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Introduction

Face a une société tournée vers la surconsommation et un état écologique planétaire
déplorable, de plus de plus de pays se tournent vers le développement durable. La
minimisation des déchets est 1’une des branches les plus importantes de ce concept. En effet
I’élimination des déchets, qu’ils soient organiques (coproduits) ou inorganiques, représente un
probleme considérable, car une mauvaise gestion de ces derniers entraine une accumulation

de polluants aussi bien sur terre qu’en mer.

Selon le rapport sur la situation mondiale des péches et de I’aquaculture, 34.2% des stocks
mondiaux des produits de la mer sont surexploités (FAO, 2020). La production mondiale de
crevettes est de 8.2 MT par an incluant la péche et I’aquaculture (FAO, 2014), seul 30% du
poids de la crevette fraiche est consommé directement sous forme de chair, ce qui revient a
environ 5.74 MT de déchets organiques a traiter. Ces déchets représentent les coproduits, on 'y
retrouve notamment la carapace, la téte et les appendices. Tres riches en nutriments, Ils sont

transformés et exploités pour leurs différentes propriétés.

A titre d’exemple, la farine de coproduits de crevettes est utilisée dans les élevages de
salmonidés pour sa teneur élevée en caroténoides (RANDRIAMAHATODY, 2011).
L’autolysat des tétes de crevettes, peut aussi étre utilisé comme additif alimentaire de par leur
richesse en protéines et en acides aminés libres a haute valeur nutritionnelle (CAO et al,2008)
ou pour ses propriétés antioxydantes (PERALTA et al ,2008). Sans oublier le chitosane,
dérivé de la chitine, un polysaccharide qui entre dans la composition des carapaces qui est
doué d’activités Dbiologiques variées, notamment antiallergique, antioxydante,
antihypertensive, anticoagulante, antidiabétique, anti-obésité, anticancéreuse, anti-
inflammatoire et antimicrobienne (KHAN et al.,2019 ; NATARAJAN et al.,2017) ;

Le chitosane est une molécule non toxique, biodégradable, non allergene et par conséquent
inoffensive si elle est rejetée dans la nature (NATARAJAN et al. 2017 ; KHAN et al. 2019)
ce qui pourrait presenter un atout majeur dans le traitement des eaux contaminées par
différents germes pathogenes (CRINI, BADOT ET MORIN-CRINI .2019).

En Algérie, la production de la crevette est en troisieme position aprés la péche artisanale des
petits pélagiques (76,8%) et des poissons démersaux, elle ne représente que 1.8% de la
production halieutique totale (ONS,2018).
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Méme si la problématique de la surproduction de crevettes ne concerne pas le pays, celui-ci
doit faire face au probleme des eaux usées et les eaux potables contaminées notamment par
les légionnelles posent un sérieux probleme de santé public, d’autant plus qu’avec le
confinement d0 a la pandémie mondiale du Covid-19, et la fermeture des hétels, les chateaux
d’eau sont devenus de véritables réservoirs ou pullule ce germe qui peut étre responsable

d’une pneumonie séveére, parfois mortelle.

L’objectif de cette étude est la valorisation de coproduits de crevettes plus précisément de
Parapenaus longirostris (LUCAS, 1846) collectés au niveau de la pécherie d’Alger, en
chitosane (biotechnologie bleue) et 1’exploitation de ce dernier dans le traitement d’une ecau
contaminée par Legionella pneumophila (biotechnologie jaune). D’autres méthodes de
décontamination (SODIS, photocatalyse, évapoconcentration, systémes hybrides) seront

utilisées a titre comparatif.
Ce mémoire va se subdiviser en trois chapitres décrits ci-dessous :

- Le premier chapitre présente une description générale de la crevette Parapenaus
longirostris (LUCAS, 1846), sa réepartition a 1’échelle mondiale et nationale, les
propriétés physico-chimiques du chitosane et ses domaines d’utilisation. Il mettra
aussi en évidence les données générales sur les légionnelles, sans oublier les méthodes
de traitement des eaux contaminées par ce germe.

- Le deuxieme chapitre traitera 1’échantillonnage, 1’identification et la caractérisation de
I’espece de crevette collectée au niveau de la pécherie d’Alger, I’extraction du
chitosane, sa caractérisation, ainsi que son utilisation dans la désinfection d’une eau
contaminée par Legionella pneumophila. D’autres procédés sont utilisés visant
I’élimination de ce germe.

- Le dernier chapitre est consacré a la présentation et la discussion des différents résultats
expérimentaux observés.

- Enfin, ce manuscrit se terminera par une conclusion générale qui résumera les principaux

résultats obtenus.
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I.1. Généralités sur I’espéce utilisée
Une seule espéce a fait I’objet de cette étude : Parapenaus longirostris

I.1.1. Répartition mondiale et nationale

Parapenaus longirostris est présente dans les eaux saumatres des estuaires. Elle est démersale
au-dessus des fonds vaseux ou sablo-vaseux, de 20 a 700 m, généralement de 70 a 400 m
(individus agés en profondeur). (NOUAR, 1985)

Elle est retrouvée dans tout le bassin méditerranéen, et elle est également répandue dans
1’ Atlantique oriental ; de I’Angola au Portugal (CROSNIERET FOREST, 1973 ; HOLTHUIS,
1980 ; SOBRINO et CARDENAS, 1996) et dans I’Atlantique occidental ; des Guyanes au
Massachusetts (USA) (HOLTHUIS, 1987). (Figurel.)

Elle est présente dans toute la méditerranée, a 1’exception les cotes frangaises et la mer
Adriatique ou elle est rare. (E.U.) (FISCHER, 1987).

En Algérie, P.longirostris est retrouvée au niveau du bord supérieur du plateau continental et
du talus continental a partir de 100 meétres de profondeur. Elle est fréquente et abondante
entre 150 et 300 métres de jour et de 100 a 300 metres de nuit (GRIMES et al, 2004).
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Figure 1. Répartition géographique de Parapenaus longirostris (LUCAS, 1846) (FAO,
2020).

1.1.2. Description générale et morphologie
Parapenaus longirostris (LUCAS, 1846) présente, en général, une coloration beige plus ou
moins nacrée, le rostre est de couleur plus foncée, ainsi que les pattes, les articulations, des

appendices et le telson (Figure 2).
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La coloration est rose rouge chez les individus qui viennent de muer. La carapace des
femelles dépasse souvent 27 mm et peut atteindre 41,5 mm; celle des méles mesure
généralement plus de 25 mm et atteint 38 mm ; La caréne post-rostrale est haute et tranchante
(BENKABOUCHE, 2015). Le nombre de dents du rostre est compris entre 6 et10, dans 30%
des cas (MORI et al, 2000).

Figure 2. Aspect géenéral de Parapeneus longirostris (LUCAS, 1846).

1.1.3. Taxonomie et position systéematique

Appartenant a 1’ordre des Décapodes (LATREILLE, 1802) et le sous ordre des Natantia
(BURKENROAD, 1963), ce dernier comprend trois principaux infra-ordres : Penaeidea,
Stenopodidea et Caridea.

Pour sa part, I’infra-ordre des Penaeidea se distingue par plusieurs caracteres, dont les
pleurons du second segment abdominal qui recouvre ceux du troisiéme, ainsi que la présence
de petites pinces aux trois premiéres paires de pattes. On note aussi la présence d’épines sur
le bord supérieur du rostre, 1’ceil est sans tubercule, bien marqué sur le pédoncule, mais avec
une écaille a sa base (Figure 3).

Les Penaeidea (RAFINESQUE, 1815) se composent de trois familles dont celle des Penaeidae
qui se caractérise par un rostre robuste, la présence de plusieurs branchies, et cing paires de
péréiopodes bien développées munies de pinces pour les trois premiéres (BENKABOUCHE,
2015).
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Figure 3. Morphologie externe de Parapengus longirostris (LUCAS, 1846)

La taxonomie sommaire de 1’espéce étudiée est la suivante :
-Regne : Animal.

-Embranchement : Arthropodes

-Sous Embranchement : Antennates

-Classe : Crustacés (Pennant,1777)

-Sous Classe : Malacostracés (Grobben, 1892)
-Super Ordre : Eucaridés (Calman,1904)

-Ordre : Décapodes (Latreille, 1802)

-Sous Ordre : Natantia (Burkenroad, 1963)
-Infra Ordre : Penaeidea (Rafinesque, 1815)
-Super Famille : Penaeidea (Rafinesque, 1815)
-Famille : Penaeidae (Rafinesque, 1815)

-Genre : Parapenaus (Smith, 1885)

-Espece : Parapenaus longirostris (Lucas, 1846)

I.2. Importance de la valorisation des coproduits de crustacés

La hausse de la consommation des crustacés, principalement la crevette était marquée avant la
crise de 2009. La consommation mondiale est passée de 0,4 kg/hab en 1961 a 1,6 kg/hab en
2005. La crevette est la premiere valeur échangée parmi les produits marins. Sa production
annuelle mondiale était estimée a plus de 6 Mt en 2005.
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La région Asie-Pacifique, et notamment la Chine, la Thailande, le Vietnam, I’Indonésic et
I’Inde, est la principale productrice, totalisant pres de 88 % des productions (FAO, 2009 ;
GLOBEFISH, 2011). Les exportations de crevettes atteignent 14 milliards de dollars par an,
soit 16 % des produits marins.

La part de 1’aquaculture représente 70 % de la production mondiale de crevettes et plus
généralement 76 % pour I’ensemble des crustacés (FAO, 2006). Cependant, la répartition

entre I’aquaculture et la péche de crevettes est trés inégale selon la région du globe (Figure 4.)

Norvége
P 100% Chine P T0%

Thallande
" P 3%
A BA%

Equateur -
P A%
A%
Brésil indonésie P - 65%
P 32% A 5%
A 68%

Figure 4 : Production de crevettes dans le monde,
répartition entre la péche (P) et I’aquaculture (A), (FAO, 2006).

L’augmentation de la consommation des crustacés entraine une augmentation du volume de
leurs coproduits. Les coproduits de crustacés représentent plus de 60 % du poids frais
(WANG et al. 2011).

La valorisation de ces coproduits, qui sont essentiellement des carapaces récupérables apres
décorticage de la crevette, est importante vu leur richesse en différentes molécules : Protéines,
lipides, minéraux, vitamines et d’autres composés bioactifs qui sont bénéfiques et que 1’on
peut mettre au profit de la santé humaine et animale (RANDRIAMAHATODY, 2011). On
parle de déchet lorsqu’aucune voie de valorisation n’existe et que le sous-produit doit étre
détruit (ANDRIEUX, 2004).

Des plateformes de décorticage de crevettes existent notamment au Maroc et en Asie. Leur
principale voie de valorisation est la production de chitine, I’un des composés majoritaires des

cuticules de crustaces (LE ROUX, 2012).
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1.3. Composition biochimique des coproduits de crustacés

Les coproduits des crustacés sont une source précieuse de plusieurs molécules de haute valeur
tels que les pigments d’astaxanthine et de caroténoides, les petits peptides a activité
antimicrobienne, les minéraux et vitamines, les acides gras polyinsaturés de la série oméga 3
et oméga 6, la chitine et le chitosane. Ces biomolécules ont des applications dans différents
domaines en diététique, nutraceutique, pharmaceutique et en cosmétique (JOHNSON, 2002).
Dans la présente étude, une attention toute particuliere est accordée a la chitine et le chitosane.

1.3.1. La chitine et le chitosane

Henri BRACONOT décrit pour la premiere fois en 1811 la molécule de chitine (Ct), et depuis
elle a fait I’objet de plusieurs recherches.

C’est un biopolymeére biodégradable, non toxique et biocompatible (CAMPANA, SIGNINI,
2001), Apres la cellulose, c’est le deuxiéme biopolymeére naturel le plus abondant dans la
nature (SHAHIDI et al, 1999 ; WEBER, 2000 ; ROLLAND, MUMPER, 2001). Ce polymere
(Ct) est traditionnellement extrait a partir des carapaces des crustacés depuis les années 70,
pour des domaines d’application variés, tels que la pharmaceutique, la cosmétique, la
diétetique et le traitement des eaux. (TAOUINT, 2016).

Selon TEISSERDRE et BORNET (2005), C’est en 1859, lors d’une expérimentation que
Charles ROUGET, en portant a ébullition une solution de chitine avec de 1’hydroxyde de
potassium, a obtenu un biopolymeére soluble dans les acides organiques nommé "chitosane"
(Cs).

1.3.1.1. Définition et structure

La chitine est un polymére linéaire qui a une structure similaire a la cellulose, mais c’est un
amino-polysaccharide ayant des groupements acétamides en position C-2 a la place des
hydroxyles. Sa structure chimique est un enchainement d’unités monomeres N-acétyl-p-D-
glucopyranose reliées par une liaison glycosidique B-(1-4) (TAOUINT, 2016) (Figure 5).
Dans sa structure, la chitine 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, 1977).
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La desacétylation de la chitine en milieu basique permet la formation du chitosane. Ce
biopolymere a des caractéristiques structurelles uniques. C’est un copolymére linéaire
cationique constitué de deux monomeres (80% de poly (GIcN) et 20% de poly (GIcNAC), liés

entre eux par la liaison -1-4) (Figure 5).

OH OH OH
e
NHy NH2 N

Chitosane

Chitine

Figure 5. Structure chimique de la chitine et du chitosane (LE ROUX, 2012)

1.3.1.2. Sources de la chitine et du chitosane

La chitine est un polysaccharide naturel, qui constitue un élément structurel important chez
plusieurs especes, animales et végétales. Elle est présente dans les téguments des invertébrés,
dans les cuticules des insectes, dans les coquilles de mollusques et dans la carapace des
crustacés (RINAUDO, 2006, CRINI et al, 2009).

