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Résumé

Un processus rapide, vert et rentable de séparation de la chitine des carapaces de crevettes
usagées utilisant un co-solvant préparé a partir de glycérol et d'acides (acide chlorhydrique ou
acide citrique) est rapporté. Différentes températures de réaction et concentrations d'acide ont
été étudiées. Les propriétés physico-chimiques de la chitine ont ét¢é maintenues pendant le
traitement au co-solvant. La déminéralisation et la déprotéinisation nécessitent au moins 5 %
d'acide. La présente méthode offre des avantages distincts par rapport a la méthode chimique,
tels qu'une plus grande pureté (98%), un indice de cristallinité plus élevé (96,96%) ainsi qu'une
récupération plus importante de la chitine (44,53%). Cette méthode représente une stratégie
rapide pour obtenir de la chitine de haute pureté et de faible poids moléculaire a partir de
carapaces de crevettes. La chitine extraite a été caractérisée par diffraction des rayons X (DRX),
spectroscopie infrarouge (FTIR) et microscopie électronique a balayage (MEB). Les résultats
ont montré que la chitine extraite était sous forme alpha, avec une morphologie mixte fibreuse

et poreuse qui convient le mieux a l'application d'adsorption.

Dans ce contexte, nous étudions I'utilisation de la chitine extraite pour éliminer le rouge Congo
(CR), un colorant anionique, des eaux usées. L'efficacité de 1'élimination du CR par la chitine
a été étudiée en fonction du temps de contact, de la dose d'adsorbant, du pH initial, des
isothermes d'équilibre et des parametres cinétiques et thermodynamiques. Les variations de la
concentration en colorant et du pH ont eu une influence significative sur I'élimination du CR
par la chitine. Dans des conditions optimales (pH = 7, temps de contact = 130 min, température
= 50°C), la capacité d'adsorption a atteint 29,69 + 0,2 mg/g. Les données expérimentales ont
révélé que l'adsorption de CR sur un adsorbant de chitine est mieux représentée par une

isotherme de Langmuir.

Mots-clés : Biopolymeéres ; carapace de crevette ; extraction de chitine ; rouge Congo ; chimie

verte ; adsorption.



Abstract

A fast, green and cost-effective process for separating chitin from waste shrimp shells using a
co-solvent prepared from glycerol and acids (hydrochloric acid or citric acid) is reported.
Different reaction temperatures and acid concentrations were studied. Chitin physicochemical
properties were maintained during co-solvent treatment. At least 5% acid was required for
demineralization and deproteinization. The present method offers distinct advantages compared
to the chemical method, such as greater purity (98%), higher crystallinity index (96.96%) as
well as higher chitin recovery (44.53%). This method represents a rapid strategy for obtaining
high-purity, low-molecular-weight chitin from shrimp shells. The extracted chitin was
characterized by X-ray diffraction (DRX), infrared spectroscopy (FTIR) and scanning electron
microscopy (SEM). The results showed that the extracted chitin was in alpha form, with a mixed

fibrous and porous morphology that is best suited to the adsorption application.

In this context, we study the use of extracted chitin to remove Congo red (CR), an anionic dye,
from wastewater. The efficiency of CR removal by chitin was studied as a function of contact
time, adsorbent dose, initial pH, equilibrium isotherms and kinetic and thermodynamic
parameters. Variations in dye concentration and pH were found to significantly influence CR
removal by chitin. Under optimal conditions (pH = 7, contact time = 130 min, temperature =
50°C), the adsorption capacity reached 29.69 + 0.2 mg/g. The experimental data revealed that

CR adsorption on a chitin adsorbent is best represented by a Langmuir isotherm.

Keywords: Biopolymers; shrimp shell; chitin extraction; Congo red; green chemistry;

adsorption.
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Introduction génirale

Les biopolymeres désignent les polyméres organiques produits naturellement a partir de
produits agricoles (tels que I'amidon, les protéines, la cellulose et les huiles végétales) ou
d’organismes vivants (plantes, animaux et micro-organismes) [1]. Ils sont per¢us comme une
classe de matériaux prometteurs offrant une variété d'applications et représentent une source
principale pour le développement de matériaux polymeéres renouvelables et biodégradables qui
serviront de substituts aux produits pétrochimiques dans de nombreuses applications

industrielles [2],[3].

La chitine est le deuxieme biopolymeére le plus répandu ; elle est produite par les organismes
biologiques a une quantité annuelle de 100 milliards de tonnes a travers le monde. Elle est
principalement présente dans l'exosquelette des crustacés, les cuticules des insectes et la paroi
cellulaire des champignons. L'industrie des fruits de mer rejette environ 6 a 8 millions de tonnes
de déchets de carapace de crustacés, qui pourraient constituer une source peu colteuse de
chitine [4]. En effet, elle présente des propriétés uniques telles que la biocompatibilité, la
biodégradabilité, 1'activité antimicrobienne, la faible immunogénicité et 1'accélération de la
cicatrisation des plaies [5],[6]. En raison de ses qualités exceptionnelles, elle a été utilisée dans
de nombreuses applications, notamment dans les domaines biomédical, cosmétique,

alimentaire, agricole, textile, papetier et dans le traitement de I'eau [7].

La méthode conventionnelle d'extraction de la chitine des matieres premicres passe par la
déminéralisation, la déprotéinisation et la décoloration. Cette méthode chimique classique
utilise de 'acide chlorhydrique et de I'hydroxyde de sodium pour éliminer les minéraux et les
protéines, respectivement. Au cours de cette procédure, les eaux usées acido-basiques peuvent
entrainer de graves problémes environnementaux. En raison de l'intérét croissant porté aux
problémes environnementaux, le concept de « chimie verte » gagne de plus en plus d'attention.
C'est pourquoi de nouvelles méthodes ont été développées, a savoir les réactions enzymatiques
et la fermentation microbienne[8], les liquides ioniques (IL) [9], les solvants eutectiques

profonds (DES) [10] et les co-solvants a base du glycérol [11].

