs se fait autour de la valeur du pKa pour un pH compris entre 6 et 6,5
(i, et al., 2005).

Figure 31 : Solubilisation du chitosane produit
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111.3.3. Degré de déminéralisation et déprotéinisation
Le calcul du taux de protéines et de cendres résiduelles du chitosane permet d'évaluer
I'efficacité des traitements de déminéralisation et de déprotéinisation des co-produits de
crevettes. Le tableau 9 ci-dessous rapporte les résultats obtenus :

Tableau 9 : Degrés de déminéralisation et de déprotéinisation du chitosane produit

Chitosane extrait
DM (%) 100
DP (%) 97.15

Au regarde du tableau, le DM a atteint 100%, ce qui correspond a une élimination totale de
minéraux dans le chitosane produit, bien que 1’échantillon f(t tres riche en cendres (49,5%).
Ce résultat est identique a celui obtenu par Guesmi et Hennous (2021). Pour Haddab et Kortbi
(2020), elles ont obtenu un DM faible de 53,31%, probablement lié a la résistance des minéraux
constitutifs de la carapace de la crevette aux attaques acides. Les concentrations de minéraux
résiduels rapportées par KEFIL (2020) et OULHIZ (2018) sont de 6,36% et 1,53+0,44%

respectivement.

Concernant le DP, nous avons enregistré un pourcentage de 97,15% qui se rapproche de celui
obtenu par Haddab et Kortbi (2020) qui est de 100%. Kefil (2020) et Oulhiz (2018) ont

respectivement enregistré des concentrations en protéines résiduelles de 1,53 % et de 0,04 a

0,88 %. Néanmoins, le taux obtenu est supérieur a celui révélé par Guesmi et Hennous (2021)
(63,2%), indiquant ainsi une élimination presque totale des protéines apres traitement a la

chaleur et avec des bases fortes.

111.3.4. Degré de deacétylation
La spectroscopie FTIR a été effectuée dans une gamme de fréquences de 4000-500 cm-1 sur
des pastilles de KBr contenant le chitosane produit. Les résultats de la caractérisation révelent

une série de pics d'absorption qui sont représentés dans la figure 32 ci-dessous :
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Figure 32 : Spectre FTIR du chitosane produit

Le spectre obtenu par FTIR a mis en évidence les liaisons qui caractérisent le Cs notamment
les liaisons (O-H) dans les régions 3300 et 1155 cm™, les liaisons (C-H) dans les régions 2879
cm?, 2922 et 2888 cm, les liaisons C=0 aux pics 1660, et aussi les liaisons (N-H) dans les
régions 1643, 1594 cm,

D’apres le spectre FTIR, le DDA du Cs extrait & partir des co-produits d’Aristeus antennatus
est de 94.4 %. Ce degre est Iégérement élevé que celui obtenu par Haddab et Kortbi (2020) qui
est de 80.31 %.

Selon Li et al (2005), un DDA élevé (>70%) indique que le chitosane est de bonne qualité. En
solution, la viscosité de ce polymére dépend du DD. Plus il est désacétylé, plus il y a de
groupements amines libres, plus le chitosane est soluble et par voie de conséquence sa viscosité

est plus importante (Zemmouri, 2008).

I11.5. Efficacité du traitement du chitosane et des UV solaires dans I’élimination de L.

pneumophila

111.5.1. Etude du taux d’abattement de la Iégionnelle aprés traitement avec le chitosane
Aprés un traitement par chitosane produit pendant 5 heures d'une eau contaminée par 0,1 McF
de L. pneumophila ATCC 33152. La moyenne des résultats obtenus pour chaque triplicate est

représentée dans le tableau 10 ci-dessous :
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Tableau 10 : Résultats du traitement par chitosane

[C]

Apreés traitement  Taux d’abattement

[C]
Avant traitement

chitosane (%)
(UFCI/L)

(UFC/L)
10/04/2022 26 x 107 268 x 102 99.99

17/04/2022 44 x 107 2 x 10* 99.99
24/04/2022 38 x 107 0 100

Au regard du tableau 10, le chitosane présente une activité antagoniste vis-a-vis de Legionella
pneumophila. Le traitement par adsorption sur le chitosane semble tres efficace puisque des
taux d’abattement de 99.99% a 100% ont été enregistrés. Ces résultats sont tres prometteurs
puisque le chitosane seul semble suffisant pour épurer I’eau contaminée initialement avec des

taux tres élevées en légionelles.