Chez les végétaux, en raison de son role dans le maintien de la rigidité des cellules et le
contréle de la pression osmotique, la chitine se trouve dans la paroi des champignons et de

certaines algues chlorophycées (Tableau 1).
Tableau 1. Sources potentielles de chitine (CRINI et al. 2009)

Sources Sites de présence Teneur en chitine (en %)
Arthropodes : Exosquelette, cuticules, 2-72
e Crustacés membranes
e Insectes
o Arachides
Mollusques : Coquilles, stomacales, dents, 6-40
e Seiche plagues, plumes.
e Pieuvre/calmars
Polyplacophores Tube 33
Cnidaires Capsules d’ceufs, membranes. 3-30
Annélides : Soies 0.2-38
e Sangsue
e Lombric
Brachiopodes Cuticules, coquilles. 4-29
Champignons Paroi cellulaire, tige, spores. /
Algues Paroi cellulaire. Faible

10
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1.3.1.3. Propriétés de la chitine et du chitosane

1.3.1.3.1. Propriétés physico-chimiques
a. Degré de N-acétylation
« Chitine » peut étre considérée comme le terme générique pour les amino-polysaccharides

composés d’unités de N-acétyl-pB-D-glucosamines (NacGlu ou A), & hauteur de 50 a 100 %, et
de D-glucosamines (Glu ou D), la fraction complémentaire. Les unités sont reliées entre elles
par des liaisons PB(1-4) et les groupements N-acétyles sont fixés au C-2 (TOKURA et
TAMURA, 2007).

Une chitine parfaite posséderait un degré d’acétylation (DA) de 100 % tandis que le
chitosane, son dérivé désacétylé idéal, aurait un DA de 0 % (ou un degré de désacétylation,
DD, de 100 %), si la désacétylation était compléte. Dans la nature, ces deux extrémes
n’existent pas, la forme la plus courante est une chitine de DA de 85-95 %, rarement moins
(LE ROUX, 2012) (Figure 5).

b. Solubilité dans I’acide acétique
La densité de charge de la chitine implique son caractére hydrophobe. Par conséquent, elle

n’est pas soluble dans les solvants classiques (LE ROUX,2012). Elle est soluble dans les
acides concentrés a chaud, et dans certains solvants toxiques tel que I’Hexafluoroisoacétone
sesquiquihydrate, Hexafluoroisopropanol et I’acide dicholoracétique. Par contre ces derniers
dégradent la structure de la chitine et du chitosane et leur utilisation est dangereuse pour
I’opérateur (HSIAO et al., 2004).

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 (KASAAI, 2007).

c. Viscosité
La viscosité du chitosane augmente avec I’augmentation de la solubilité de ce polymere. La

solubilité est importante lorsque le DD est important, et donc le nombre de groupements
amines libres. Elle dépend donc du DD du Cs.

Le Cs forme des gels avec un certain nombre d'anions multivalents et également avec le
glutaraldéhyde (SUHEYLA KAS, 1996).

d. Poids moléculaire
Le poids moléculaire d’un agent polymérique coagulant est considéré comme étant une des

caractéristiques les plus importantes affectant la fonctionnalité du polymére en question

11
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(TAOUINT, 2016). La diminution du poids moléculaire du (Cs) est liée a sa dégradation
(FELT etal., 1999).

La masse moléculaire du (Cs) est souvent élevée comme tous les polysaccharides, elle varie
entre 100 et 1000 kDa (GUTIERREZ-MARTINEZ et al. 2018).

1.3.1.3.2. Propriétes biologiques

a. Biodégradabilité
La chitine est biodégradable, elle est hydrolysée par une séric d’enzymes telles que les

chitinases, le lysozyme et les glucanases (KRAJEWSKA, 2005). Le lysozyme, une enzyme
présente dans I’intestin humain, est produite également par les macrophages pendant la
cicatrisation des plaies et dans certains cas par les bactéries du colon (HALIM et al. 2011).
Cette enzyme hydrolyse le (Cs) en oligomeres dans le sang et les tissus, sans accumulation
dans le corps (OULHIZ, 2018).

b. Biocompatibilité et cytocompatibilité
Lorsque les cellules du corps et les tissus acceptent une molécule, elle est dite biocompatible

(HALIM et al. 2011). Le chitosane est biocompatible et biorésorbable. Il posséde un caractere
anti-thermogénique, hémostatique et anti tumorale (CRINI et al. 2009). Cette biocompatibilité
est liée au fait que les liaisons glycosidiques et les résidus N-acétyl-glucosamine qui sont les
plus abondants constituants du (Cs) se retrouvent dans la structure des matrices
extracellulaires de la plupart des tissus vivants (TAOUINT, 2016).

I.4. Extraction du chitosane a partir de coproduits de crevettes

Le procédé d’extraction repose sur la déminéralisation et la déprotéinisation. Pour les réaliser,
de nombreuses combinaisons de concentration en réactifs, durée, température et ratio
réactif/substrat ont été testées (LE ROUX, 2012).

1.4.1. La dépigmentation et délipidation

Le pigment dans les carapaces de crustacés forme un complexe avec la chitine (OULHIZ,
2018). Il peut étre éliminé par de I’éthanol ; 1’éther (Young et al. 2007) ou par le peroxyde
d’hydrogéne H202 (BRINE ET AUSTIN, 1981 ; MOORJANI et al, 1975), afin d’augmenter

la pureté du chitosane produit.

12
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1.4.2. La déminéralisation

Elle implique 1’élimination des minéraux présents dans les carapaces de crevettes. Un
traitement acide permet le passage des minéraux en solution sous forme de sels.

Le traitement se fait avec 1’acide hydrochloridrique (HCI), la concentration minimale pour
effectuer cette étape est déterminée par 1’équation chimique de la réaction entre 1’élément
minéral majoritaire, le carbonate de calcium, et le HCI. En principe, la déminéralisation est
compléte dés lors ou les proportions sont steechiométriques (TOLAIMATE et al. 2003 ; AL
SAGHEER et al. 2009 ; LE ROUX, 2012).

1.4.3. La déprotéinisation et la désacétylation

L’ opération consiste a éliminer les protéines liées a la chitine d’une part et a arracher les
groupements acétyles d’autre part. Elle peut étre exécutée en une seule étape ou en deux
étapes distinctes, cela dépend de la concentration du solvant, de la température et la durée du
traitement.

Celui-ci se fait avec une base forte comme 1’hydroxyde de sodium (NaOH) ou I’hydroxyde de
potassium (KOH). Différentes concentrations ont été testées. La température est comprise
entre 50 et 110 °C et la durée peut varier de 1 h a plus de 24 h (TOLAIMATE et al. 2003 ; AL
SAGHEER et al. 2009). Ces deux parametres sont liés, ainsi la durée doit &tre augmentée si la

température est baissée, et réciproquement.

1.5. Potentiel du chitosane

1.5.1. Potentiel antibactérien et antifongique

Le chitosane est antibactérien et antifongique (HIRANO et HORIUCHI, 1989 ; ALLAN et
HADWIGER 1979). Le mode d’action du chitosane repose sur son interaction avec les

membranes des cellules microbiennes (SHAHIDI et al. 1999).

1.5.2. Potentiel antioxydant

Les films alimentaires a base de dérivés de chitine (Ct) sont a la fois une barriére physique et
biologique contre les flores d’altération et les contaminations extérieures. Ces films
alimentaires sont également des antioxydants (JEON et al. 2002). Cette propriété est liée a la
présence de deux groupes hydroxyles, en C-3 et C-6 (LE ROUX, 2012).

13
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1.5.3. Applications du chitosane dans le traitement des eaux

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

En utilisant du chitosane comme floculant pour le traitement des eaux usées, des réductions de
70 a 98 % de la teneur en MES (matiére en suspension, responsable de la turbidité) et de 55 a
80 % la demande chimique en oxygéne (DCO) ont été observées (JUN et al. 1994, CRINI,
2009).

Cette propriété est utilisée pour piéger les composés dangereux et pour les éliminer ou les
doser (CAMCI-UNAL et POHL, 2010 ; SKORIK et al. 2010).

1.6. Legionella pneumophila

1.6.1. Historique

En 1976 alors qu’une épidémie de grippe d’origine porcine (H1N1) menacait la prospérité des
états unis, la section d’American Legion locale de Williams town située au nord de la
Philadelphie préparait le 58°™ congrés de la légion de 1’état de Pennsylvanie. Il allait avoir
lieu a I’hotel Stratford-Bellevue, celui-ci doté d’un systéme de climatisation qui devenait
défaillant, et 600 des 4400 participants allaient y séjourner.

Apres 2jours de I’ouverture du congres, le 23 Juillet, trois clients commencerent a souffrir de
maux de gorge et des douleurs lancinantes, et d’autres légionnaires ne purent assister au bal

de cléture, préférant se reposer dans leurs chambres suspectant un rhum.

Le 27 juillet, aprés le retour des légionnaires a leurs domiciles respectif, la premiere victime
de ce mal encore inconnu fut annoncée, la seconde fut hospitalisée, le médecin suspectaient
une pneumonie sévere, suivi de 73 autres participant, tous ayant recu des diagnostiques
différents. Au bout de 6 jours, 25 d‘entre eux ont rendu I’ame.

David FRASER, jeune médecin diplomé de Harvard y vit I’occasion de se démarquer, David
SENCER directeur du CDC (Center for Disease Control and Prevention) organisa une réunion
qui déboucha sur deux hypothéses : soit ¢’était une épidémie de grippe soit une nouvelle
infection due a un germe inconnu.

Aprés 2 jours, soit le 4 aolt les premiers tests ont débutés par une équipe dirigée par
FRANSER, ils en ont vite conclu que 1’hétel Bellevue était la source de cette catastrophe, il
fut fermé aussit6t. Une serie de prélevements y furent effectués dans le hall et I’ascenseur, ils
y descellerent la présence de carbonyle de nickel, cependant ce n’était pas ce qui avait

provoqué la maladie. L hypothése de la grippe porcine elle aussi fut éliminée.

14



Généralités

Aprés des semaines d’investigation et des centaines de tests effectués sans résultats, Joe
MCDADE se repencha sur un échantillon préparé au mois d’aott, le foie d’un cobaye inoculé
avec des échantillons pulmonaires de 1’'une des victimes, il y vit une bactérie qu’il n’avait pas
observé initialement, il procéda alors a I’inoculation d’ceufs embryonns sans y injecter
d’antibiotiques, les embryons ont rendu 1’ame quelques jours aprés. C’est ainsi qu’en janvier
1977 apres de longues et pénibles recherches, que fut découverte une nouvelle bactérie

« Legionella pneumophila »

1.6.2. Description générale

Les légionnelles sont des bacilles aérobies strictes, a Gram négatif, dont la taille varie de 0.3 a
0.9 pum de large avec 2 pm de long. Elles sont dotées majoritairement d’un ou plusieurs
flagelles en position polaire ou latérale permettant la locomotion (STOUT, 2003). Le genre
Legionella est subdivisé en 53 especes comprenant 70 sérogroupes (JAMAILOU, 2012), ces
derniers sont identifiables grace aux antigenes O portés sur les lipopolysaccharides pariétaux.
Les légionnelles sont des bactéries exigeantes, elles puisent le carbone dont elles ont besoin
des acides aminés, principalement la L-cystéine et la méthionine. Ce sont des bactéries a

catalase positive, a oxydase négative, uréase négative et non réductrices de nitrates.

La taxonomie sommaire de ce germe est la suivante :
Phylum : Protéobacteria
Ordre : Legionellale

Famille : Legionellaceae

Genre : Legionella

Espéce : Legionella pneumophila

1.6.3. Ecologie du genre Legionella

Les légionnelles sont des bactéries hydriques intracellulaires poussant a 1’intérieur méme des
cellules protozoaires, des amibes et des cyanobactéries dans I’environnement, et dans les
cellules macrophages chez I’homme. Elles se développent dans des environnements chauds
(mésophiles) et humides, elles peuvent résister a une importante élévation de la température,
comme elles peuvent aussi développer des stratégies de survie afin de résister aux variations
liées a leur environnement.

Elles se développent dans :
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- Les milieux naturels : I’eau douce principalement, tel que : les lacs, les rivieres, les étangs
et les boues. On peut aussi la trouver en eau de mer prés des estuaires ainsi qu’au niveau des
sols humides.

-Les milieux artificiels : la prolifération est plus importante dans les structures artificielles
telles que les systémes de climatisation, les installations sanitaires ainsi que tout autre
dispositif ou il est susceptible de trouver de 1’eau stagnante et c’est principalement ces
milieux-1a qui provoquent la contamination humaine due aux aérosols (90% des cas humains
de légionellose sont dus au sérogroupe 1) (JAMAILOU, 2012).

Certains facteurs environnementaux peuvent affecter leur croissance et leur prolifération telle
que la température qui doit se situer entre 25 °C et 42 °C (KARZ, 1987), I’acidité qui doit étre
ente 5.5 et 8.5 et un apport suffisant en nutriment (oligo-éléments et matiére organique).

1.6.4. Pouvoir pathogene
La Legionella est a I’origine de 3 entités cliniques distinctes :

e La légionellose / maladie des légionnaires : elle se caractérise par une pneumonie
aigué ayant un temps d’incubation de 2 a 10 jours post-exposition avec des symptoémes
similaires a une grippe avec une hyperthermie, des céphalées, une asthénie ainsi que
des myalgies sans oublier une toux séche.