La présente thése a pour but d'extraire la chitine des déchets de crevettes, par une méthode

rapide et respectueuse de l'environnement. A cette fin, nous avons adopté une approche
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écologique en une étape pour extraire la chitine des déchets de carapace de crevettes en utilisant
un co-solvant vert, composé de glycérol et d'acide (chlorhydrique ou citrique). A la différence
des techniques traditionnelles utilisant des acides et des bases chimiques commerciaux ou
traditionnels, notre approche met 1'accent sur un processus d'extraction durable et non polluant.
En outre, les échantillons de chitine obtenus ont été caractérisés par spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (FT-IR), diffractométrie des rayons X (DRX) et microscopie

¢lectronique a balayage (MEB).

Dans le cadre de la dépollution d’effluents colorés, nous avons testé 1’efficacité de rétention
d’un colorant anionique « rouge Congo » sur la chitine extraire selon I’approche verte proposée.
Cette étude a également examiné les effets du pH, de la concentration initiale du colorant, du
temps de contact et de la température. De plus, les isothermes d'équilibre, le comportement

cinétique et les données thermodynamiques ont été évalués.
Ce manuscrit est divisé en quatre chapitres :
Le chapitre I s’articule sur une étude bibliographique qui contient deux parties :

» La premiére partie est consacrée a la description générale de la chitine. Leurs sources,
leurs principaux domaines d’applications et les différentes méthodes d’extraction sont
présentés.

» La seconde partie présente les phénomenes d’adsorption sous ces différents aspects.

Le chapitre II est consacré a la description du protocole d’extraction, le matériel, les différentes

techniques de caractérisation utilisée ainsi que, la technique d’adsorption.

Le chapitre III est dédié aux résultats de l'extraction conventionnelle et nouvelle de la chitine
des carapaces de crevettes sont présentés et discutés. Les résultats de la caractérisation de la

chitine obtenue sont également discutés.

Le chapitre IV porte sur 1'é¢tude de 'effet de différents paramétres affectant I'adsorption d'un
colorant « Rouge Congo CR » en solution aqueuse sur la chitine extraite selon 1'approche verte
en une seule étape a partir d'un mélange de glycérol et d'acide citrique. Le choix du colorant
n'est pas arbitraire, mais repose sur le fait que ce colorant est largement utilisé dans les textiles

et que son rejet dans I'environnement est susceptible de nuire a ce dernier.

Nous concluons cette étude par une synthese générale des résultats obtenus et des perspectives

envisagées dans le cadre de ce travail.
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Partie A

Chitine : Extraction et Application

1. Introduction

La chitine est un polymére biologique qui présente également des caractéristiques
chimiques et biologiques remarquables, telles que la biocompatibilité, la biodégradabilité, la
non-toxicité et les propriétés d'adsorption, qui peuvent étre utilisées dans diverses applications
industrielles et médicales. C'est le deuxiéme polysaccharide le plus abondant dans la nature

apres la cellulose [1].

En effet, la chitine est produite commercialement a partir des carapaces des crustacés comme
le crabe et la crevette, et leur production industrielle est intéressante en raison de la quantité
considérable de ressources naturelles produites par I'industrie de la péche. Depuis une vingtaine
d'années, ce biopolymere a fait 1'objet de nombreuses recherches et de nombreux brevets

déposés, et il existe une littérature scientifique abondante et récente a son sujet [2],[3].

Cette partie vise a présenter les principales caractéristiques et utilisations de la chitine. Apres
avoir rappelé leurs origines et leurs méthodes d’extraction, nous mettrons l'accent sur leurs
multiples caractéristiques physico-chimiques et biologiques et décrirons leurs principales

applications.
1.1 Apercu historique

La chitine a probablement été découverte par le chimiste anglais Charles Hatchett, qui, lors de
ses expériences sur les coquilles d'animaux marins, a signalé en 1799 la présence d'un "matériau
particuliérement résistant aux produits chimiques habituels" [4]. Cependant, il n'est pas clair s'il

¢tait conscient de l'importance de sa découverte a I'époque.
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En revanche, le parcours de la chitine a commencé en France, au début du XIXe siecle, avec
les recherches du Henri Braconnot directeur du jardin botanique de Nancy, qui a identifié ce

biopolymeére en 1811 et lui a attribué le nom de "fungine" [5],[6].

En 1823, en étudiant la cuticule des insectes, Odier [7] réussit a isoler ce méme polymere et a

le dénommer "chitine", issue du grec "yuit®H", qui signifie tunique (enveloppe).

Cependant, d'autres noms ont ét€¢ proposés mais n'ont pas ¢ét¢ admis. Il s'agit notamment de
1'élytrine (Children 1824), de l'entomaderme (Lassaigne 1843), de la métacellulose (Frémy
1855), de la cellulose fongique ou de la pilzcellulose (de Bary 1887 ; Winterstein 1893),
entoméiline (Packard 1886, 1898), la pupine (Grifths 1892a, b), et plus tard la mycétine
(Ilkewitsch 1908) [8].

En 1843, Lassaigne [7] a détecté la présence d'azote dans la chitine en travaillant sur la carapace
du papillon de ver a soie Bombix morii. Ultérieurement, Ledderhose a désigné la glucosamine
et l'acide acétique en tant qu'unités structurelles de la chitine en 1879, et Gilson a également

confirmé que la glucosamine était I'unité répétitive de la chitine en 1894 [5].
1.2 Généralité sur la chitine

La chitine est un polysaccharide structurel semblable a la cellulose. La structure de la
chitine est similaire a la structure chimique de la cellulose, a I'exception du remplacement du

groupe hydroxyle au niveau du carbone par le groupe acétylamino (-NHCOCH3) [9].

La chitine (CgH1305N), est le biopolymere le plus abondant dans la nature apres la cellulose,
cependant elle est absente des organismes producteurs de cellulose [10]. Il s’agit d’un
polysaccharide naturel composé de deux monosaccharides, la N-acétyl-D-glucosamine et la D-

glucosamine, reliés par des liaisons B-1,4- glycosides (Figure I.1) [11].

Dans son état naturel, la chitine est généralement un hétéropolymere, avec un degré de
désacétylation DD compris entre 5 et 20 % [12]. Sa structure est trés proche de celle de la
cellulose et elle a généralement la méme fonction, a savoir assurer l'intégrité de la structure et

la protection de 1'organisme.