Sagoo et al (2002) ; Chien et Chou (2006) ont rapportés que ce biopolymére posséde une
activité antimicrobienne vis-a-vis de différents groupes de microorganismes, bactéries, virus,
champignons, et levures. En général, ces deux derniers sont les plus sensibles au chitosane

suivies des bactéries.

Par ailleurs, l'activité antibactérienne du chitosane est influencée par de nombreux facteurs
incluant l'origine biologique du chitosane, le pourcentage de désacétylation, le degré de

polymeérisation ou le poids moléculaire (No et al., 2002).

En effet, les propriétés fonctionnelles du chitosane sont également influencées par le matériel
brut utilise pour sa production et peuvent varier, aussi en fonction des especes, mais également
au sein d'une méme espece au cours de variations saisonniéres. Le chitosane provenant de
crustacés démontre des mécanismes antibactériens plus diversifies que le chitosane d'origine
microbienne. Plus le chitosane est désacétylé, plus son activité antimicrobienne est forte,

indiquant que les groupes fonctionnels pour l'inhibition de la croissance sont les groupes

aminés cationiques (Song et al., 2002).
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111.5.2. Etude du taux d’abattement de la légionnelle apres traitement avec SODIS
Apres un traitement au SODIS d'une eau contaminée par L. pneumophila ATCC 33152 a 0.1
McF pendant 5 heures. La moyenne des résultats obtenus pour chaque triplicate en fonction
des irradiations solaires incidentes sur plan horizontal est représentée dans le tableau 11 et la

figure 33 ci-dessous :

Tableau 11 : Résultats du traitement SODIS

[C]
Apres

[C] Irradiations

Avant solaires incidentes

traitement E\O/

sur plan horizontal
(W/im?)

traitement
(UFCI/L)

SODIS
(UFC/L)
10/04/2022 26 x 107 0 100 708.333333

d’ abattement

17/04/2022 44 x 107 0 100 683.333333

24/04/2022 38 x 107 0 100 698.333333

SODIS SODIS SODIS
708,333333 683,333333 698,333333

TAUX D'ABATTEMENT (%)

IRRADIATIONS SOLAIRES INCIDENTES SUR PLAN
HORIZONTAL (W/M?)

Figure 33 : Taux d’abattement de L. pneumophila avec traitement SODIS en fonction

des irradiations solaires incidentes sur plan horizontal

Au vu des résultats obtenus apres traitement par SODIS des eaux contaminées, nous constatons

que cette méthode est tres efficace et fiable dans 1’élimination de L. pneumophila.

En effet, I’expérimentation a été répétée trois fois, a 07 jours d’intervalle, un rayonnement

solaire moyen 700 W/M? et I’abattement de ce germe est de 100%.
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En effet, il a été démontré que la lumiere solaire a des effets néfastes sur les protéines cellulaires
et les acides nucléiques. Les photons solaires attaquent les protéines, soit directement, soit

indirectement par l'intermédiaire des dérivés réactifs de I'oxygéne (DRO), et cela pourrait étre

le principal mécanisme d'action lors de la désinfection solaire (Berney, Weilenmann, & Egli,

2006; Bosshard, et al., 2010).

111.5.3. Etude du taux d’abattement de la légionnelle apres traitement avec chitosane-

SODIS
Aprés un traitement au Chitosane-SODIS pendant 5 h d'une eau contaminée par L.

pneumophila ATCC 33152 a 0.1 McF. La moyenne des résultats obtenue en fonction de
I’irradiation solaire incidente sur plan horizontal pour chaque triplicate est représentée dans le

tableau 12 ci-dessous :

Tableau 12 : Résultats du traitement Chitosane-SODIS

[C] [C] Irradiations

Avant Apreés traitement solaires incidentes
sur plan horizontal

(W/m?)