A ces symptomes peuvent s’ajouter des troubles digestifs ou neurologiques. Dans des cas

plus graves, une détresse respiratoire, une insuffisance rénale aigué ou une defaillance de

plusieurs organes peuvent survenir.

e La fievre de Pontiac : elle représente la forme bénigne de la maladie des légionnaires,
elle se manifeste par une toux, de la fiévre ainsi que des probléemes gastro-intestinaux,
le patient ne manifeste cependant pas de pneumonie, elle n’est d’ailleurs jamais
mortelle, avec une période d’incubation trés réduite de 1 a 2 jours et ne nécessite
généralement pas de traitement, la guérison a lieu le plus souvent en moins de 5 jours
(TOSSA et al ,2006).

e Les formes extra-pulmonaires : il peut arriver que les bactéries se localisent dans
d’autres organes que les poumons, plus fréquemment rencontrée chez les
immunodéprimés. Cette forme peut présenter une pneumonie ou non selon les cas.

Elle provoque des atteintes neurologiques (hallucinations, coma, convulsions, paralysie

des nerfs craniens, myélite aigué...), cardiaques, digestives, rénales, musculaires,

cutanées, articulaires et d’autres encore (Tableau 2).
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Tableau 2. Caractéristiques des maladies provoquées par Legionella (JARRAUD et al,

2006).
Maladie des Fiavre de Pontiac Localisations
légionnaires extrapulmonaires
mortalité 20% 0% Atteintes
hématologiques
période d'incubation |[2-10 jours 1-2 jours Attemtesl
neurclogiques
figvre, toux, myalgie, Atte[ntes
- . . , cardiagques
Svmotomes céphalée, douleur syndrome grippal : mvocardite
ymp thoracique, diarrhée, (fidvre, toux, myalgie Y o
confusion péricardite,
endocardite
pneumonie, pas de
oumon eurésie, abcas neumopathie, pas
p pleurésie, abceé p pathie, p
pulmonaire d'abcés pulmonaire
deso}r_dres‘l. rénaux : Atteintes
rein proteinurie, as de manifestations|[musculaires
hématurie, P habd l'
insuffisance rénals rhabdomyolyse
foie E;nucﬂaannﬁgnpa;ﬁqsuie la pas de manifestations
diarrhée aqueuse, localisations
tractus douleur abdominale, . . i .
astrointestinal nausces pas de manifestations||[digestives
d vomiase[‘nents rétinite, sinusite
. somnolence, délire,
Systeme nerveux i . . .
central désarientation, pas de manifestations
confusion

1.6.5. Diagnostique

Comme il n’est pas évident d’apporter un diagnostic fiable suite a 1’observation des
symptdmes a cause de leurs similarités avec les symptémes de diverses maladies causées par
d’autres virus ou bactéries, il est important de se tourner vers d’autres méthodes afin
d’apporter un verdict final pour ensuite traiter de facon adéquate la maladie. Parmi les
méthodes utilisées on peut citer :

- La recherche d’antigénes urinaires: cette technique ne permet d’identifier que
L.pneumophila sérogroupe 1, elle représente la méthode la plus rapide, le diagnostic peut étre
émis des les premiéres 24 h suivant 1’apparition des premiers symptomes. Les résultats sont
obtenus 4 heures apres par la méthode Elisa et en 15 min par I’immuno-chromatographie sur
membranes, quand ce test n’est pas concluant alors que la maladie est suspectée, une seconde
méthode est utilisée soi le test PCR ou la réalisation d’une culture.

- La culture de prélevements respiratoires : décrite comme méthode de référence, elle
vient pour confirmer les résultats obtenus lors du test précedent, elle ne se limite pas qu’au

sérogroupe 1 et est donc plus fiable elle est effectuée a partir de lavage broncho-alvéolaire,
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expectoration, aspiration trachéale, aspiration bronchique, biopsie pulmonaire, liquide pleural
et sang. La culture se fait sur milieu sélectif de L.pneumophila , I’inconvénient est que la
culture de cette bactérie est lente, les premier résultats n’apparaissent qu’au bout de 3 jours et
peuvent aller jusqu’a 10 jours.

- Le test PCR: le test cible les genes codant pour les ARN ribosomaux 5S et 16S, il est
relativement rapide.

- Lasérologie : elle nécessite un délai relativement lent, ainsi qu’un second test. Le premier

juste apres I’apparition des symptomes, le second un mois aprés.

1.6.6. Traitement de la légionellose

Le dépistage précoce de la maladie est primordial afin d’éviter toute complication et de
diminuer les risques de morbidité. Le type de traitement & prescrire dépend de la sévérité du
cas ainsi que de I’état de santé du patient. L.pneumophila est traitée grace aux antibiotiques tel
que les macrolides (I’érythromycine, la clarithromycine et 1’azithromycine) pour les cas les
moins graves, les fluoroquinolones et la rifampicine (couplé a I'un des deux autres types
d’antibiotiques) pour les cas séveres. Le traitement dure entre 14 a 21 jours en temps normal,

mais peut étre allongé de 10 jours supplémentaires pour les immunodéprimés.

1.6.7. Lutte contre les légionnelles

De nos jours, les méthodes de décontamination sont diverses et variées mais font face a
certaines contraintes reglementaires, car celle-ci ne doit pas se faire au détriment de la qualité
de I’eau, en d’autres termes la méthode choisie dépendra grandement de la source de
contamination et du type d’installation contaminée. Il existe des criteres a prendre en
considération avant le choix d’un décontaminant : la qualité physico-chimique de I’eau ainsi
que son acidité et sa minéralisation, la nature méme des matériaux, la conception du réseau, la

présence de tartre, de corrosion et I’existence de bras morts (JARRAUD, 2006).

1.6.7.1. La désinfection physique
e Le choc thermique: il consiste a exposer I’ensemble du réseau a une forte

température grace a un chauffage de I’eau (entre 60° C et 80° C), les Iégionnelles ne
peuvent résister a de telles valeurs, et le traitement est renouvelable en cas de manque
d’efficacité, cependant les hautes températures alterent la canalisation en accélérant les

processus de corrosion.
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Les ultraviolets : la longueur d’onde de 254 nm a un effet bactéricide et étant donné
que les UV ont une longueur d’onde variant de 100 a 400 nm, cette méthode agit alors
directement sur I’ADN, empéchant la réplication bactérienne (FRANZI et al ,2002).

Il faut faire circuler I’eau contaminée dans un canal contenant des lampes a vapeur de
mercure submergé. Malgre, 1’accessibilité de cette méthode et le fait qu’elle soit peu
onéreuse, elle présente cependant un inconvénient important, la photo-corrosion, le
débit de I’eau ne doit pas étre trés important et un contréle régulier de 1’intensité
lumineuse s’impose.

La filtration : elle vise a éliminer les bactéries en installant des filtres d’une porosité
inférieure a 0.45um au bout de chaque point d’utilisation (robinet, douches etc.). Ces
filtres vont retenir les particules dont le diamétre est supérieur a la porosité, ¢’est une
technique tres utilisée dans les hopitaux. Cette méthode n’apporte aucune altération a
I’aspect qualitatif de 1’eau mais nécessite une surveillance constante pour éviter les
problémes liés au colmatage des filtres, sans oublier que son effet est localisé

seulement au niveau des sorties d’eau.

1.6.7.2. La désinfection chimique

1.6.7.2.1. Agents oxydants
C’est la méthode la plus répandue et elle permet d’oxyder la structure des microorganismes,

elle présente cependant une toxicité, ce qui pousse a trouver d’autres alternatives plus douces.
Chlore :

Deux méthodes sont utilisées :

Le choc chloré : ¢’est une hyperchloration du réservoir a raison de 15 mg/L durant
24h.
L’hyperchloration en continue : a raison de 2 a 6 mg/I
Les inconvénients de cette méthode sont tout de méme importants :
v’ Provoque une corrosion et une dégradation de la tuyauterie.
v" La toxicité du procédé sur ’homme et I’environnement.

v’ Résultat temporaire.

Dioxyde de chlore :

Possédant I’activité bactéricide la plus importante, cette molécule résulte de 1’action de 1’acide

chloridrique sur du chlorite de sodium. Doté d’une action rapide, il est utilisé en traitement

continu grace a son caractere non nocif a raison de 1 mg/l. 1l est considéré comme étant plus
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efficace comparé au précédent traitement (THOMAS et al, 2004), ce procédé est moins
corrosif mais plus onéreux.

Ozone :

Cette méthode détruit systématiquement tous les microorganismes présents dans 1’eau par
oxydation, elle agit sur les lipides de la membrane cytoplasmique (BARTOLI et DUSSEAU,
1995), cependant, cette molécule est tres instable. Elle est utilisée dans les circuits de
refroidissement, les piscines et les réseaux d’eau chaude sanitaire, ce procédé reste cependant
assez onéreux et il est donc peu sollicité.

Peroxyde d’hydrogéne

C’est un désinfectant puissant et non toxique quand il est stabilisé a I’argent, ¢’est un virucide,
bactéricide, fongicide, sporicide et algicide. Il induit la destruction du biofilm favorisant le

développement des bactéries et il n’a aucun effet sur les matériaux.

Acide peracétique

Il agit sur les membranes externes des cellules des microorganismes suite a un échange
d’¢électrons. C’est un oxydant trés puissant et trés corrosif. Celui-ci peut étre couplé a du
peroxyde d’hydrogene et & 1’acide acétique pour optimiser son efficacité (DITOMMASO et
al. 2005).

1.6.7.2.2. Agent non oxydant : ionisation cuivre-argent

Cette ionisation est due a une électrolyse, il en résulte alors des ions chargés positivement de
cuivre et d’argent, les électrodes sont placées a proximité I'une de 1’autre et le flux d’eau a
décontaminer les traverses provoquant un échange ionique.

Les ions se lient avec les membranes cellulaires et les enveloppes nucléaires, (chargées
négativement, modifiant leurs perméabilités, ce qui provoque leur destruction. Cette
technique, peu onéreuse et facile a mettre en place, a prouvé son efficacite. Il faut, cependant,
qu’il y ait un contréle constant des électrodes et de la concentration ionique sans oublier que
cette méthode est temporaire car les ions ne traversent pas le biofilm, les microorganismes

protégées par ce biofilm ne sont donc pas éliminés (LIU et al, 1994).
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I1.1. Matériel
11.1.1. Matériel biologique
Le mateériel biologique utilisé durant cette étude est :
e Carapaces de crevettes de I’espece Parapenaus longirostris.
e Bactérie pathogene : Legionella pneumophila.
e Chitosane commercial (BNP biophytonutrial).
e BSA (Albumine de sérum bovin).
11.1.2. Matériel non-biologique
Les différents appareils et réactifs qui ont été utilisés durant cette étude sont cités dans le
tableau ci-dessous :

Tableau 3. Appareils et réactifs utilisés.

Appareils Reéactifs
- Agitateur magnétique chauffant
(IKA® WERKA RCT basic). - Acide chloridrique (HCL)
- Agitateur magnétique chauffant - Acide Acétique.
(Fisherbrand™ LAB-MIX 35). - Acide sulfirique.
- Agitateur magnétique a 6 postes. - Acétone.
(LABINCO BV). - BHIB (Bouillon cceur-
- Agitateur BIOBLOCK cervelle).
SCIENTIFIC. - BCYE (Legionella
- Appareil BRUKER RMN. GrowthSupplement).
- Balance de précision - Cristaux de Phénol.
(SHIMADZU AUW220D UNI - Ethanol.
BLOC). - Ether diéthylique.
- Balance de précision (KERN ABS - Eau distillée.
220-4N). - Eau physiologique.
- Béchers (25 ml, 50 ml, 100 ml, 2 - Eau du robinet.
L). - Glycérol.
- Boites de Pétri. - Gel desilice.
- Ballons (250ml, 2L.) - GVPC (Legionella
- Bec bunsen. SelectiveSupplement).
- Bacs en inox. - Hypochlorite de sodium.
- Barreaux magnétiques. - Kit d’agglutination
- Chauffe ballons (Benstead Electro Legionella Latex Test.
thermal). - Legionella CYE agar base.
- Creusets en porcelaine. - NaOH (Hydroxyde de
- Congélateur. Sodium).
- Ciseaux. - Reactif de Bradford.
- Cuves de spectrophotomeétrie en - Saccharose.
quartz. - TiOz (Titanium dioxide).
- Cuves de spectrophotométrie a
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usage unique.

Cartouches en cellulose.
Densimetre.

Dispositif de Soxhlet
(huberminichiller).
Dessiccateur.

Disques pour antibiogrammes.
Etuve (MEMMERT UM 600).
Evapoconcentrateur (IGOUD).
Eprouvettes graduées (10ml,
50ml, 100ml).

Erlenmeyer 2L.

Evaporateur rotatif (Ika HB10).
Ecouvillons.

Entonnoirs en plastique et en
verre.

Four a moufle (wise therm).
Fioles jaugés (10ml, 50 ml,
100ml, 500ml, 1L).

Filtres seringues (0.45um)
Flacons en verre 1L. (PYREX).
Flacons stériles a usage unique en
PET 1L.

Incubateur (NEW BRUNSWICK
SCIENTIFIC G24).

Mixeur.

Micropipettes et cones stériles. (2-
20pl) (20-100 pl) (200-1000pl).
Mortier.

Membranes de filtration (de
0.45um.)