5|Page



CHAPITRE 1 Revue bibliographique

Chitine
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Figure 1.1 Structure chimique de la chitine.
1.2.1 Les différentes formes cristallines de la chitine

Le plus souvent, la chitine sert de support et se compose de couches de polysaccharides.
Chaque couche est constituée de plusieurs chaines de chitine positionnées parallélement
[13], comme le montre schématiquement la figure 1.2. Des fibres hautement cristallines se
forment lorsque les couches de polymeres sont placées les unes a c6té des autres et forment

des interactions [14]. Selon leur orientation, trois formes cristallines ont été rapportées (a,
Bety).

L'a-chitine, la forme la plus abondante, est présente dans presque tous les crustacés, les
insectes, les champignons et les parois cellulaires des levures [2]. Cette formation se
caractérise par le fait que les feuillets de chitine, sont positionnés de manicre antiparalléle,

ce qui permet la formation d'un maximum de liaisons hydrogénes [15].

Ces liaisons hydrogene créent une cristallinité remarquablement ¢€levée, ce qui donne un
matériau plus rigide et plus stable. Par conséquent, 1'a-chitine est caractérisée comme un
produit non réactif et insoluble [16]. Cette forme étant le polymorphe le plus courant, 1'a-

chitine a été largement étudiée [14].

En revanche, dans la B-chitine, les lamelles de chitine sont ordonnées en parallele (figure
1.2) et les forces intermoléculaires sont plus faibles. 11 en résulte une molécule plus souple
avec une plus grande affinité pour les solvants et une plus grande réactivité. Il est prouvé
qu'elle est soluble dans l'acide formique et qu'elle peut gonfler dans 1'eau [15]. Cette forme
de chitine est présente dans la plume du calmar, dans les tubes des vers pogonophores et
vestimentiféres et dans les épines monocristallines excrétées par les diatomées telles que
Thalassiosira fluviatilis [2]. Bien que le calmar et les tubes de Tevnia jerichonana
contiennent tous deux de la PB-chitine, leur cristallinité différe. Cela implique que la
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cristallinité¢ dépend également de la source. La chitine obtenue a partir de plumes de calmar

est semi-cristalline, et la chitine de T. jerichonana est presque entiérement cristalline

[2],[17],[16].

La troisiéme formation, la y-chitine, est moins courante. Elle est considérée comme un
mélange ou une forme intermédiaire d'a- et de B-chitine avec des arrangements paralléles
et antiparalleles [16]. Plus précisément, une chaine de chitine sur trois a une direction
opposée a celle des deux lamelles de chitine qui la précedent [18],[15]. Tres peu d'études
ont été menées sur la y-chitine, et il a été suggéré que la y-chitine pourrait étre une version

déformée des deux autres au lieu d'une véritable troisiéme forme polymorphe.

Epicuticla
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Figure 1.2 Classification de la structure de l'exosquelette en fonction des niveaux de

structure et des éléments de microstructure de I'exosquelette [19].
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1.2.2 Sources de chitine

Aujourd'hui, on considére qu'une grande partie de la chitine produite dans la biosphére est
présente dans les océans [20]. On la trouve dans des espeéces aquatiques appartenant a des
embranchements tels que les Cnidaires (coraux [21]), les Entoproctes [22], les Phoronides (vers
en fer a cheval), les Ectoproctes, les Brachiopodes (coquilles de lampes)[23], les Bryozoaires
[20], les Poriféres (éponges [24],[25]) et les Mollusques (calmars [17], seiches [26], et
palourdes [17]). En outre, la chitine a ¢galement été détectée dans des champignons
(champignons et levures [27]), des algues (diatomées [28], algues coralliennes [29], algues
vertes [30]), des Onychophora (vers veloutés) et des protozoaires [31]. Les sources de chitine
les plus facilement accessibles sont toutefois les exosquelettes des Arthropodes, qui
comprennent les insectes [32],[33], les arachnides (araignées [34] et scorpions [35]), les
myriapodes (millipedes et centipedes) et les insectes. (millipedes et mille-pattes [36]), ainsi que

les crustacés (crevettes, krill, crabes et homard [35],[23],[37]) (Figure 1.3).

» Champignons 3@3 e

% Mollusques i o o
) Lon \ 4 . o - b 4 ‘L’. 1
e} NS «— SN Q‘:t'-.;:
(N (M

Chitine

Figure 1.3 les sources de la chitine.

Le tableau I.1 présente des exemples de sources contenant de la chitine, ainsi que les données
de composition disponibles. La quantité de chitine varie en fonction du type d'espece, de la
partie de la biomasse considérée et méme des saisons et des stades de croissance [38]. Des
valeurs allant de <1% a 72% (w/w) sur la base de la matiére seche selon le type de biomasse

ont été observées sur la base de la matiére séche, selon le type de biomasse
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Tableau 1.1 : Sources de la chitine.

Origine Espece Type de CaCOs3(%) Protéine (%) % (p/p) chitine  REF
biomasse dans la biomasse
Crustacés (embranchement des arthropodes)
Cuticule de crabe 40-50 15-30* [17]
Crabes Coquilles 66.58 16.68 16.73 [39]
Crabe marbré Grapsus marmoratus 10 [40]
Crabe rouge Portunus puber 10 [40]
Cancer crabe Cuticule 72.1 [38]
Crabes Carcinus Corps entier 64.2 [38]
Crabe royal Paralithodes Corps entier 35 [38]
Cuticule de crevettes 20-30 3040* [17]
Crevettes Jinga Metapenaeus affinis  Coquilles 45.66 37.59 16.75 [26]
Crevettes brunes Penacus aztecus Coquilles 48.97 29.5 21.53 [39]
Crevettes rose Penaeus duorarum  Coquilles 42.26 34.02 23.72 [39]
Crevettes Palaemon Fabricius 22 [40]
Crevettes tigrées Penaeus Coquilles 52.03 28.84 19.13 [26]
rainurées semisulcatus
Homard Scyllaride Thenus orientalis Coquilles 61.81 16.93 21.26 [26]
Langouste Scyllarus arctus 25 [40]
Homard épineux Palinurus vulgaris 32 [40]
Ecrevisses Procambarus clarkii  Coquilles 63.94 15.56 20.6 [39]
Isopodes Oniscus asellus Adulte séché 6-7* [32]