traitement Chitosane-SODIS
(UFC/L) (UFC/L)
10/04/2022 26 X 107 0 100 708.333333

d’ abattemen

17/04/2022 44 x 107 0 100 683.333333

24/04/2022 38 x 107 0 100 698.333333

Aprés observation du tableau, nous constatons 1’élimination totale (100%) de L. pneumophila
dans I’eau traitée par Chitosane- SODIS. Il est important de rappeler que les concentrations
initiales en ce germe dans les expérimentations sont largement supérieures a celles retrouvées
habituellement dans les réseaux hydriques. Ce systéme est hybride chitosane-SODIS est vrai
semblablement tres performant et stable puisque les expérimentations ont été répétes trois fois
a chaque expérimentation et a 07 jours d’intervalle. En effet, I’adsorption, I’activité antagoniste
du chitosane produit ainsi que les UV solaires peuvent se substituer au traitement énergivore,

corrosif et polluant qui est celui du chauffage et I’eau de javel.
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111.5.4. Etude du taux d’abattement de la lIégionnelle apres traitement avec les billes de
chitosane

Aprés un traitement avec les billes de chitosane sans soleil pendant 5 heures d'une eau
contaminée par 0,1 McF de L. pneumophila ATCC 33152. La moyenne des résultats des

triplicate obtenus pour chaque triplicate est représentée dans le tableau 13 ci-dessous :

Tableau 13 : Résultats apres traitement par billes de chitosane

[C]
Apres traitement  Taux d’abattement
Billes de chitosane (%)
(UFC/L)

26/04/2022 112 x 107 490 x 10° 56.24

[C]
Avant traitement
(UFC/L)

Le taux d'abattement apres traitement par les billes de chitosane a labri de la lumiere et sans
chauffage est de 56,24 % comme le montre le tableau 13 ci-dessus. Ce faible pourcentage
résulte probablement d'une part a la faible quantité de billes utilisées (15 g de billes humides
correspondant a 0.5 g de poudre de Cs mis en jeux) et d’autre part a la trés forte concentration

initiale en Legionella dans I'eau, ce qui limite I'efficacité d'adsorption et d'élimination. Alors

que pour le Cs en poudre, la concentration idéale, relevée dans des travaux antérieurs, est de

1.5 g (Fujimoto, Tsuchiya, Terao, Nakamura, & Yamamoto, 2006).

Par ailleurs, il a été démontré dans plusieurs études que le conditionnement du chitosane sous
forme de billes de gel augmente les capacités maximales d'adsorption. Elles pouvaient étre
considérées comme un biosorbant efficace pour I'élimination des métaux lourds tels que
I’arsenic (As), le cuivre (Cu), et le nickel (Ni) et le chrome hexavalent (Cr VI) dans I'eau (Ayub,
Raza, Majeed, Tariq, & Irfan, 2020; Ngah & Fatinathan, 2008; Eser, Niket Tirtom, Aydemir,
Becerik, & Dinger, 2012). Néanmoins, il a été démontré que la taille des billes, la réticulation
et la concentration initiale en ces métaux sont des parameétres cinétiques importants qui influent
sur les performances de I’adsorption et donc du traitement appliqué.

De ce fait, pour optimiser I'élimination de L. pneumophila par les billes de chitosane, il convient
de bien étudier les quantités exactes a mettre en ceuvre pour une adsorption de la bactérie étant
donné que dans la présente étude, le traitement par billes de chitosane est considéré comme un

test préliminaire.
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111.6. Etude comparative entre les différentes méthodes de traitement utilisées
Le tableau 14 et la figure 34 représentent respectivement les taux d'élimination de Legionella

par le traitement au chitosane, et Chitosane-SODIS en fonction de 1’irradiation solaire.