Portoirs.

Passoire.

Pipettes Pasteur.

Papier absorbant.

Papier wattman.

PH métre (inoLab).

Pinces métalliques.

Pissettes.

Rampe de filtration & 6 postes.
Spatules.

Spectrophotometre UV-Visible
(Shimadzu UV1800).

Tamis de 200pm.

Tubes a essais.

Thermometres.

Seringues.

Viscosimetre numérique de la
série NDJ-5S.
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11.2. Collecte et traitement de la matiere premiere

11.2.1. Récolte de la matiere premiere

La récolte de la matiére premiere (carapaces fraiches de crevettes) s’est faite : la fin mars
2021, au niveau de la pécherie d’Alger. L’identification de ’espéce a été effectuée au niveau
du laboratoire d’aquaculture au niveau de '’ENSSMAL avec la contribution de madame
FELLAH et sur la base des fiches FAO (FISCHER, 1987).

11.2.2. Prétraitement de I’échantillon

Avant de pouvoir exploiter notre échantillon d’une quelconque facon il a été nécessaire de
procéder a un prétraitement se répartissant en plusieurs étapes (Figures 6, 7 et 8) :

a. Le nettoyage : visant a éliminer toute trace de chair lors de la décortication des
carapaces, afin d’optimiser 1’étape de la déprotéinisation. Il a été ensuite nécessaire de
procéder a un ringage, dans le but de retirer tous les residus de sable, microorganismes
et autres substances susceptibles de s’étre accrochées a la surface, avec de 1’eau
courante dans un premier temps puis un dernier ringage a 1’eau distillée.

b. Le séchage : il a été fait, a I’air libre, & température ambiante et a I’abri du soleil, sur
papier cuisson durant 48h dans le but d’éliminer le maximum d’eau qui compose la
carapace.

c. Le broyage et le tamisage : la matiére seche a été broyée puis tamisée a I’aide d’un

tamis de 200um afin que la poudre soit la plus fine possible.
A

Figure 7. Séchage de la matiére premiere Figure 6. Broyage de la matiére premiere

Figure 8. Tamisage de la poudre
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11.3. Détermination de la composition biochimique globale des coproduits des crustacés
11.3.1. Détermination de la teneur en eau
La teneur en eau est définie par le rapport du poids de I’eau dans 1’¢chantillon en fonction du
poids de la matiére seche apres I’élimination de toute la quantité d’eau présente initialement,
Suite a un séchage dans une étuve a 105°C pendant 24h (jusqu’a poids constant). (AOAC,
1980).
Mode opératoire :

- Peser le creuset vide ;

- Peser 2g d’échantillon dans le creuset et noter le poids total ;

- Mettre le creuset dans I’¢tuve a 105°C ;

- Apreés que les 24h se soient écoulées, retirer le creuset et le laisser refroidir dans un

dessiccateur ;

- Effectuer la pesé finale.

Le taux I’humidité est calculé selon la formule suivante :
M1-—M2

HY% = ———— x 100
M1-—MO (11.3.1)

Avec:
MO : Le poids du creuset vide
M1 : Poids du creuset avec 1’échantillon avant étuvage a 105°C

M2 : Poids du creuset avec 1’échantillon apreés étuvage a 105°C

11.3.2. Détermination de la teneur totale en matiére minérale
La teneur en matiére minérale a €té déterminée par incinération au four a moufle, La poudre
de carapaces de crevettes a été placée a 600°C pendant 4h (AOAC, 1999). Des cendres sont
formées aprés épuisement de la matiére organique (Figure 9).
Mode opératoire :

- Peser un creuset vide dans une balance a précision ;

- Peser 2g de poudre de crevettes dans le creuset vide ;

- Placer le creuset dans un four a moufle a 600°C, pendant 4h ;

- Placer le creuset dans un dessiccateur pour refroidir sans que les cendres ne se

réhumidifient ;

- Repeser le creuset avec 1I’échantillon apres refroidissement.
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Lecture :
La teneur en minéraux est déeterminée selon la formule suivante :

_ M2-MO

M1-—MO (11.3.2)

Avec:
C (%) : La teneur totale en minéraux exprimée en pourcentage ;
Mo : La masse du creuset vide en g ;
Mz : La masse du creuset et de 1’échantillon avant incinérationen g ;

Mo : La masse en g du creuset avec les cendres.

= <«— Four amoufle

Creuset

Figure 9. Disposition de I'échantillon dans le four a moufle

11.3.3. Détermination de la teneur en lipides totaux

La détermination de la teneur en lipides totaux est effectuée grace a 1’extracteur de Soxhlet
(Figure 10). Pour se faire, une quantité déterminée de poudre de carapaces est placée dans la
cartouche de cellulose, cette derniere est disposée au niveau de la chambre d’extraction. Puis
une quantité de solvant est versée dans la chambre de stockage (le ballon) qui sera porté a
ébullition, celui-ci va s’évaporer et se condenser au niveau du réfrigérant pour se rediriger
vers la chambre de stockage, en passant par la chambre d’extraction a travers les parois de la
cartouche en cellulose, ce qui va solubiliser les composés lipidiques qui vont étre vidangés en
méme temps que le solvant vers le ballon. Ce cycle va se répéter jusqu’a I’extraction compléte
de tous les composés lipidiques (EL HOUDA, 2017).

Pour déterminer la teneur il suffira d’effectuer une pesé du ballon (chambre de stockage)
avant et apres extraction puis de calculer le pourcentage de la masse obtenue en fonction de la

masse initiale.
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Réfrigérant ——

Chambre d’extraction -
(Matra)

Chambre de stockage

Cartouche en cellulose

(Ballon)
Plaque chauffante

Figure 10. Extracteur de Soxhlet

Mode opératoire

Mettre en marche le réfrigérant a 2°C ;

Peser le ballon vide avant extraction ;

Dans une cartouche de cellulose peser 2g de poudre de carapaces de crevettes ;

Placer la cartouche dans la chambre d’extraction ;

Prévoir un blanc qui ne contiendra que le solvant (pour confirmer 1’absence de
composés lipidique dans celui-ci) ;

Ajouter 160 ml d’éther éthylique ;

Préchauffer le ballon a 100°c pour porter le solvant a ébullition, une fois fait abaisser
sa température a 60°C pendant 4 heures ;

Une fois le temps écoulé le ballon est placé dans un rota-vapeur a 60°C afin de
concentrer les lipides obtenus en éliminant le solvant ;
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- Repeser le ballon.

La teneur en lipide est déterminée a 1’aide de 1’équation suivante :

L% = ! o X 100
A ——
FO (1.3.3)

L (%) : La teneur en lipides totaux ;
Po : Le poids du ballon vide avant extraction

P1: Le poids du ballon aprés extraction

11.3.4. Détermination de la teneur en protéines totales
La teneur en protéines a été déterminée par dosage colorimétrique, selon la méthode de
Biuret, les liaisons peptidiques réagissent avec les ions cuivriques (provenant du sulfate de
cuivre, un réactif de la réaction) et forment un complexe de coloration bleue-violacée en
milieu alcalin.
Mode opératoire :
- Préparer une série de tubes énumérés ;
- Préparer une solution mére de BSAal%;
- Dissoudre I’échantillon (poudre de carapaces de crevettes) dans un volume déterminé
d’eau distillée ;
- Ajouter dans les tubes des volumes graduels de solution de BSA ;
- Compléter avec de I’eau distillée jusqu’a volume final constant et bien mélanger ;
- Ajouter 1 ml de solution de NAOH ;
- Ajouter un volume déterminé du reactif de Biuret ;
- Incuber a température ambiante de 30 a 90min ;
- Prélever une partie de la solution contenue dans les tubes a essais afin de remplir la
cuvette photospectrométrique aux trois quarts ;

- Mesurer I’absorbance a la longueur d’onde de 545 nm.

Lecture :

Les valeurs obtenues permettent de tracer la courbe d’étalonnage des absorbances en fonction
des concentrations en protéines, A= f [protéines]. Cette derniére permet la détermination de la
teneur totale en protéines des carapaces de crevettes etudiees.
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11.3.5. Détermination de la teneur en sucres totaux (méthode DUBOIS modifiée)

La teneur en sucres totaux a été déterminée par dosage colorimétrique, les sucres et leurs

dérivés méthylés réagissent avec le phénol et 1’acide sulfurique concentré pour donner un

produit de coloration jaune orangé stable pendant plusieurs heures (DUBOIS et aln1956).

Mode opératoire : (Figure 11)

Préparer une serie de tubes énumérés ;

Dissoudre I’échantillon de poudre de carapaces de crevettes dans de I’eau distillée.
Ajouter des volumes graduels de solution de saccharose ;

Compléter avec de I’eau distillée jusqu’a I’obtention d’un volume final constant ;
Ajouter une solution de phénol 4 80 % ;

Ajouter de I’acide sulfurique & 95% massique ;

Laisser les tubes au repos 10 minutes, puis agiter et placer pendant 10 a 20 minutes a
une température de 30°C ;

Prélever une partie de la solution contenue dans les tubes a essais afin de remplir la
cuvette photospectrométrique aux trois quarts ;

Mesurer I’absorbance a la longueur d’onde de 490 nm.

Lecture :

Les valeurs obtenues permettent de tracer la courbe d’étalonnage des absorbances en fonction

des concentrations en sucres, A= f [sucres totaux]. Cette derniere permet la détermination de

la teneur en sucres totaux.

Figure 11. Préparation de la gamme étalon.
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11.4. Extraction du chitosane

L’extraction du chitosane a été réalisée sur la base de synthese des protocoles décrits dans la
littérature et les conditions optimums de production déterminées aprés plusieurs essais,
conciliants rendements d’extraction et qualité du chitosane produit (EATON et al., 2008, LIU
et al., 2020, TRUONG et al., 2007).

11.4.1. Dépigmentation et délipidation

Cette étape permet 1’élimination des lipides et des pigments, elle consiste a laisser macérer la
poudre de carapaces de crevettes dans de I’acétone/éthanol pendant 18 a 20h. Apreés
macération, faire plusieurs lavages a I’eau distillée jusqu'a éclaircissement de la couleur de la

poudre (Figure 12).

Figure 12. Etape de délipidation et dépigmentation.

11.4.2. Déminéralisation

L’objectif de cette étape est d’éliminer les minéraux présents dans la poudre de carapaces de
crevettes. Aprés dépigmentation la poudre est récupérée, séchée, pesée et ensuite transférée
dans un ballon de 2L avec I’ajout graduel de 1’acide chloridrique 1N. Sur une plaque
chauffante magnétique, le ballon est mis sur agitation moyenne et a une température de 70°C
pendant plusieurs minutes. Le contenu du ballon est filtré et la poudre est récupérée. Apres

plusieurs lavages a I’eau distillée le pH de la poudre est neutralisé.

Figure 13. (1) Déminéralisation sur plaque chauffante, (2) Mesure du pH,

(3) Lavage de la poudre a I'eau distillée.
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11.4.3. Déprotéinisation et désacétylation :

Elle est effectuée a I’aide d’une solution d’hydroxyde de sodium a 12.5N. Apres séchage de la
poudre obtenue suite a la déminéralisation, une pesé est effectuée afin de déterminer la
quantité de poudre obtenue dans le but de connaitre la quantité de NaOH nécessaire au
processus.

Dans un ballon de 2 litres mettre la poudre obtenue ainsi que la solution caustique sous
agitation a haute température pendant quelques heures. Puis effectuer un lavage a I’eau

distillée afin de neutraliser le pH.

~ Thermomeétre

-

Ballon contenant la
poudre déminéralisée et la
solution caustique

Chauffe ballon

Figure 14. Dispositif de déprotéinisation.

11.5. Caractérisation du Chitosane

11.5.1. Rendement massique du chitosane
Le rendement massique est calculé a partir du poids du chitosane obtenu aprés extraction
en fonction du poids de la poudre de carapace de base (LE ROUX, 2012), selon la

formule ci-dessous :

M2
Ym (%) = —x100 (115.1)

Avec :
M1 : le poids de la poudre initiale.
M2 : le poids du chitosane obtenue.
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11.5.2. Test de solubilité

Dissoudre 0.1g du chitosane en poudre 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), dans le but de mesurer le degré de désacétylation.

11.5.3. Test de viscosité

L’analyse de la viscosité a été effectuée au niveau du laboratoire du SARL Casbhah. La
viscosité dynamique de la solution du chitosane est déterminée a 1’aide d’un viscosimetre
numerique. Le Cs a été mis en solution dans de 1’acide acétique a (1%), et une gamme de
solutions de chitosane a différentes concentration a été préparée.

Les solutions sont passees a I’analyse dans un viscosimetre numériques de la série NDJ. Le
principe est de placer le liquide a étudier entre deux cylindres coaxiaux (I'un mobile, l'autre
fixe). Lorsque le cylindre mobile est entrainé en rotation, il se crée un gradient de vitesses a
I'intérieur du fluide, proportionnel a la vitesse de rotation. Le fluide exerce alors une
contrainte sur le cylindre mobile en lui imposant une certaine résistance, directement mesurée
par un capteur. (MEYER, 2018).

11.5.4. Calcul du degré de déprotéinisation
Le degré de déprotéinisation permet d’évaluer I’efficacité du traitement de déprotéinisation. Il
est calculé par la formule suivante (RAO et al., 2000)
DP= (POMO) — (PrMr) | (POMO) x 100 (I11.5.4)
Avec : MO et Mr : les masses initiale et résiduelle du produit hydrolysé ;
PO et Pr: les pourcentages de protéines respectivement dans le produit initial et
résiduel.