Insectes (phylum des arthropodes)

Les abeilles Apis mellifera Exosquelettes 2.5 [41]
Sauterelle Aiolopus simulatrisx Adulte séché 5.3* [42]
Sauterelle Duroniella laticornis  Adulte séché 6.5% [42]
Sauterelle Oedipoda miniata Adulte séché 8.1% [42]
Mouche soldat noire Hermetia illucens Prépupes 2.7-19.7% 37.7-40.7 5.6-6.7 [43]
séchées
Mouche soldat noire Hermetia illucens Larves séchées 17.5 2.10° [44]
Cafard Périplancte Cuticule 54.8” [38]
Scarabée Melolontha Adulte séché 13-14* [33]
Ver a soie Bombyx mori L Cuticule 23-52 36-62 [45]
Sphinx du tabac Manduca sexta Exosquelette de 60 20 [46]
l'adulte
Papillon Pieris 2 [38]
Mouche domestique Musca domestique  Adulte séché 19.7 1.19° [44]
Mollusques (phylum des mollusques)
Calmar Plume 4.74 46.23 49 [39]
(Céphalopodes)
Seiche (Céphalopodes) Sépia officinale Coquilles 91.25 1.35 7.4 [26]
Palourde/huitre Coquilles 85-90 3-6%* [17]
(Bivalvia)

Autres animaux
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Corail noir (Cnidaria)  Antipathella Squelette 70 10 [46]

fiodensis (partie
organique)

Araignées G¢éolycosa vultuosa 8-8.5 [34]
(Arachnides)

Hogna radiata 5.5-7 [34]
Champignons
Basidiomycota Lactaire vellereus 19 [38]
(levure)
Basidiomycota Agaricus bisporus Paroi cellulaire 43.8 [47]
(champignon)
Zygomycota Mucor rouxii Paroi cellulaire 50.1 [48]
Ascomycota (levure)  Pénicillium notatum Paroi cellulaire 18.5 [38]

N.B : * la maniere dont il est mesuré n'est pas indiqué ; “sur la base du poids de la cuticule organique, d'autres ont été mesurés sur la base des
différences de poids des matiéres premiéres et de celui de 1'échantillon obtenu aprés traitements acides et alcalins 2, cendres brutes * a base de fibres

détergentes acides, moins les acides aminés présents.
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1.3 Les méthodes d'extraction de la chitine

Les protéines et la chitine se combinent dans le tissu squelettique des coquilles de crustacés,
formant une matrice par liaisons covalentes qui est ensuite largement minéralisée pour former
une coquille dure [49],[50].

La chitine peut étre extraite des coquilles par un procédé chimique ou biologique
(enzymatique). Le temps de réaction pour la déprotéinisation est plus long dans le processus
biologique que dans le processus chimique [13]. Cela rend le procédé chimique plus intéressant
pour la production commerciale de chitine. Les principales étapes de ces procédés sont décrites
ci-dessous.

1.3.1 Extraction chimique

Les étapes de base pour l'isolation de la chitine a partir de carapaces de crustacés sont les
suivantes :

e Déminéralisation (élimination du carbonate de calcium par l'acide).

e Déprotéinisation (¢limination des protéines).

e Dépigmentation (élimination des pigments).

La déminéralisation de la matiere premicre (coquilles de crustacés) commence par I'élimination
des minéraux tels que le carbonate de calcium (CaCO3) a 1'aide d'un bain d'acide chlorhydrique
contenant une solution de HCI a 2,5 %. Dans ce processus, le carbonate de calcium réagit avec
l'acide chlorhydrique et se décompose pour former un sel de calcium soluble dans I'eau avec

libération de dioxyde de carbone (CO2), comme le montre 1'équation suivante [51]:

2HCI + CaCOs CaCly + H,O+ CO; f I.1

D'autres minéraux présents dans les déchets de crustacés se décomposent également en sels
solubles en présence d'acide. La teneur en cendres de la carapace déminéralisée indique
l'efficacité (c'est-a-dire la force) du processus de déminéralisation [52]. Les produits issus de la

déminéralisation de la coquille contiennent 31 a 36 % de cendres.

La déprotéinisation implique généralement un traitement alcalin [53]. Au cours de ce processus,
les liaisons chimiques entre les protéines et la chitine sont rompues et les protéines (albumine)
se décomposent finalement en acides aminés solubles dans l'eau [54],[55]. Outre la
déprotéinisation, une désacétylation et une dépolymérisation partielle de la chitine peuvent se

produire a la suite d'un traitement alcalin [50]. Dans la méthode chimique, I'ordre des deux
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¢tapes de l'extraction de la chitine, a savoir la déminéralisation et la déprotéinisation, peut
¢galement étre inversé [50],[54],[52]. Cependant, la structure de la chitine extraite reste intacte

et stable lorsque les étapes de déminéralisation ont lieu en premier [18].

Des acides tels que l'acide formique a 90%, l'acide chlorhydrique a 22 et 37% [56],[57], I'acide
acétique et l'acide sulfurique ont également été suggérés pour I'étape de déminéralisation. Les
propriétés physiques et chimiques du produit fini dépendent de la température, de la durée, de
la concentration des produits chimiques, ainsi que de la concentration et de la taille des coquilles

broyées [56].

Certaines coquilles peuvent également contenir des lipides et des pigments (Tableau 1.2). Le
pigment des carapaces de crustacés forme des complexes avec la chitine. Les résidus de
pigments peuvent étre retirés de la chitine par extraction a température ambiante. Un solvant
hydrocarboné tel que 1'acétone, le chloroforme, 1'acétate d'éthyle, 1'éthanol peut étre utilisé pour
cette extraction. Une étape de décoloration est parfois incorporée pour obtenir de la chitine

blanche. Cette étape peut également influencer les caractéristiques de la chitine blanche.

Tableau 1.2 : analyse chimique typique des carapaces d'écrevisses [58].