Tableau 14 : Taux d’abattement de L. pneumophila avec traitement Chitosane, et
Chitosane-SODIS

[C] [C]
Avant Apres

[C]

Apres traitement @

>

traitement | traitement
(UFC/L) = Chitosane

Chitosane-SODIS

d’ abattement
d’ abattement

10/04/2022 26 x 107 = 268 x 10* 99.99
17/04/2022 44 x 107 2x10*  99.99

24/04/2022 38 x 107 0 100

TAUX D'’ABATTEMENT (%)

CHITOSANE
CHITOSANE
CHITOSANE

CHITOSANE-SODIS

CHITOSANE-SODIS
CHITOSANE-SODIS

10/04/2022 17/04/2022 24/04/2022

Figure 34 : Taux d’abattement de L. pneumophila avec traitement Chitosane, et
Chitosane-SODIS

Comme représente sur la figure 33 ci-dessus, les traitements chitosane et chitosane-SODIS
pour les essais du 10 avril, 17 avril et 24 avril ont entrainés une réduction de L. pneumophila
avec un taux d’abattement de 99.99 % pour le traitement avec le chitosane a 1’abri du soleil et
100 % pour le traitement chitosane-SODIS avec un rayonnement solaire global qui se situe
entre 698 et 708 W/m?2 (tableau 11).
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Le traitement au Cs a permis de réduire la charge bactérienne en Iégionelles dans I'eau mais n'a
pas atteint 100% dans le cas des deux tests effectués le 10 et le 17 avril. Seul le test du 24 avril
a enregistre un abattement de 100%. En revanche, une élimination totale (100 %) de Legionella
par le traitement Chitosane-SODIS a été observée, ce qui est probablement di a son effet
germicide basé sur I'effet combiné du chauffage thermique et de la lumiere solaire provoquant

I’élimination de I'agent pathogene.

Par conséquent, la combinaison du traitement chitosane avec les UV solaires semble étre une

bonne solution pour augmenter le taux d'abattement de L. pneumophila & 100%.

Tableau 15 : Moyennes des pourcentages d'élimination de L. pneumophila en fonction
des différentes méthodes de traitement utilisés

Différents
traitement  Chitosane SODIS
utilisés
Moyenne du
taux

d’abattement
(%)

Chitosane- Billes de
SODIS chitosane

99,99 100 100 56,24

MOYENNE DU TAUX
D'ABATTEMENT (%)

CHITOSANE SODIS CHITOSANE- BILLES DE
SODIS CHITOSANE

DIFFERENTS TRAITEMENT UTILISES

Figure 35 : Moyennes des pourcentages d’eélimination de L. pneumophila en fonction des
différentes méthodes de traitement utilisés

Au terme de I'étude et de l'observation des tableaux et figures ci-dessus, nous constatons que

I'élimination de L. pneumophila dans I'eau au moyen du traitement chitosane est de 99,99%.
Ce taux atteint les 100% en combinant le chitosane aux UV solaires ou en utilisant uniquement

ces derniers, permettant ainsi un abattement total de la bactérie. Or, selon la réglementation, le
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taux maximal de L. pneumophila admis dans les réseaux est de 103 UFC/L (Exner, Pleischl,

Grummt, & Engelhart, 2011).

De ce fait, les résultats obtenus se sont avérés trés satisfaisants puisque les concentrations
initiales utilisées dans les expériences sont nettement plus élevées que les valeurs généralement
observées dans les réseaux d’eaux. En effet, dans une étude réalisée en Allemagne par Lick et
al (1999) les concentrations des 1égionelles dans les réseaux d’eau étaient comprises entre
103et 10> UFC/L. Guesmi et Hennous (2021) ont enregistrés également un taux d’abattement
de 100 % en utilisant le traitement chitosane-SODIS.

Il est donc recommandé de recourir au procédé chitosane-SODIS pour le traitement des eaux
chargées étant donné qu'il a démontré son efficacité. Néanmoins, le Cs seul reste une alternative
pour le traitement de I'eau des tours de refroidissement pour les pays qui ne disposent pas d'un

ensoleillement important, sans avoir recours a la chaleur.

En ce qui concerne le traitement par billes de chitosane, le taux d'abattement enregistré est plus
faible (56,24%) par rapport aux autres traitements utilisés en raison de la faible quantité et la
petite taille des billes (0.4 cm), et a la charge trés élevée en légionelles dans ’cau durant
I'expérience (112 x 107 UFC/L). Par ailleurs, ces résultats sont encourageants et le traitement
avec les billes de chitosane est trés intéressant car elles engendrent moins de turbidité dans
I’eau a traiter que la poudre, ce qui permet une plus grande penétration des rayons UV ; en
outre les billes peuvent étre récupérées apres traitement plus facilement et recyclées.