La teneur en protéines est déterminée par la méthode de Biuret décrite précédemment.

11.5.5. Calcul du degré de déminéralisation
Le degré de déminéralisation est calculé par la formule suivante (RAO et al.2000) :
DM = (A0MO0) — (ArMr) / (AOMO) x 100 (11.5.5)
Avec : Mo et Mr : les masses initiale et residuelle du produit hydrolysé,
Ao et Ar: les pourcentages en matiere minérale dans le produit initial et résiduel

respectivement. Ces taux sont estimés par la méthode AOAC (1990) décrite ci-dessus.
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11.5.6. Mesure du degré de désacétylation par résonance magnétique nucléaire RMN H?!
La mesure du degré de désacétylation par RMN du proton (RMN H?) se fait par la méthode
proposée par (KASAALI, 2010).

L’échantillon a analyser est préparé par dissolution de 5 mg de chitosane dans 0.5 ml d’une
solution & 2% en masse de DCI dans D.O. Les spectres RMN sont enregistrés sur un
spectrométre BRUKER Avance 250 MHz a 70°C (AUDAT, 2013).

Le DDA est évalué a partir de I’intégration des intensités des pics correspondant au
groupement méthyle de la N-acétyleglucosamide et de celle des protons H2 a H6 selon
I’équation ci-dessous (HIRAI et al,1991).

DDA = [1- (1/3 X Inac) / (1/6 X | (H2-H6))] *100 (11.5.6)

Avec:
- lnac est ’intensité intégrale du pic correspondant aux protons du groupement acetyle.
- 1 (H2-H6) est la somme des intensités intégrées des protons H2, H3, H4, H5 et H6

11.6. Etude du pouvoir antibactérien (anti Legionella pneumophila) du chitosane

11.6.1. Revivification de la souche

11.6.1.1. Préparation du milieu de culture
Avant d’entamer la revivification de la souche, il est primordial de préparer le milieu de

culture spécifique, cette tache revient, cependant, aux spécialistes de I’institut Pasteur. Il
suffira en suite de faire fondre le milieu de base pour légionelles et d’y ajouter le supplément
de croissance (BCYE : riche en cystéine qui est indispensable a la croissance des légionelles)
et le supplément sélectif (GVPC : antibiotiques qui serviront a inhiber la croissance des autres
germes) apres avoir mélangé les composants ; il suffira ensuite de couler les boites qui seront

par la suite ensemencées et utilisées pour les experimentations (Figures 15 et 16).

Figure 15. Séchage du milieu de culture. Figure 16. Le supplément de croissance et
le supplement sélectif.
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Mode opératoire :

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

e Stériliser la paillasse a I’aide d’eau de javel ;

e Allumer les becs bunsen ;

e Préparer un flacon stérile en plastique de 1L ;

e Préparer un nombre suffisant de boites de Petri ;

e Prendre 2 flacons de « legionella growth suplement » ,ajouter dans chacun
d’entre eux 25 ml d’eau distillée ;

e Prendre 2 flacons de « legionella selective suplement » ,ajouter dans chacun
d’entre eux 10ml d’eau distillée ;

e Une fois le milieu a I’état liquide ,le retirer et le laisser refroidir légérement
sous 1’eau courante ;

e Verser 2 flacons contenant le milieu BCYE dans le flacon sterile , y ajouter les
2 flacons du growth supplement ainsi que les deux du selective supplement ;

e Refermer le flacon et bien agiter ;

e Compléter a I’aide des deux flacons qui restent jusqu’a atteindre 1L ;

e Couler les boites ;

e Flamber chaque boite avant de la refermer pour eliminer les bules d’air ;

e Laisser le milieu se solidifier.

11.6.1.2. La revivification (Figure 17)

e Décongeler un tube de conservation contenant une suspension préalablement
ensemencée avec Legionella pneumophila ATCC 33152 ;

e Vortexer le tube pour uniformiser la suspension ;

e A l’aide d’une pipete Pasteur stérilisée, prélever une goutte de la suspension ;

e Ensemencer en surface sur le milieu BCYE en utilisant la méthode de
I’épuisement de la goute ;

e Incuber a 37 °C, son temps de croissance peut aller jusqu’a 10 jours.

Figure 17. Schéma représentatif de I'ensemencement par épuisement.
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11.6.2. Méthode de diffusion sur disques

Principe :
Les méthodes de diffusion sur disques, ont toujours joui d'une grande popularité dans les
laboratoires de microbiologie clinique, en raison de la relative simplicité de la technique et la
capacité de tester facilement plusieurs agents antimicrobiens sur chaque isolat bactérien. La
méthode consiste a placer des disques de papier imprégnés d'antimicrobiens sur la surface de
la gélose qui a déja été ensemencée avec les bactéries a tester. L'agent antimicrobien diffuse
ensuite, dans la gélose ou il peut inhiber la croissance des bactéries dans une zone entourant le
disque (JAMES- BIEMER,1973).
La souche testée est une souche ATCC 33152 Legionella pneumophila.
Mode opératoire : (Figure 18)

e Préparer une suspension bactérienne d’une densité de 0.5 McFarland dans 1’eau

physiologique a partir d’une culture jeune (48-72h) ;
e Etaler a I’aide d’un écouvillon la suspension sur milieu BCYE ;
e Placer les disques sur la gélose aprés les avoir imbibés avec 80 ul de solution de
chitosane ;

e Incuber pendant (2-10jrs) a 37 °C.
Lecture :
Pour tous les tests d’antagonisme, les diametres des zones d’inhibition apparaissant autour des
disques seront mesurés, le résultat est positif si le diametre de la zone d’inhibition est
supérieur a 2 mm (TABAK et al, 2007).
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La technique :

1- Couler le milieu BCYE :

Faire sécher la surface de la gélose a 37 °C

B ‘ ndant 15 mi
\) r‘:}] V=45ml | pencant Lo

2- Preparation de la suspension bactérienne :

3 a3 colonies 1solées 10 ml d’eau physiologique
- stérile

D= 0.5 McFarland

3- Ensemencement par ecouvillonnage :

- Faire des stries |
Essorer 1'ecouvillon irés serrées

contre la paro1 du tube

J - 3 passages en
faisant prvoter de

i 9[}0
4- Depot des disques : -
o & &
- - Inonder les
disques avec le
- 2) chitosane en
N Chitosane en solution :
(2) DN Ty, solution
- Déposer les ' - Laisser
disques sur la absorber 30
gelose avec une secondes
pince métallique \
stérile ' [ o o o ] :
- - o o ©
3- Incuber (2-1rs) a 37°C o o ©

Figure 18. Schéma récapitulatif de I'activité antibactérienne (méthode des disques).
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I1.7. Décontamination d’une eau contaminée par Legionella pneumophila
11.7.1. Décontamination par les UV solaires (SODIS)
La désinfection solaire de I'eau (SODIS) est un traitement a simple utilisation, respectueux de
I'environnement et peu colteux, dans lequel I'eau potable contaminée est placée dans des
bouteilles en plastique transparent de polyéthylene téréphtalate (PET) et exposées au plein
soleil pendant au moins 6 h (ou 2 jours consécutifs s'il y a plus de 50% de couverture
nuageuse) pendant les heures de clarté, lorsque l'intensité maximale de rayonnement se
produit (IGOUD et al, 2015). La lumiere du soleil désinfecte I'eau contaminée par l'action du
rayonnement dans le spectre de la lumiére ultraviolette (UV) et par les températures élevées
atteintes dans I'eau (EAWAG, 2008).
Mode opératoire :
e Contaminer I’eau distillée a une densité de 0.1 McFarland avec des colonies de la
souche ATCC33152 ;
e Verser I’eau contaminée dans des flacons stériles de 1L en PET ;
e Fermer hermétiqguement les flacons ;
e Placer dans un endroit ou il y a un maximum d’intensité lumineuse (au niveau de
I’institut Pasteur) et mettre sous agitation magnétique continue pendant 6h. (Les

expérimentations se sont déroulées entre 9h30 et 15h30).

Cette expérimentation a été effectuée sur 3 flacons d’eau contaminée par L. pneumophila sous
les mémes parametres et conditions (Température, Agitation, Intensité et durée d’exposition

aux UV solaires et densité en bactéries).

11.7.2. Décontamination par photocatalyse en utilisant (TiOz2)

La photocatalyse hétérogéne est 1’une des technologies d’oxydation avancées TOA qui a pour
but la minéralisation totale de polluants en CO2, H20 et composés inorganiques.

Elle consiste a irradier un semi-conducteur, généralement du dioxyde de titane (TiO.), a
l'aide d'un rayonnement ultraviolet (UV) produit naturellement via la lumiere solaire ou
artificiellement a l'aide d'une lampe (UV). (Dans la présente étude I’irradiation est faite a
I’aide d’UV solaires).

La concentration du TiO- est optimale a 1,5g/ (MOUSSAOUI et BOUMRAR, 2011, IGOUD
et al, 2015).
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Mode opératoire :

e Contaminer I’eau distillée a une densité de 0.1 Mc Farland avec des colonies de la
souche ATCC33152 ;

e Verser I’eau contaminée dans des flacons stériles de 1L en PET ;

e Ajouter 1.5g de TiO2dans chaque flacon ;

e Fermer hermétiquement les flacons ;

e Placer dans un endroit ou il y a un maximum d’intensité lumineuse (au niveau de
I’IPA). En mettant sous agitation magnétique continue pendant 6h. Les
expérimentations se sont déroulées entre 9h30 et 15h30.

Cette expérimentation a été effectuée sur 3 flacons d’eau contaminée par L. pneumophila sous
les mémes paramétres et conditions (Température, Agitation, Concentration en TiO., Intensité

et durée d’exposition au UV solaires et densité en bactéries).

)

1)

@)

(1). Flacon d’eau contaminée + TiO2 (2).Flacon d’eau contaminée.
(3). Agitateur magnétique a 6 postes.

Figure 19. Dispositif de décontamination par photolyse et par photocatalyse.
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11.7.3. Décontamination aux chitosane- UV- solaires
Le pouvoir adsorbant du chitosane a déja été prouvé face aux métaux lourds ainsi que diverses
substances toxiques notamment les polychlorobiphényles (PCB) (JEUNIAUX et THOME
,1990). Les essaies effectués visent a déterminer si la matiére premiére (poudre de carapace de
crevettes) et le chitosane produit ont un pouvoir adsorbant sur la légionnelle ainsi que son
efficacité en comparaison au TiO», les expérimentations ont étés effectuées en triplicate.
Mode opératoire : (Figure 20)

e Contaminer 5 litres d’eau du robinet a raison de 0.1McFa avec L.pneumophila ;

e Préparer 4 flacons stériles chacun contenant 1L d’eau contaminée ;

e Peser 1.5g de TiO; et I’ajouter dans le premier flacon ;

e Peser 1.5g de chitosane et I’ajouter dans le second flacon ;

e Peser 1.5g de poudre de carapaces de crevettes et I’ajouté au troisiéme flacon ;

e Fermer hermétiquement les 4 flacons ;

e Les placer sous un maximum d’intensité lumineuse avec agitation magnétique

continue pendant 6h ;

e Le dernier litre doit étre filtré dans le but de déterminer le nombre initial de

Legionella pneumophila présente dans 1’eau contaminée.

Flacon 1

Flacon 4 Flacon 2

Flacon 1 : eau contaminée + TiO2, Flacon 2 : eau contaminée + chitosane, Flacon 3 : eau
contaminée + poudre de carapaces de crevettes, Flacon 4 : eau contaminée.

Figure 20. Décontamination par photocatalyse, SODIS et chitosane-UV solaires.
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11.7.4. Décontamination par chitosane-UV solaires-chauffage

Afin d’optimiser les méthodes précédentes, nous avons ajouté le parametre tempeérature aux

expérimentations précédentes (Figure 21).

Mode opératoire :

Contaminer 1’eau du robinet a une densité de 0.1 McFarland avec des colonies de
L.pneumophila ATCC33152 ;

Verser I’eau contaminée dans 3 flacons stériles de 1L en verre ;

Ajouter 1.5g de chitosane en poudre dans deux flacons ;

Fermer hermétiquement les flacons ;

Placer tous les flacons dans un endroit ou il y a un maximum d’intensité lumineuse (au
niveau de I’'IPA) ;

Mettre 1 flacon contenant le chitosane sous agitation magnétique continue pendant 6h
(Les expérimentations se déroulées entre 9n30 et 15h30) ;

Mettre les 2 autres flacons sous agitation magnétique continue et fixer la température a

70 °C pendant 6h (Les expérimentations se sont déroulées entre 9h30 et 15h30).

L’expérimentation est reproduite 3 fois sur trois jours (le 08/07/201, le 11/07/2021 et le
12/07/201).

(1) Flacon d’eau contaminée + chitosane sans chauffage.
(2) Flacon d’eau contaminée + chitosane + chauffage (70°C).
(3) Flacon d’eau contaminée + chauffage.

Figure 21. Décontamination par chitosane - UV solaires — chauffage.
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11.7.5. Décontamination par évapo-concentration

L’évapo-concentrateur doit étre chauffé a 1’aide des rayons solaires (infrarouges) ou d’une
plaque chauffante, suite a cela, la température de 1’eau s’élévera provoquant ainsi son
évaporation, elle se condensera par la suite au niveau du toit du dispositif et finira par
s’écouler tout au long de celui-ci jusqu’a atteindre la gouttiére, qui, en se remplissant
I’évacuera a travers ’orifice. Elle est par la suite récupérée a 1’aide d’un tuyau dans un flacon
stérile.