Composition Coquilles
Protéines brutes (%) 16.9
Graisse (%) 0.6
Fibre (%) 23.6
Chitine (%) 23.5
Cendres (%) 63.6
Minéraux
= Ca (%) 24.8
= P(%) 1.0
= K (%) 0.1
= Mg (%) 0.3
* Mn (ppm) 200
* Fe (ppm) 180
Astaxanthine (ppm) 108
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1.3.2 Extraction biologique

Le traitement chimique de la chitine a beaucoup d'inconvénients. La purification chimique de
la chitine est extrémement dangereuse, elle consomme énormément d'énergie et menace
'environnement, en raison de la forte concentration de minéraux et de la caustique utilisée.
L'extraction biologique est une méthode alternative pour extraire la chitine des carapaces de
crustacés. Elle permet de surmonter les problémes environnementaux associés aux traitements
acides et alcalins. Les méthodes biologiques présentent I'avantage de produire de la chitine avec
une plus grande reproductibilité. Divers micro-organismes sont utilisés pour la déprotéinisation
enzymatique des carapaces de crustacés en vue de la production de chitine. Toutefois, dans cette
méthode, les carapaces de crustacés sont d'abord déminéralisées, puis déprotéinées a I'aide d'une

protéase [59].
» Déminéralisation enzymatique

Les substances minérales et les protéines présentes dans les carapaces de crustacés sont
dissoutes par un acide organique produit par des micro-organismes tels que les bactéries

productrices d'acide lactique.

Cette réaction de déminéralisation enzymatique implique que l'acide organique et les micro-
organismes réagissent avec le carbonate de calcium présent dans les carapaces brutes et que les
sels de calcium précipitent 1'acide organique. Les sels précipités sont €liminés par le milieu de
culture avec des précautions particulieres. Les sels organiques précipités sont également

¢liminés par lavage et sont utilisés comme agents de conservation et de déglacage [60].
» Déprotéinisation enzymatique

Au cours du processus de déprotéinisation enzymatique, les protéases (alcalase, pepsine,
papaine, pancréatine, dévolvase et trypsine) permettent d'éliminer les protéines et de réduire les
¢tapes des processus préliminaires. En général, l'alcalase est préférée pour la production de
chitine, I'hydrolysat de protéines et la récupération de l'astaxanthine. La présence d'un groupe
aminé hydrophobe permet de contrdler I'hydrolyse. Elle est sélectionnée en raison de sa
spécificité pour les acides aminés hydrophobes terminaux. Il conduit généralement a la
production d'un hydrolysat non amer et permet un contrdle aisé¢ du degré d'hydrolyse. Les
coquilles brutes sont déminéralisées aprés déprotéinisation par traitement HCI et la teneur en
protéines résiduelles est plus élevée dans la chitine isolée par déprotéinisation enzymatique que

celle obtenue par traitement alcalin [61].
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> Fermentation

Les enzymes ont un cotlt élevé pour le processus enzymatique. On peut le diminuer en
procédant a une déprotéinisation par fermentation [62]. Il existe deux grandes catégories de

méthodes de fermentation : la fermentation lactique et la fermentation non lactique.

Les déchets de crustacés fermentés donnent naissance a une fraction solide avec de la chitine
brute et a une liqueur riche en protéines naturelles, en minéraux et en pigments. En outre, les
bactéries qui produisent de l'acide lactique ont une double action [63]. Par hydrolyse partielle,
elles générent un ensemble de protéases qui séparent les protéines du complexe solide chitine-
CaCO:s. Ainsi, l'extraction biologique prend de plus en plus d'importance par rapport au
traitement chimique. C'est un processus €cologique et les sous-produits peuvent tre récupérés

et réutilisés [64].

La figure 1.4 ci-dessous présente une comparaison de trois méthodes d'extraction de la chitine

a partir de déchets de fruits de mer.

Chimique Enzymatique

Fermentation

Déchets de fruits de mer

N KOH NaOH Protéases Microbes Serratie Bacille
commerciales

Déprotéinisation g % . ¥ T 1%

y Alkali Protéases Microbes

B HCI Acide lactique Lactobacilles [| Bacille
Déminéralisation Y %4 A "4

Traitement acide Microbes
J
KMnO,4 H,0, NaOClI
Décoloration R 4 I'e
Blanchiment

Figure 1.4 Comparaison de trois procédés de production de chitine a partir de déchets de

fruits de mer [65].
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1.4 Applications de la chitine

La chitine, un biopolymeére marin bien €tabli, a été largement exploité pour diverses applications
industrielles et biomédicales [66]. Les différentes applications de la chitine sont influencées par
leurs caractéristiques physicochimiques et biologiques [67]. Ces propriétés exceptionnelles ont
donné lieu a des applications polyvalentes du biopolymére dans divers domaines, notamment
la pharmacie, 'administration de génes, 1'ingénierie tissulaire, I'ophtalmologie, les cosmétiques,
le traitement de l'eau, les textiles et l'industrie du papier [54],[50]. Cette section a abordé
quelques-unes des diverses applications de la chitine et identifie é¢galement les possibilités de

développer des produits a valeur ajoutée a partir de ce biopolymeére d'origine marine.
1.4.1 Domaine biomédicales

La chitine a suscité un intérét considérable pour les applications biomédicales en raison de ses
caractéristiques biologiques exceptionnelles, telles que la biocompatibilité, la biodégradabilité,
la biosécurité et la non-toxicité. Elle s'est également révélée hémostatique, fongistatique,
bactériostatique, spermicide, anticholestérmique et anticancérigéne, ce qui élargit encore sa
gamme d'applications biomédicales [67]. En outre, la surface polycationique du biopolymeére
lui permet de former des liaisons hydrogene inter- et intramoléculaires, ce qui facilite également

son utilisation dans le développement de nouveaux produits biomédicaux [54].