Igoud et al (2014) ont démontré I'efficacité du processus de desinfection des eaux par les UV
solaires et artificielles par rapport a celui de la chloration. Ainsi, les processus de désinfection
solaires des eaux sont des traitements appropriés pour améliorer leur qualité microbienne et

leur réutilisation

Igoud et al (2015), Moussaoui et Boumrar (2011) ont également démontré que la photolyse
avec un temps d'exposition de 8 h, a permis une désinfection complete de tous les agents
pathogénes a savoir les coliformes totaux, les coliformes fécaux, les streptocoques, les
staphylocoques et les levures du seuil de détection de I'analyse microbienne, a I'exception des

spores sulfito-réductrices.

Dans la présente étude, la durée d'exposition a été réduite a 5 h et les résultats obtenus se sont
révélés tres satisfaisants, démontrant qu'une élimination totale de L. pneumophila est possible

a cette durée avec un rayonnement solaire compris entre 698 et 708 W/mz. Ces résultats peuvent
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étre expliqués par l'inactivation des bactéries sous I’effet des rayonnements solaires.
L’inhibition serait due a l'action des UVA, du visible et surtout des UVB via une action directe
sur I'ADN des microorganismes (Ben Messaoud, 2009; Malato, Fernandez-1banez, Maldonado,
Blanco Galvez, & Gernjak, 2009). En général, les micro-organismes présentent une sensibilité
variable aux rayonnements UV. Les bactéries a Gram négatif résistent plus longtemps que les
bactéries a Gram positif grace au réle protecteur assuré par le lipopolysaccharide, de la paroi
des bactéries a Gram négatif, qui constitue une barriere pour les composés toxiques générés

lors de la photolyse de I'eau (Maiga, Wethé, Ouattara, & Traoré, 2018).

Ces différentes méthodes de traitement ont toutes une performance remarquable. Par

conséquent, le choix du traitement reposera essentiellement sur le type de contaminant, sa

toxicité et sur sa résistance a la méthode choisie.
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Conclusion et perspectives

Cette etude visait d'une part la valorisation biotechnologique des coproduits de crustacés en
vue d'obtenir une biomolécule a haute valeur ajoutée (chitosane) et d'autre part d'étudier
I'efficacité du traitement avec le chitosane dans I'élimination des légionelles présentes dans

I'eau.

Une seule espece a été identifiée dans les coproduits de crevettes collectées
Aristeus antennatus. Il ressort de la composition biochimique des coproduits de celle-ci, une
richesse en minéraux (49.5%), en protéines (7.13%), en lipides (4.82%) et en polysaccharides
dont la chitine (28.44%).

La caractérisation biochimique du chitosane produit a révélé que ce biopolymere est de tres
bonne qualité : une totale solubilit¢é dans 1’acide acétique avec un aspect visqueux, une
importante déminéralisation et déprotéinisation ont été enregistrées (100% et 97,15%
respectivement) ainsi qu'un fort degré de désacétylation (94.4 %). Cette derniére caracteristique

serait a 1’origine de son activité antagoniste et antibactérienne.

Plus le chitosane est désacétylé, plus son activité antimicrobienne est forte, indiquant que les

groupes fonctionnels pour I'inhibition de la croissance sont les groupes aminés cationiques

Le traitement de I'eau contaminée par L. pneumophila par la méthode SODIS (photolyse), et la
méthode Chitosane-SODIS ont fourni un trés bon résultat, avec un taux d'abattement de 100%

correspondant a une élimination totale de ce pathogéne.

Le traitement chitosane sans exposition au soleil a permis d'obtenir des résultats remarquables

avec une élimination presque totale de 99,99%.

Le traitement avec des billes de chitosane a enregistré un taux d'abattement de 56,24%, ce
faible taux est probablement di a la faible quantité de billes par rapport au volume d’cau a

traiter et la forte charge microbienne.

Pour la décontamination des eaux chargées, il est recommandé d'utiliser le traitement par
photolyse ou de lui associer le chitosane puisqu'ils ont fait preuve de leurs performances durant

I'expérimentation.

On peut conclure ; d'apres les résultats obtenus, la valorisation biotechnologique des coproduits

de crevette ainsi que l'utilisation de l'irradiation UV dans le domaine de la décontamination des
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eaux méritent un intérét particulier. Elles constituent des solutions alternatives intéressantes et

s'integrent dans le concept du développement durable.