Cette technique se fait en utilisant un évapoconcentrateur, c’est un alambic en plaque de verre
trompé, d’une épaisseur de 3 mm environ se composant d’une vasque de 4 cm de hauteur et
emboité et centrée dans une vasque d’une taille supérieur de fagon a laisser une gouttiére
1.5cm entre les deux vasques, celles-ci recouvertes d’un couvercle a deux pantes du méme
matériau, le tout scellé de fagon a ce qu’il ne puisse pas y avoir de perte lors du processus
d’évaporation. Seules trois petites ouvertures circulaires d’un centimétre de diamétre sont
percées deux au niveau du toit permettant le remplissage de la vasque centrale avec 1’eau a
traiter ainsi que la mesure de la température et la troisieme au niveau de la gouttiére facilitant
ainsi la récupération de 1’eau apres traitement (Figures 22 et 23).

Ce dispositif a été congu par Dr IGOUG S. de | UDES et il a été mis a notre disposition pour

le traitement d’une eau contaminée par Legionella pneumophila.

vitrage

£a condensée
(iyuxte)
évacuateur d'eau condensée

(goulotes)

Eau contantinée par

L.pneumophila
Plaque chauffante

Figure 23. Evapoconcentrateur posé Figure 22. Principe de fonctionnement de
au-dessus de deux plaques I’évapoconcentrateur expérimental (IGOUD, 2015)
chauffantes

11.8. Analyses microbiologiques des eaux traitées
L’objectif de cette analyse est d’évaluer [D’efficacit¢é du traitement appliqué par la
détermination du degré d’abattement de L.pneumophila dans 1’eau aprés traitement

par désinfection : solaires (SODIS et photocatalyse), par chitosane et par évapoconcentration.
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Dans la présente étude la méthode utilisée pour estimer la charge en L.pneumophila est la
filtration sur membrane (AFNOR, 2003). Elle consiste a filtrer un volume d’eau sur des
membranes stériles de 0.45 um de porosité.

Un volume (1L) d’eau contaminée (témoin) est filtré pour déterminer la charge bactérienne
pour chaque expérimentation.

Apres chaque expérimentation, un méme volume d’eau (1L) est filtré pour chaque méthode.

Materiel pour filtration sur membrane : (Figure 24)
L’appareil de filtration comprend les éléments suivants :
e Un entonnoir-réservoir ;
e Un support métallique ;
e Un dispositif d’assemblage ;
e Un matériel de liaison supportant I’ensemble de cet appareil de filtration et le reliant &

un dispositif d’obtention du vide.

| ﬂ‘ Emonnor-Réservoir (1)
ambran
ol \
I 1 o | o J'assemblage (6}
[‘
Plaque Support
poreuse (3) metalique (2)
x Raobinet (5)
l_) ‘ - Al o
‘ P Bouchon cacuac houc
'\".
\\
\.\:\* Fioke a vide
Vide < \\
—7] \\

Figure 24. Coupe schématique d'un appareil de filtration sur membrane
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Mode opératoire : (Figure 25)

e Raccorder les différents composants d’appareil de filtration ;

e Flamber la face supérieure (plaque poreuse) de la rampe ;

e Bien placer I’entonnoir stérile (flambé ou stérilisé) sur la base de filtres ;

e Verser un volume d’eau distillée a fin de refroidir le dispositif ;

e Placer une membrane stérile d’une porosité de 0,45um, coté quadrillé vers le haut, sur
le disque poreux en ne saisissant que le bord extérieur de la membrane a 1’aide d’une
pince a mors plat, stérile ;

e Transvaser dans I’entonnoir un volume de I’échantillon bien mélangg¢ ;

e OQuvrir le robinet et appliquer le vide. Des que la membrane parait seche, refermer le
robinet ;

e Retirer I’entonnoir et transférer la membrane a 1’aide de la méme pince stérile dans un

tube puis ensemencer comme indiquer dans la fiche AFNOR.

Figure 25. (1) Membrane de filtration. (2). Dilutions (3). Incubation a 37°C.

e Incuber les boites pendant (2-10jrs) a 37°C.
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111.1. Identification de ’espéece

L’espéce utilisée lors de cette étude est Parapenaus longirostris aussi appelée la crevette rose
(Figure 26), ce décapode (LATREILLE, 1802) au corps latéralement comprimé posséde 5
paires d’appendices abdominaux développés qui sont utilisés pour la nage et une carapace
mesurant de 25mm a 41.5mm (BENKABOUCHE,2015). Les principales caractéristiques
permettant son identification sont décrites dans le (Tableau 4). Ci-dessous :

Tableau 4. Critéres distinctifs pour I'identification de Parapengus longirostris. Fiche
FAO (FISCHER,1987)

Critere Rostre Segment Telson
e Légérement recourbé vers le{e Pleuron du second|e Se terminant par une
haut. segment abdominal pointe flanquée de 2
e Un bord dorsal armé de chevauché par celui du épines fixes.
Caractéristiques | 8 dents. premier segment. e Ses marges latérales
e La partie ventrale dépourvue sans épines mobiles.
de dents. e Pas d’exopodes a la

base des péréiopodes.

suture postorbitaire
(longitudinale)

Schéma s
descriptif e
Fiche FAO =
(FISCHER,

1987)

carapace (vue latérale)

telsan {vug dorsale)

Echantillon
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Figure 26. Parapenaus longirostris (Lucas, 1846), (1) échantillon de la pécherie d’Alger.
(2) Schéma représentatif de P. longirostris. Fiche FAO (FISCHER,1987)

111.2. Composition biochimique globale des coproduits de crevettes

La composition biochimique globale des coproduits de crevettes de P. longirostris est
présentée dans le (Tableau 5) et la (Figure 27) et elle est comparée a celles décrites par les
études antérieures :

Tableau 5. Résultats obtenus et comparaison avec les résultats retrouvés dans la
littérature.

Taux (%) Présente | (OULHIZ, 2018) (KEFIL, (HADDAB et
étude 2020) KORTBI, 2020)
Humidité 11.57 10.09 £ 0.09 10.5 14.61
Matiére 39.88 28.09 £ 0.52 32.6 37.49
minérale
Lipides 11.04 3.22 +02.04 8.7 6.99
Sucres libres 4.7 / 2.14 /
Protéines 8.3 30.63 +2.01 24.26 28.96

111.2.1. Taux d’humidité (Teneur en eau)

Au regard du tableau 5. Le taux d’humidité, contenu dans les carapaces de notre échantillon
qui est de 11.57%, est assez proche de ceux observés lors des études précédentes avec 10%
dans les études d’OULHIZ (2018), 10.5% dans le cas de KEFIL (2020) alors que KORTBI et
HADDAB (2020) ont enregistré des taux légérement au-dessus (14.61%).

Néanmoins, contrairement aux autres études dont les carapaces ont été séchées a une

température allant de 35 a 37 °C dans une étuve ventilée, pour le présent travail, le séchage a
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été fait a I’air libre a température ambiante. Nous constatons donc que le séchage a 1’air libre
est aussi efficace que celui a 1’étuve, cependant la durée de séchage est plus grande.

Par ailleurs, les carapaces de crevettes traitées par KEFIL (2020) et alors que KORTBI et
HADDAB (2020) est un mélange de deux especes (Aristeus antennatus et P. longirostris),
quant a celles de OULHIZ, elles sont issues de la crevette rouge (Aristeus antennatus)

uniquement.

I11.2.2. Teneur en matiére minérale :

De méme, la teneur en minérale obtenue (39.88 %) est voisine de celles décrites dans la
littérature (KORTBI et HADDAB, 2020, KEFIL, 2020). Il est admis que la composition
chimique générale de la carapace de crevette fluctue selon 1’espece, selon le sexe, son
environnement (La richesse en minéraux), ainsi que son stade de croissance. En effet, les
crevettes muent au fur et a mesure qu’elles grandissent car la carapace devient trop petite pour
leur corps, et aprés chaque mue I’animal se retrouve dans 1’obligation de reconstitué un
nouvel exosquelette, celui-ci est formé a base de minéraux absorbés dans le milieu naturel. La

teneur varie alors en fonction de la taille ainsi que du stade de croissance de I’animal.

111.2.3. Teneur en lipides

Les carapaces de crevettes sont relativement pauvres en composes lipidiques (Tableau 5), les
valeurs obtenues (8.11%) corroborent avec celles enregistrées par KEFIL (2020) (8.7%). En
revanche, elles sont largement supérieures, voire le triple, a celles relevées par OULHIZ
(2018) qui est de 3.22%.

111.2.4. Teneur en protéines

La teneur en protéines de 1’échantillon est de 8.3%, ce qui représente moins du tiers des taux
rapportés par OULHIZ (2018) et KORTBI (2020) qui sont respectivement de 30.63% et 28.96
%.

Toutefois, BOUALEM et HOCINE (2018) ont enregistré des teneurs en protéines totales de
I’ordre de 13.12 %.

Cette considérable différence résulte vraisemblablement d’une décortication minutieuse et
d’un bon nettoyage de la matiére premiére, lors du nettoyage toute la chair collée a la
carapace et au telson a été extraite dans le but de faciliter et d’optimiser 1’étape de la

déprotéinisation.
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La différence est aussi due a I’absence de téte dans I’échantillon analysé par BOUALEM et
HOCINE (2018), le présent échantillon aussi présentait une prédominance de la partie
abdominale de la carapace de crevettes.

RAVONINJATOVO (2012-2014) a mené une étude comparative entre la composition
biochimique des tétes de crevettes et la carapace ; il en a conclu que les tétes ont une richesse
plus importante en protéines que les carapaces. Lors d’une étude; menée par
RANDRIAMAHATODY (2011), il a été releve des taux tres éleves en protéines dans les tétes
de crevettes qui étaient de 1’ordre de 57%.

Il est courant que, pour les animaux aquatiques, des fluctuations dans la composition
biochimique dans la chair et coproduits soient observées chez un méme individu, des écarts

peuvent étre relevé entre la région prét de la téte par rapport a celle de la queue.

111.2.5. Teneur en sucres

D’aprés le tableau, la teneur en sucres est considérablement faible presque négligeable, un
taux de 4.7% contre 2.14% pour KEFIL (2020), Cela est di au fait que la part de glucides la
plus importante est représenté par la chitine, qui forme un complexe chitino-protéique non

détectable par la méthode colorimétrique de Dubois.

Présente étude

® Humidite ® Minéraux m Lipides

Sucres totaux m Protéines mAUTRE

Figure 27. La composition biochimique des coproduits de crevette
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I11.3. Caractérisation du chitosane produit
Afin de déterminer le rendement d’extraction du chitosane et d’apprécier sa qualité, sa teneur
en proteines et de matiére minérale résiduelles, sa solubilisation dans un acide dilué et son

degré de désacétylation par résonance magnétique (RMN*H) ont été déterminés.

11.3.1. Rendement massique du chitosane produit

Le chitosane obtenu apres déminéralisation, déprotéinisation et désacétylation des coproduits
de crevettes (P. longirostris), est d’un rendement massique de 11.13 % (Figure 28 et Tableau
6).

La valeur obtenue est proche aux valeurs de rendements obtenus par OULHIZ (2018) (9.02%)
et HADDAB et KORTBI (9.6%) En revanche, le taux obtenu est supérieur a ce qui a été
reporté par CHENNIT et NAIT YAHIA (2015) (8,1 %) et KEFIL (2020) (6,84 %).

Tableau 6. Rendement massique en chitosane obtenu a partir des coproduits de

crevettes rapportés dans la littérature.
Présente OULHIZ | CHENNIT et NAIT HADDAB et KEFIL
étude (2018) YAHIA (2015) | KORTBI (2020) | (2020)

Rendement 11.13 % 9,02 % 8,1 % 9,6 % 6,84 %
d’extraction

Selon OZOGUL et al (2018), Les rendements massiques varient en fonction de plusieurs
facteurs tels que : la méthode d’extraction, I’espece utilisée, les saisons et les conditions
environnementales (zones de péche)

Figure 28. Pesée du chitosane produit a partir de 200Gr de carapaces de crevettes.
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111.3.2. Solubilité
Le chitosane produit a partir de carapaces de crevettes se solubilise parfaitement dans 1’acide
acétique 1%, la solution est translucide avec un aspect trés visqueux par rapport au chitosane

commerciale. (Figure 29)

Figure 29. Solubilisation des chitosanes, (1) Extrait. (2) Commercial

Le chitosane est presque insoluble dans l'eau et dans les solutions alcalines aussi bien
concentrées que diluées. Cependant il est soluble dans les acides faiblement dilués (comme
I’acide acétique, lactique, citrique, ...).

Les groupes aminés du chitosane sont protons a partir de pH= 3, le chitosane est solubilisé
lorsque le polymere est positivement chargé (CATALDO et al., 2009); et il devient
cationique quand le pH est inférieur au pKa intrinseque de la fonction amine du chitosane soit
6,3. A un pH supérieur (>6,5), les groupements ne sont plus ionisés et le chitosane se précipite
(RINAUDO et al.1993).

111.3.3. Viscosité
La viscosité dynamique est une grandeur physique qui caractérise la résistance a I'écoulement
laminaire d'un fluide incompressible. La viscosité dynamique de la solution du chitosane a
été déterminée a 1’aide d’un viscosimétre numérique, Des solutions de chitosane a différentes
concentrations ont été preparées et analysées au viscosimetre a température ambiante
(Tableau 7 et Figure 30).