Les pansements a base de chitine purifiée se sont révélés efficaces pour prévenir l'infection des
Iésions cutanées en empéchant l'infiltration des bactéries. De plus, ils favorisent la régénération
du derme et accélerent le processus de cicatrisation des plaies [68]. Par ailleurs, d'autres
caractéristiques telles que la résistance, la flexibilité et les propriétés bio absorbables ont facilité
l'utilisation de la chitine comme fils chirurgicaux et matériaux de pansement. Le et al ont
confirmé que les pansements a base de fibres de chitine accéléraient la cicatrisation des plaies
d'environ 75 %. En outre, la chitine a été utilis€é comme revétement sur des matériaux

biomédicaux normaux pour améliorer le processus de cicatrisation des plaies [69].

La greffe de peau artificielle a ét¢ identifiée comme une autre application possible de la chitine
dans les industries médicales et cosmétiques. Selon Dutta et al, la chitine/chitosane est un
candidat prometteur pour le traitement des brilures. Les auteurs avancent cette hypothése en
raison de la capacité du chitosane a former des films résistants, absorbants et biocompatibles
directement sur la brilure. Ils soulignent que I'utilisation du chitosane dans le traitement des
brilures favorise une excellente perméabilité a I'oxygene, ce qui est crucial pour prévenir la

privation d'oxygene des tissus 1€sés [3].
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L'ingénierie tissulaire est un autre domaine florissant d'application biomédicale de la chitine.
L'utilisation de la chitine/du chitosane en tant que supports a été signalée comme ayant un effet
accélérateur sur les processus d'ingénierie tissulaire en raison de la nature poly cationique qui
améliore I'adsorption des cellules sur le polymere. Il a ét¢ démontré que le chitosane peut étre
facilement transformé en tissus, films et billes poreux [70], tandis que Kast et al. ont affirmé
que le conjugué chitosane-acide Thio glycolique (chitosane-TGA) est un candidat prometteur
en tant que matériau de soutien dans le domaine de 1'ingénierie tissulaire [71]. De méme, Zhang
et al. ont synthétisé et caractérisé le chitosane/phosphate de calcium microporeux d'une vaste

gamme de produits tres différents [72].
1.4.2 Domaine de ’agriculture

La chitine, avec ses propriétés antibactériennes et antifongiques naturelles, a été largement
¢tudiée dans le développement de produits de désinfection commerciaux [73],[74] et a
¢galement été promue pour des applications agrochimiques [75]. Des travaux approfondis ont
¢été menés sur l'utilisation de I'enrobage de chitosane comme barricre protectrice pour prolonger
la durée de conservation de nombreux fruits et Iégumes [76],[77],[78]. Chien et al ont démontré
que l'enrobage avec du chitosane a faible My retardait le mirissement, la perte d'eau et le
pourrissement des pitayas rouges tranchées [76]. En outre, 'utilisation de la chitine/du chitosane
en tant que spray foliaire pour induire une résistance aux maladies et augmenter la qualité et la

production des plantes a été rapportée.

Les applications réussies du biopolymere marin dans des cultures telles que le riz, le palmier,
le mais, le manioc et de nombreux autres fruits tropicaux pour inhiber l'infection ont été
rapportées [3],[18]. Jeon et al ont comparé¢ I'efficacité de conservation de différentes viscosités
de chitosane dans le hareng et la morue de 1'Atlantique enrobés et ont démontré le potentiel du
chitosane en tant qu'enrobage de conservation pour réduire ou prévenir la perte d'humidité,

l'oxydation des lipides et la croissance microbienne du poisson [77].

Dans une étude similaire, le préemballage de filets de poisson avec une solution de chitosane a
haute densité a permis de prolonger la durée de conservation de 5 a 9 jours [78]. Des recherches
sur I'amélioration de la durée de conservation des ceufs ont montré que le chitosane offre une
barriere protectrice contre le transfert de dioxyde de carbone et d'humidité a travers la coquille

de I'ceuf [79].
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1.4.3 Domaine agroalimentaire

En raison de ses caractéristiques exceptionnelles, la chitine/le chitosane et ses dérivés ont trouvé
un large éventail d'applications uniques dans I'industrie alimentaire [80],[20]. Selon Aranaz et
al, la chitine microcristalline (MCC), qui présente de bonnes propriétés émulsifiantes, un
¢paississement supérieur et une activité gélifiante, a trouvé une application dans la stabilisation
des aliments [18]. En raison de son action antimicrobienne contre les micro-organismes de
détérioration des aliments et de ses propriétés antioxydantes, l'utilisation de la chitine/du
chitosane pour protéger les aliments de la détérioration microbienne a été largement
documentée [18],[76]. Des films et des revétements comestibles et semi-perméables a base de
chitosane ont été signalés non seulement pour retarder la maturation, la perte d'eau et réduire la
décomposition [76], mais aussi pour créer une atmosphére contrdlée, telle que celle utilisée
pour le stockage, a un coflit moindre. Cela permet également de conserver la saveur et la couleur
de I'aliment conservé et de ne pas l'altérer par les conservateurs, comme c'est généralement le
cas avec d'autres enrobages comestibles [3],[18]. Il a également été rapporté que la chitine
présente des propriétés anticholestérolémiques, c'est-a-dire une capacité de liaison au
cholestérol, qui facilite son application en tant qu'agent diététique dans de nombreux produits
de compléments alimentaires [81]. Dutta et al ont suggéré que la chitine peut étre utilisée
comme support non absorbable pour des ingrédients alimentaires hautement concentrés tels que

les colorants alimentaires et les nutriments [3].
1.4.4 Domaine des cosmétiques

La chitine/chitosane et ses dérivés sont utilisés dans trois domaines principaux des cosmétiques
: les soins capillaires, les soins de la peau et les soins bucco-dentaires. Selon Dutta et al, une
solution claire contenant du chitosane forme un film clair et €lastique sur les cheveux, ce qui
améliore leur douceur, leur souplesse et leur résistance mécanique. C'est pourquoi la chitine/le
chitosane sont présents dans les produits capillaires tels que les shampooings, les ringages, les
agents de permanente, les colorants capillaires, les lotions coiffantes, les sprays capillaires et
les toniques capillaires [3]. Les attributs physicochimiques et biologiques du chitosane et de ses
dérivés facilitent son utilisation dans le développement de produits de soin de la peau. Le My
de la plupart des produits a base de chitosane est si élevé qu'ils ne peuvent pas pénétrer dans la
peau. Le chitosane a donc été utilisé dans la production de produits hydratants pour la peau et
remplacera avantageusement l'acide hyaluronique qui a été utilisé jusqu'a présent comme
hydratant pour la peau [82],[83]. Par conséquent, la chitine/le chitosane et ses dérivés se
retrouvent dans les produits cosmétiques tels que les crémes, les lotions, les cosmétiques anti-
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age, les vernis a ongles, les fonds de teint, les ombres a paupicres, les rouges a Iévres et les
produits nettoyants [3],[83]. Les attributs antimicrobiens et antifongiques de la chitine/du
chitosane et de ses dérivés facilitent leur application dans la production de produits d'hygi¢ne

bucco-dentaire tels que le dentiftrice, les bains de bouche et le chewing-gum [82].
1.4.5 Domaine de photographie