A plus long terme et pour approfondir et compléter ce travail, certaines pistes semblent

prometteuses :

Evaluer la rentabilité de I'extraction de chitosane a partir de coproduits de crevettes.
Optimiser le traitement avec les billes de chitosane en employant les concentrations
adéquates.

Procéder a la caractérisation physico-chimique des billes, notamment leur surface et
leur diamétre, par MEB et DRX.

Développer des membranes de filtration a base de chitosane destinées a la
microfiltration.

Etudier le mécanisme et la cinétique d'adsorption de ce germe sur le chitosane produit.
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Figure 36 : Courbe d'étalonnage du dosage des protéines

Annexe 02 : Matériel utilisé pour I’analyse biochimique des carapaces de crevettes.

Figure 39 : Spectrophotometre UV- visible




Annexe 03 : Aspect de la poudre de crevette aprés dépigmentation et délipidation

Figure 40 : Poudre de crevette décolorée

Annexe 04 : Composition du Milieu de culture utilisé

BCYE

Buffered Charcoal Yeast Extract est un milieu sélectif permettant 1’isolement et

I’enrichissement des Légionelles.

Composition type (g/l)
Extrait de levure

Chlorhydrate de L-cysteine
Alpha-cétoglutarate
Pyrophosphate de fer 111
Tampon ACES/ hydroxyde
Charbon activé

Agar



https://fr.wikipedia.org/wiki/Cyst%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Alpha-c%C3%A9toglutarate
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fer#Chimie_du_fer
https://fr.wikipedia.org/wiki/Charbon_activ%C3%A9

Résumé

La présente étude a porté sur la valorisation des coproduits de la crevette la plus abondante en
Algérie qui est Aristeus antennatus, l'extraction du chitosane, et le traitement des eaux
contaminées par Legionella pneumophila en utilisant ce biopolymére en poudre et en billes
seul ou associé aux UV solaires. La photolyse seule a également été utilisée afin de comparer
entre les différentes méthodes.

L'analyse biochimique globale de la composition des coproduits de la crevette a montré que
I'exosquelette de cette derniere renferme une quantité considérable de minéraux, de protéines,
de lipides et d'autres composés tels que les polysaccharides. L’extraction du chitosane a été trés
efficace avec un rendement massique de production et un degré de désacétylation tres élevés.
Le chitosane produit est de bonne qualité, soluble dans 1’eau légerement acide avec un DDA
de 94.4%.

L'efficacité de I'élimination de L. pneumophila par le traitement au chitosane ou/et par
irradiation UV solaire a été étudiée en réalisant des séries d'expériences comprenant les
différentes méthodes de traitement ; celles-ci ont toutes fourni de tres bons résultats avec un
abattement important, particulierement celle du traitement par chitosane combiné a la
photolyse et celle de la photolyse seule.

Mots clés : Coproduis de crevettes, valorisation biotechnologique, Aristeus antennatus,
chitosane, Legionella pneumophila, SODIS
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Abstract

The present study focused on the valorization of the co-products of the most abundant shrimp
in Algeria, which is Aristeus antennatus, the extraction of chitosan, and the treatment of water
contaminated by Legionella pneumophila using this biopolymer in powder and beads alone or
associated with solar UV. Photolysis alone was also used to compare between the different
methods.

The overall biochemical analysis of the composition of shrimp co-products showed that the
shrimp exoskeleton contains a considerable amount of minerals, proteins, lipids, and other
compounds such as polysaccharides. The extraction of chitosan was very efficient with a very
high production mass yield and degree of deacetylation. The chitosan produced is of good
quality, soluble in slightly acidic water with a DDA of 94.4%.

The efficacy of eliminating L. pneumophila by chitosan treatment or/and by solar UV
irradiation was studied by performing series of experiments including the different treatment
methods; all of them provided very good results with high abatement, especially the one of
chitosan treatment combined with photolysis and the one of photolysis alone.

Key words: Shrimp co-products, biotechnological valorization, Aristeus antennatus, chitosan,
SODIS, Legionella pneumophila