Tableau 7. Résultats de la viscosité dynamique de différentes solutions de chitosane.

[Cs] g/ml 0.01 0.005 0.0078
Viscosité dynamique mPa.s 2173.3 1151.3 1917.5
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Figure 30. Détermination de la viscosité intrinseque du chitosane.

La projection de la droite I’axe des y représente la viscosité intrinséque, méthode de calcul

sert a tracer le graphe n=f (c).

Donc : pour X=0, m=170 mi/g

La viscosité du chitosane produit est de 170 ml/g elle dépend essentiellement de la
concentration, de sa masse molaire, de sa température ainsi que de son DD. Plus il est
désacétylé, plus il y a des groupements amine libres et plus il est soluble, et plus sa viscosité

est importante.

111.3.4. Poids moléculaire

La méthode choisie pour la détermination de la MM nécessite la connaissance de la viscosité
intrinséque [n] des polymeéres ainsi que les paramétres k et a. Les valeurs prises par ces
derniers dépendent de la nature du solvant, de sa concentration et de la température
(KASAAI, 2007). Dans notre cas, pour le solvant utilisé CH3COOH a 1% et une température
de 20°C : a = 0.93 (sans dimension) ; k=1.81 103(dl.g-1).
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La masse molaire moyenne est déterminée par la mesure de la viscosité en utilisant de
I’équation Mark Houwink (RINAUDO et DOMARD, 1998) :
] = K * M2 (111.3.4)

Avec [n] : viscosité intrinseque, [M] : poids moléculaire.

Le poids moléculaire du chitosane produit est de 223 kDa. Les masses molaires du chitosane
et la répartition des motifs N-acétylés le long de la chaine dépendent de la méthode de
désacétylation utilisée. Le chitosane commercial a une masse molaire entre 100-500 kDa
(KASAAI, 2007).

111.3.5. Qualité du chitosane produit

11.3.5.1. Degrés de déminéralisation et de déprotéinisation
Afin d’évaluer I’efficacité des traitements de déminéralisation et de déprotéinisation effectués

sur les coproduits de crevettes, la teneur du chitosane en protéines et cendres résiduelles a été

déterminée. Les résultats sont mentionnés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 8. Degreés de déminéralisation et de déprotéinisation du chitosane produit.

Chitosane produit
DM (%) 100
DP (%) 63.2

Le degré de déminéralisation est de 100% (Figure 31), ce qui signifie une élimination
complete des matieres minérales malgré leur présence en forte proportion dans la carapace des
crevettes (39,88%),

Un taux d’élimination des cendres de ’ordre de 53.31 % a été rapporté par HADDAB et
KORTBI (2020), aprés un traitement acide (HCL) a 50°C des carapaces des crustacés.
L’élimination totales des minéraux durant cette étude a été possible grace a 1’utilisation d’une

plus grande température (70°C).
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Figure 31 : Déminéralisation du chitosane, a. creuset avant passage au four a moufle.
b. Creuset apres passage au four a moufle.

Bien que le degré de déprotéinisation (63,2%) soit inférieur a ceux rapportés par HADDAB et
KORTBI (2020), KEFIL (2020) ainsi qu'OULHIZ (2018), le traitement appliqué (NaOH)
(12,5N) dans la présente étude est plus efficace car le maximum de protéine a été déja éliminé
durant 1’étape de prétraitement des carapaces de crevettes, d’ailleurs la teneur totale en

protéine est plus faible que celles rapportées par ces auteurs.

111.3.5.2. Degré de désacétylation du chitosane par résonance magnétique nucléaire
RMN

La RMN H est une méthode trés utilisée pour la détermination du DDA du chitosane. La
technique s'avere rapide, précise, reproductible, robuste, stable et ne nécessite qu’une petite
quantité de chitosane (LAVERTU et al, 2003).

A partir des spectres présentés ci-dessus, le degré de désacétylation (DD) peut étre déterminé
en comparant l'intégralité du pic de résonance a 2 ppm environ, correspondant aux protons du
CHs du groupe aceétyl, par rapport aux protons H2-H6 du cycle glucosidique, situés entre 3 et
4,4 ppm (VO, 2013).

L’analyse du degré de désacétylation par RMN a permis 1’obtention des spectres présentés la-
dessous :
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Figure 32. Spectre RMN 1H du chitosane extrait.

Le DDA du chitosane produit est de 98.8%. Selon OULHIZ (2018), Un DD élevé indique que

le chitosane est de bonne qualiteé.
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I11.4. Activité anti Legionella pneumophila du chitosane produit

Pour I’évaluation de I’activité anti L.pneumophila, des tests ont été effectués par la méthode
de diffusion des disques sur gélose. Les diamétres des zones d’inhibition ont été mesurés afin
d’estimer ’activité antagoniste du chitosane vis-a-vis de ce germe. Les résultats obtenus sont

présentés dans le Tableau 9 et Figure 33.

Tableau 9. Pouvoir anti-Legionella pneumophila du chitosane produit.

Solution Diamétre d’inhibition

Chitosane produit + acide acétique ®=3,6cm

Chitosane produit + eau distillée ® =10 mm

Acide acétique ®=35cm
Chitosane commercial + acide acétique. @ <6mm
Chitosane commercial + eau distillée. @ <6mm
Témoin positif : eau de Javel ®=5cm

Témoin négatif : eau distillée ® <6 mm

® < 6mm : pouvoir bactéricide nul.

Nous avons noté une petite activité du chitosane produit dissout dans 1’eau distillée Vvis-a-vis
de ’ATCC33152.

On remarque aussi une activité pour le chitosane dissout dans 1’acide acétique a (1%) il est &
noter que ce dernier posséde d’ores déja une activité antagoniste. Par contre, aucune activité

antagoniste de la solution du chitosane commercial dans 1’acide acétique n’a été observee.

Ces resultats concordent avec ceux de FUJIMOTO (FUJIMOTO et al. 2006) qui ont
rapportés que le chitosane avait un effet anti-légionelle efficace mais en présence d’autres
acides organiques et en dilution dans 1’eau de mer. C’est donc une action synergique des

acides et du chitosane.
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1: Eau distillée.

,  “ 2 : Poudre de crevettes + Eau distillée

3 : Chitosane commercial + eau distillée.
4 : Acide acétique.

5 : Chitosane extrait + acide acétique.

7 : Eau de javel.

9 : Chitosane extrait + eau distillée

Figure 33. Résultats du test anti-Legionella pneumophila du chitosane

I11.5. Traitement d’une eau contaminée par Legionella pneumophila

111.5.1. Décontamination par évapoconcentration

Pour étudier I’efficacité de I’évapoconcentrateur dans le traitement anti-légionnelle de I’eau,
on a procédé a une série de tests consistant a ensemencer 1 L d’eau avec la souche
ATCC33152 a raison de 0.1 MCF.

Aprés avoir verser la solution a I’intérieur de 1’évapoconcentrateur et régler les plaques de
facon a ce que la température de I’eau atteigne les 90°C, le dispositif est laissé durant environ
4h a 5h (temps d’évaporation de la totalité de I’eau). Le

Tableau 10 représente les résultats obtenus apres incubation, avant et apres le traitement.

Tableau 10. Résultats de décontamination de I'eau par évapoconcentration.

Date Concentration Avant Concentration apres Taux
UFC/I UFC/I d’abattement

21/06/2021 289 x 10° 0 100%

22/06/2021 314 x 10° 0 100%

23/06/2021 280 x 10° 0 100%

29/06/2021 320 x 10° 0 100%

07/07/2021 420 x 10° 0 100%

Au regard du tableau 10, nous constatons un abattement total des légionnelles apres
décontamination a 1’évapoconcentrateur. Il est a signalé que ce dispositif n’a jamais été testé

contre ce germe.
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Le Tableau 11 met en évidence D’efficacité du dispositif dans la désinfection des eaux

contaminés.

Tableau 11 : Taux d’abattement des germes par évapo-concentration selon la littérature.

Présente étude

IGOUD et al (2017)

Legionella Coliformes totaux Coliformes Streptocoques
Contaminants pneumophila. fécaux fécaux
Moyenne des 100% 96% 100% 100%
pourcentages
d’abattement

Une élimination presque totale de tous les germes étudiés par IGOUD et al (2017) grace a un
évapo-concentrateur reproduisant le cycle naturel de 1’eau (cycle hydraulique reposant sur le
principe de changement de phase liquide-vapeur). Ce procédé a été baptise SOWAT de
I’acronyme solar wastwater (brevet INAPI, 2012). En effet en 2012, ce procédé de
distillation solaire a effet de serre a été expérimenté avec des eaux usées urbaines. Les
résultats obtenus sont comparables a ceux des stations d’épuration. Mieux encore, les eaux
épurées ont éte désinfectées. Il y a eu élimination des germes de contamination fécale, des
germes pathogeénes tels que Vibrio, Salmonella, Staphylococcus aureus et les anaérobies
sulfito-réducteurs dont les Clostridium. Cette désinfection est le résultat de I’effet des
rayonnements solaires (UV solaires) et de la chaleur (la température a I’intérieur de 1’enceinte
variait entre 70°C et 80°C). Cette augmentation de la température est a l’origine de
changement de phase de I’ecau liquide-vapeur (évaporation) ensuite vapeur -liquide
(condensation), qui n’est rien d’autre qu’une distillation. Dans la présente expérimentation, la
température a été réglée a 90°C, grace a des plaques chauffantes afin d’accélérer ce processus
et d’augmenter son efficacité face aux légionnelles. Dans une autre expérimentation, les
effluents d’une industrie laiticre ont été traités dans un premier lieu par biométhanisation
suivie d’une évapo-concentration (ZIDANE et CHIBANE,2019).

L’évapo-concentration a permis non seulement l’abattement de la matiére organique et
minérale mais aussi la désinfection et 1’élimination des germes d’altération et des germes
indicateurs de la contamination d’origine fécale. L’eau épurée est de bonne qualité, elle

pourrait €tre éventuellement réutilisée pour I’irrigation des cultures industrielles et céréaliére.
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Figure 34. Mise en évidence de I’élimination des Iégiohnelles sur milieu gélosé apres
traitement des eaux contaminées par evapoconcentrateur (culture négative).

111.5.2. Etude comparative des différentes méthodes de traitement d’une eau contaminée
par L.pneumophila

a. Avec chauffage

L’eau contaminée avec L.pneumophila & 0.1 MC Farland a été soumise a différents
traitements en utilisant une énergie renouvelable "les rayonnement solaires”. Afin d’optimiser
la décontamination des eaux par chitosane-rayonnements solaires, la température a été réglée
a 70°C. Cette série d’expérimentations a été effectuée dans des flacons en verre, et en
triplicate. Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 12 et illustrés dans la figure
35:

Tableau 12. Effet du chauffage sur I’efficacité des différentes méthodes de traitement
des eaux contaminées par L.pneumophila

= = = Rayonnement
[C] Apres IS = [C] Apres = global sur
Dates t[rca:lgg\r/:enntt traitement % tEii]é rr:lzerft % traitement % surface
UEC/L CcC S SC UEC/L S CsC S horizontale
UFC/L o = UFCI/L o G_HOR
8 S S (Wim?)
f—o‘ 4.20%107 0 100 100 668,137745
o
'f—" 3.60*107 0 100 100 757,275416
—
-:’: 5.60*107 0 100 5*102 99,99 406,101248
—
CC : Chitosane-UV solaires avec Chauffage, SC: SODIS + Chauffage, CSC : Chitosane-UV solaires Sans chauffage
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Figure 35. Taux d'abattement de L.pneumophila avec les méthodes incluant le chauffage

Une élimination totale du germe a été constatée, il apparait que le traitement avec le
chitosane-UV solaires est suffisant pour une épuration compléte de I’eau. Le chauffage est
donc facultatif dans ce processus.

b. Sans chauffage

Afin de confirmer les résultats des essais précédents, I’eau contaminée avec le méme germe a

la méme concentration a été soumise a différents traitements sans chauffage.
Dans un premier temps nous avons testé la sensibilité de Legionella pneumophila au

rayonnements solaires. La méthode SODIS a été réalisée dans des flacons en PET, et en

triplicate. Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 13 :
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Tableau 13. Résultats de la décontamination par photolyse.

UV solaires + agitation pendant 6h

[C]

Rayonnement global

en Legionella % d'abattement sur surface

pneumophila horizontale G_ HOR
(W/m2)
UFC/L
Avant 6
S.0.D.I.S 15> 10 /
Apres S.0.D.I.S
1
Apres S.O.D.I.S 543 80458

2

Apres S.0.D.I.S
K]

La méthode SODIS se montre tres efficace dans la désinfection de I’eau, sachant que la
concentration initiale en légionelle est tres importante (au-dessus des valeurs rencontrées
habituellement dans les eaux contaminées qui varient entre 01.10% et 60.10° UFC/L)
(JARRAUD, 2006) (BENABOU et al.2009).

Dans un second temps, la photocatalyse au TiO», chitosane-UV solaires, poudre de carapaces
de crevettes-UV solaires ont été expérimentés. Une série d’essais a été effectuée dans des
flacons en PET, et en triplicate (21/22 /23 juin). Les taux d’¢éliminations de la légionelle en
fonction des traitements et des intensités lumineuses sont consignés dans le tableau 14 et

illustrés dans la figure 36.

Tableau 14. Taux d’abattement de L.pneumophila selon les différentes méthodes de
traitement

[€] [€1 = [€1 = (1 £ | Rayonnement

Avant Apres g Al g Aptes g global sur
traitement traitement 3 traitement b traitement 2 e

Date TiO2 § chitosane _és S.0.D.1.S § e aaElle
UFC/L UFC/L > UFC/L Ee) UFC/L o] G_HOR
X S S (W/m?)