La chitine/chitosane a trouvé d'importantes applications dans la photographie en raison de sa
résistance a l'abrasion, de ses caractéristiques optiques et de sa capacité a former des films.
Selon Muzzarelli, le chitosane peut facilement libérer les complexes d'argent, utilisés en
photographie, de sorte qu'il peut facilement pénétrer d'une couche de film a l'autre par le
processus d'inversion du transfert de diffusion [84]. Dutta et al ont rapporté l'utilisation du
chitosane comme agent de fixation des colorants acides dans la gélatine et qu'il agit également

comme un auxiliaire pour améliorer la diffusion dans la photographie couleur [3].
1.4.6 Domaine des traitements des eaux

La pollution de I'eau causée par la contamination chimique de 1'eau par un large éventail de
produits toxiques, tels que les métaux, les molécules aromatiques et les colorants, constitue un
grave probleme environnemental [18],[60]. La recherche de solutions a ce risque est donc
essentielle pour prévenir la toxicité potentielle pour I'homme et 1'animal qui peut résulter de
cette pollution. L'utilisation de la chitine et du chitosane pour éliminer les polluants de I'eau a
fait 1'objet de nombreuses recherches et documentations [18],[80]. En raison de sa nature poly
cationique, la chitine/le chitosane peut étre utilis¢é comme agent floculant et peut également agir
comme agent chélateur et comme piege a métaux lourds [3]. Guibal et al ont examiné 1'effet des
propriétés du chitosane sur 1'adsorption des métaux, des colorants et des composés organiques
[85]. De méme, l'utilisation de matériaux a base de chitine/chitosane pour 1'¢limination des
colorants anioniques a ¢été largement étudiée et documentée par Crini et Badot [86]. Le
processus de coagulation-floculation et le processus d'adsorption dépendent du DD. Saha et al
ont affirmé que le chitosane avec un DD plus €levé a une plus grande efficacité pour I'adsorption
d'un colorant azoique [87]. Comparé a la chitine, le chitosane s'est avéré plus efficace dans
I'élimination des ions métalliques [88], des polychlorobiphényles (PCB) [89] et des colorants
anioniques [90]. Inversement, la chitine s'est avérée plus efficace que le chitosane pour éliminer
les hydrocarbures aromatiques polycycliques des eaux usées pétrochimiques [91]. Le chitosane
a été utilis¢ comme adsorbant, coagulant et bactéricide dans le traitement des eaux usées de

l'aquaculture. Weltroswki et al ont utilisé des dérivés de N-benzyl sulfonate de chitosane comme
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sorbants pour I'¢limination des ions métalliques en milieu acide [92]. Des quantités
considérables de la production mondiale de chitine, de chitosane et de dérivés ont été signalées

comme ¢étant utilisées dans le traitement des eaux usées [93].
L.5 Nouvelles approches pour l'extraction vert de la chitine

L’extraction et le traitement de la chitine a I'aide des solvants conventionnels, par exemple les
acides minéraux et les bases, se trouvent confrontés a de nombreux défis. Tout d'abord, la
structure intrins€quement récalcitrante des maticres premicres riches en chitine nécessite la
consommation d'une grande quantité d'acides et de bases pour ¢éliminer les impuretés, telles que
le carbonate de calcium et les protéines [94],[95]. Ces acides et ces bases sont corrosifs pour
1'équipement et leur élimination directe peut entrainer une grave pollution de I'environnement.
Deuxiémement, les traitements acides et alcalins séveéres entrainent généralement une hydrolyse
inattendue de la chitine et un poids moléculaire inférieur a celui de la chitine vierge [96].
Troisiémement, la chitine préparée avec un degré d'acétylation élevé est peu soluble dans I'eau
et les solvants généraux, ce qui limite son champ d'application [97],[98]. Afin d'améliorer
l'efficacité de l'utilisation de la chitine, il est nécessaire d'améliorer sa solubilité en modifiant
sa surface. Cependant, la plupart des réactifs et des solvants utilisés pour la modification de la
surface ne sont pas durables, recyclables et respectueux de I'environnement. Il est donc essentiel
de rechercher un solvant relativement écologique, doux et efficace pour l'extraction et le

traitement de la chitine.
I.5.1 Les solvants eutectiques profonds (Deep Eutectic Solvents DES)

Par rapport aux solvants conventionnels, les DES sont plus doux, plus durables et plus
respectueux de I'environnement. Leurs propriétés physicochimiques, notamment la densité, le
pH, la polarité, le point de fusion, la viscosité, la conductivité, la stabilité thermique et la
biodégradabilité, peuvent étre adaptées grace a une conception rationnelle de la formulation
[99],[100],[101]. En outre, la modification simultanée de la surface de la chitine peut étre
réalisée au cours du processus d'extraction des DES, ce qui permet d'améliorer la solubilité et
la fonctionnalité [102],[103]. Plus important encore, les DES peuvent étre recyclés et réutilisés
plusieurs fois, ce qui réduit considérablement le colit de production de la chitine (Figure 1.5)
[104],[105]. C'est pourquoi les DES sont devenus des solvants intéressants pour l'extraction et

le traitement de la chitine au cours des derniéres années.
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Figure L.5 Procédé vert d'extraction de la chitine a 1'aide de solvants eutectiques profonds

(DES).