ﬁ' ;% 3.14 *107 5.2*10* 99,83 6.9%103 99,98 0] 100 | 792,165363

g' ;% 2.80*107 9.6*10* 99,66 1.15*104 99,96 0 100 | 766,753796

;:'j g 2.89*107 | 1.56*10° 99,46 2.98*10* 99,9 0 100| 702,883023
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100.00%

99.90%
99.80%
99.70%
99.60%
99.50%
99.40%
99.30%
99.20%
99.10%

792.165363 766.753796 702.883023
Rayonnement global sur surface horizontale G HOR (W/m?)

Pourcentages d'abattement

= TiO2 Chitosane ™ Poudre S.ODIS

Figure 36. Taux d’abattement de L.pneumophila avec les différentes méthodes de
traitement en fonction du rayonnement global

Au regard, des résultats obtenus selon les différentes méthodes de traitements avec un
rayonnement global relativement équivalent, nous constatons un taux d’élimination de 100%
en ce qui concerne I’eau traitée avec de la poudre de carapace de crevettes et celle traitée par
la méthode S.O.D.I.S.

La decontamination a I’aide du chitosane-UV solaires a engendré un taux d’abattement
supérieur a 99,9%.

Par ailleurs, un taux minimal de 99.40% a été enregistré pour I’eau décontaminée a 1’aide de
la photocalyse, Ceci est peut-étre dii au fait que I’eau mélangée au TiO> devienne colorée et
trouble, ce qui diminue la pénétration des rayons UV-solaires. Il semblerait que celle-ci soit

sensible a I’augmentation de I’intensité lumineuse.
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La tableau 15 et la figure 37 mettent en évidence une comparaison des performances des
différentes méthodes utilisées.

Tableau 15. Pourcentages moyens d'abattement de L.pneumophila selon les différentes
méthodes de traitement (photocatalyse, SODIS avec et sans chauffage, chitosane-UV
solaires avec et sans chauffage et poudre de crevette)

Flacons en PET Flacons en verre

Chitosane

S.0.D.1.S | Chitosane

Meéthodes | Photocatalyse | Chitosane [Ielfelsl SODIS RSG5 + + sans
Chauffage | Chauffage

chauffage

Moyenne des

POUFCeNtages | - gg arop 99,04% (LM 100% (DA 100% 100% 100%
d’abattement

(%)

Rayonnement
global sur
surface 753,9340607 543,80458 610,504803
horizontale
G_HOR
(w/m?)

100,00%
99,90%
99,80%
99,70%
99,60%
99,50%
99.40%

TiO2
Poudre

Moyennes des pourcentages de
décontamination

Chitosane
S.OD.LS

sop.rs:2 NG
S.0.D.LS +Chauffage
Chitosane sans

chauffage

Chitosane+ chauffage

Flacons en PET Flacons en verre

Meéthodes de traitement

Figure 37. Pourcentages moyens d'abattement de L.pneumophila selon les différentes
méthodes de traitement (photocatalyse, SODIS avec et sans chauffage, chitosane-UV
solaires avec et sans chauffage et poudre de crevette)

Aprés observation des tableaux et figures ci-dessus, nous constatons que le pourcentage
moyen minimal d’élimination de L.pneumophila présente dans I’eau est de 99.6%. La
réglementation impose un taux maximal de 10® UFC/L dans les réseaux (AFNOR, 2003). De
ce fait, les résultats obtenus sont trés satisfaisants car les concentrations initiales des
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experimentations sont largement supérieures a celles retrouvées habituellement dans les
réseaux.

Il est tout de méme important de noter ’efficacité des méthodes ne nécessitant pas de
chauffage et qui ont permis un taux de décontamination supérieur a 99,9%.

Les travaux expérimentaux sur la photolyse et photocatalyse de MOUSSAOUI et
BOUMRAR (2011), LAAMA (2012) et de IGOUD et al (2015) montrent clairement que les
radiations solaires sont un facteur important dans la réduction de la concentration des
indicateurs de contamination fécale et des micro-organismes pathogenes qui leur sont
associés. Le maximum d’abattement est enregistré apres 6 heures d’exposition au soleil pour
les coliformes fécaux (100%), suivi des levures (96%) et des staphylocoques (83%).

Ces résultats peuvent étre expliqués par l'inactivation des bactéries sous I’effet des
rayonnements solaires. L’inhibition serait due a I'action des UVA, du visible et surtout des
UVB via une action directe sur 'ADN des microorganismes (BEN MOUSSAOUD 2009,
MALATO et al, 2009)

Selon MAIGA (2010), la sensibilité des micro-organismes aux UV est variable, Les bactéries
Gram négatif seraient plus résistantes que les bactéries Gram positif du fait de la protection
conférée 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.

Suite a ces expérimentations, et a I’efficacité de ces procédés de décontamination, nous
déduisons qu’il est possible de remplacer le traitement par photocatalyse par le traitement &
I’aide du chitosane pour la méme concentration (1.5 g/l) et dans les mémes conditions nous
obtenons des résultats semblables voir supérieurs en faveur du chitosane. Etant donné que
c’est une molécule naturelle, non polluante et non toxique, il serait plus judicieux d’étendre
cette pratique et d’étudier sa faisabilité a grand échelle.

Toutes ces méthodes de traitement se valent, elles ont toutes démontrées une efficacité
remarquable, de ce fait le choix de la méthode reposera exclusivement sur I’ampleur de la

contamination et les volumes a traiter.
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Conclusion et perspectives
Cette etude a pour objectif principal la valorisation des co-produits de crustacés en vue d’une
application dans 1’épuration des eaux contaminées par les légionnelles.
Ce travail est basé sur I’extraction du chitosane a partir des carapaces de crevettes
Parapenaus longirostris et son exploitation pour son potentiel antibactérien dans le traitement
des eaux contaminées par Legionella pneumophila.
La détermination de la composition biochimique des carapaces de crevettes a montré un taux
important de minéraux, de protéines ainsi que des polysaccharides dont la chitine.
Le chitosane obtenue par extraction chimique est de bonne qualité, avec un DD de (98,9%),
une solubilité excellente dans 1’acide acétique et un poids moléculaire de 223 kDa, idéal pour
le traitement des eaux.
Le Test anti-Legionella pneumophila du chitosane a révelé une faible activité antagoniste de
ce polysaccharide, mais sa dilution dans 1’acide acétique donne une activité remarquable, il
s’agit vraisemblablement d’une action synergique du chitosane et des acides organiques.
Le traitement des eaux contaminées par L.pneumophila par évapoconcentration a donné un
excellent résultat, puisque, nous avons obtenu un taux d’abattement de I’ordre de 100%, C’est
I’équivalent d’une stérilisation.
La décontamination de 1’ecau par photolyse (S.0.D.1.S), photocatalyse (TiO2), Chitosane et
poudre ont donné des résultats relativement proches avec un taux de décontamination
supérieur a 99%.
Il est possible de remplacer la TiO2 par la poudre de carapaces de crevettes ou le chitosane de
par leur efficacité et leur respect de I’environnement.
Le traitement de 1’eau contaminée par la légionnelle par photolyse ne nécessite pas de
chauffage, ainsi que d’autres techniques de finition, ce qui en fait une méthode trées efficace,
accessible et non onéreuse.
On peut conclure qu’a partir des résultats obtenus, la valorisation biotechnologique des co-
produits de crevettes ainsi que 1’utilisation de 1’énergie solaire méritent une attention
particuliére et notamment dans le domaine de la décontamination des eaux.
Il serait donc intéressant a I’avenir de :

e Etudier I’aspect économique et la rentabilité de I’extraction du chitosane a partir des

co-produits de crevettes.
e FEtudier la faisabilité de ce projet a grande échelle dans le traitement des eaux

contaminées et des eaux usées.
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Tester le pouvoir adsorbant du chitosane dans le traitement des eaux contaminees et
des eaux usées.

Expérimenter le procédé SOWAT dans le traitement des eaux contaminées par les
Iégionnelles.

Tester I’efficacité d’un systeme hybride en couplant deux méthodes afin de traiter une
eau contaminée par Legionella pneumophila.

Trouver la concentration optimale en TiO, poudre et chitosane pour purifier les eaux
contaminées par les légionelles.

Optimiser le procédé d’extraction du chitosane a partir des co-produits de crevettes
afin d’augmenter son rendement.

Etudier d’autres caractéristiques du chitosane, notamment ses propriétés
pharmacologiques  (activité  analgésique, antioxydante, antidiabétique et
antihypertensive).

Mettre en application le potentiel gélifiant et la viscosité du chitosane dans divers
domaines.

Explorer les activités biologiques des autres constituants des coproduits de
crevettes tel que les pigments, les protéines et les minéraux.

Tester la possibilité de récupérer et réexploiter le chitosane apres son utilisation dans

le traitement des eaux.
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Annexes

Annexe 01 : Courbes d’étalonnage de la composition biochimique des carapaces de crevettes.
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Figure 38. Courbe d'étalonnage du dosage des sucres
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Figure 39. Courbe d'étalonnage du dosage des protéines
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Annexe 02 : Matériel utilisé pour la caractérisation biochimique des carapaces de crevettes

Figure 40. Evaporateur rotatif. Figure 41. Four a moufle

Figure 42. Spectrophotomeétre UV- visible
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Annexe 03 : Dispositif de mesure de la viscosité.

Figure 43. Viscosimetre NDJ-5

Annexe 04 : Aspect de la poudre de carapaces de crevettes aprés déeminéralisation

Figure 44. Séchage de la poudre de crevettes apres déminéralisation
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Annexe 05 : Production de chitosane insoluble

Le premier essai d’extraction du chitosane a donné une poudre insoluble, contrairement a la
poudre produite par la suite (le chitosane). En effet lors 1’étape de déprotéinisation le ratio
(1/10) n’avait pas été respecté, cette étape avait été effectuée avec un ratio de (1/100). La
solution basique était 10 fois plus concentrée que nécessaire, par conséquent le polysaccharide
a été dépolymérisé ce qu’il lui a fait perdre sa caractéristique de solubilité dans 1’acide
acétique a (1%).
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Figure 45. Schéma des réactions chimiques de désacétylation et dépolymérisation (LE
ROUX, 2012).

Annexe 06 : spectres RMNH du chitosane extrait
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Figure 46. Spectres de RMN1H du chitosane extrait



Résumé

Résumé :

Cette étude porte sur I’extraction du chitosane a partir des coproduits de crevettes Parapenaus longirostris, dans
le but d’une application dans le traitement des eaux contaminées par Legionella pneumophila. Une
caractérisation biochimique de la matiere premiere a été entreprise, suivie de I’extraction et du contrdle de la
qualité du produit fini. Ce dernier est parfaitement soluble dans une solution d’acide acétique a 1%, son degré de
désacétylation est de 98. % et son poids moléculaire est de 1’ordre de 223 kDa. Le chitosane est donc de bonne
qualité et se préte bien pour l’épuration des eaux contaminées, d’autant plus qu’il posséde une activité
antagoniste vis a vis de ce germe. Ce biopolymére couplé a la photolyse est utilisé dans le procédé de traitement
d’une eau contaminée par Legionella pneumophila, puis comparée a trois autres méthodes : la photocatalyse, la
photolyse et 1’évapoconcentration. Les traitements par évapoconcentration des eaux contaminées par
L.pneumophila ont donné d’excellents résultats avec des taux d’abattement de 1’ordre de 100%. C’est
I’équivalent d’une stérilisation. De méme, La décontamination de 1’eau par photolyse (S.0.D.I.S), Chitosane et
poudre de crevettes brute ont permis une élimination des légionnelles de 1’ordre de 99,9%. A la lumiere des
résultats obtenus, la valorisation biotechnologique des co-produits de crevettes ainsi que 1’utilisation de 1I’énergie
solaire méritent une attention particuliére et notamment dans le domaine de 1’épuration des eaux.

Mots clés : coproduits de crevettes, Parapenaus longirostris, caractérisation, chitosane, activité antagoniste,

Legionella pneumophila, photolyse, photocatalyse, évapoconcentration.

Abstract

This study focuses on the extraction of chitosan from Parapenaus longirostris shrimp co-products, for an
application in the treatment of water contaminated with Legionella pneumophila. Biochemical characterization
of the raw material was undertaken, followed by extraction and quality control of the finished product. It is
perfectly soluble in a 1% acetic acid solution; its degree of deacetylation is 98% and its molecular weight is of
the order of 223 kDa. Chitosan is therefore of good quality and lends itself well to the purification of
contaminated water, especially since it has antagonistic activity against this germ. This biopolymer coupled with
photolysis is used in the process of treating water contaminated by Legionella pneumophila, then compared to
three other methods: photocatalysis, photolysis and evapoconcentration. Treatments by evapoconcentration of
water contaminated with L. pneumophila have given excellent results with abatement rates of around 100%. This
is the equivalent of sterilization. Likewise, water decontamination by photolysis (S.0.D.1.S), chitosan and raw
shrimp powder allowed elimination of Legionella in the order of 99.9%. In the light of the results obtained, the
biotechnological development of shrimp by-products as well as the use of solar energy deserve special attention,
particularly in the field of water purification.

Key words: shrimp co-products, Parapenzus longirostris, characterization, chitosane, antagonistic activity,

Legionella pneumophila, photocatalysis, photolysis, evapoconcentration.
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