D'apres la littérature, les DES peuvent étre utilisés comme solvants et réactifs verts pour :
1- Extraire la chitine de la carapace des crustacés [104],[105] ;

2- Dissoudre la chitine par la rupture des liaisons hydrogene intra/inter-moléculaires de la

chitine [106],[107] ;

3- Modifier la chimie de surface de la chitine par des réactions d'acylation et de

désacétylation [108],[109] ;

4- Isoler des nanomatériaux de chitine (ChNM) en combinaison avec la désintégration

mécanique [103],[110],[111].

Il convient de noter que la plupart des rapports précédents font référence aux mélanges
d’accepteur de liaison hydrogene HBA et de donneur de liaison hydrogene HBD en tant que

DES. Dans cette étude, nous qualifions également de DES tous les mélanges de HBA et de
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HBD. Toutefois, il convient de préciser que les véritables DES doivent avoir des points de

fusion beaucoup plus bas que ceux de chaque DES individuel.

En particulier, la déminéralisation et la déprotéinisation ont lieu pendant l'extraction de la
chitine de la carapace des crustacés a l'aide des DES [112]. La HBD acide réagit avec les
minéraux pour libérer des cations, du dioxyde de carbone et de I'eau (déminéralisation), laissant
une organisation structurelle moins serrée des fibrilles de chitine et de protéines. Ensuite, le
HBA crée de nouvelles liaisons hydrogeéne avec la chitine et les protéines, ce qui entraine la
rupture des fibrilles de chitine et de protéines (déprotéinisation). Pour la dissolution de la chitine
dans les DES, la liaison hydrogene intra/inter-moléculaire de la chitine est bloquée par les DES,
et pendant ce temps, une nouvelle liaison hydrogéne entre les molécules de chitine et les DES
se forme [106]. Les effets combinés conduisent a une solubilité relativement élevée de ~ 10 %,
en fonction de la structure chimique des DES et de la chitine appliquée. Il convient de noter que
pendant l'extraction et la dissolution de la chitine a 1'aide des DES, la modification de la surface
de la chitine (par exemple, 1'acylation et la désacétylation) peut se produire simultanément

[102],[109].

Enfin, le prétraitement avec des DES est bénéfique pour la préparation des ChNM en
combinaison avec la désintégration mécanique [110]. Les DES a base d'acide peuvent éliminer
efficacement la zone amorphe de la chitine, formant ainsi des nanocristaux de chitine en forme
de batonnets (ChNC) a haute cristallinité¢ (Figure 1.6), tandis que les nanofibres de chitine

(ChNF) a haut rapport d'aspect sont préparées en utilisant le prétraitement DES sans acide.

Région cristalline

DESs acide
.

t

Région amorphe

R-COOH : acide oxalique, acide lactique, acide citrique

Figure I .6 Illustration mécanique pour la production de ChNC dans 1’acide organique DESs.
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1.5.2 les Co-solvants a base du glycérol

Le glycérol, solvant naturel a haut point d'ébullition (290 °C) qui posséde de nombreuses
propriétés, notamment son caractére non volatil, sa facilité de recyclage, sa grande inertie et sa
stabilité, a ét¢ prouvé comme étant un milieu réactionnel sans risque pour l'environnement
[113]. Comparativement a d'autres solvants verts prometteurs le glycérol, sous-produit de la
production de biodiesel, est facile a obtenir, inoffensif, peu cotliteux et biodégradable [114].Ces
propriétés sont conformes aux exigences du solvant vert le plus idéal et aux processus

chimiques durables actuels [113].

Certains chercheurs utilisent déja le glycérol comme solvant de réaction pour la modification
et I'extraction de la chitine. Devi et al ont mis au point un protocole plus écologique pour la
production a grande échelle de chitine en moins de temps a partir de déchets de coquilles de
crevettes en utilisant du glycérol et de l'acide citrique qui sont obtenus a partir de ressources
durables. Ils ont trouvé que le prétraitement des carapaces de crevettes avec du glycérol chaud
suivi d'un broyage avec de l'acide citrique permet d'éliminer les protéines et les minéraux en

une seule étape [115].

Liu et al ont proposé de maniere innovante le glycérol comme solvant de réaction vert pour la
préparation du chitosane a partir de la chitine a température élevée, ce qui a permis de réussir
la désacétylation de la chitine. Ils montrent que dans les conditions optimisées, il est possible

d'obtenir du chitosane avec un DD élevé et un My faible [116].

Des études récentes de Zhang et al ont montré que I'état acide était capable de déprotéinisation

pendant l'extraction de la chitine des déchets de crustacés [117] .

Hong et al ont utilisé le solvant Co préparé a partir de glycérol et d'acide chlorhydrique (HCI)
pour réaliser la déminéralisation et la déprotéinisation a basse température afin de produire en
une seule étape de la chitine a partir de la carapace de homard. Ces résultats suggerent que
l'effet de la température de réaction et de la concentration d'acide sur le poids moléculaire de la
chitine est le plus remarquable. Ils ont constaté qu'au moins 5 % de HCI étaient nécessaires

pour la déminéralisation et la déprotéinisation [118].

En raison de la capacité potentielle de déprotéinisation du glycérol, ce travail tente d'utiliser le
glycérol comme solvant vert pour I'extraction en une étape de la chitine de la carapace de

crevette dans des conditions de réaction relativement modérées.
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I1. Conclusion

Cette ¢tude bibliographique montre que la chitine est un biopolymeére dont 1'importance réside
dans ses propriétés biologiques (biodégradabilité, biocompatibilité et non-toxicité) et
physicochimiques (degré d'acétylation et poids moléculaire). Ces propriétés uniques offrent de
nombreuses applications potentielles dans différents domaines. Récemment, elles ont été
largement utilisées dans l'agriculture, la médecine, la pharmacie, la transformation des aliments,

la protection de I'environnement et la biotechnologie.

La récupération de la chitine par voie chimique a 'aide d'acides et de bases concentrés afin de
déprotéiniser et de déminéraliser a haute température les déchets coquilliers (les plus exploités
industriellement) peut détériorer les propriétés physico-chimiques de ce biopolymére et par
conséquent ses propriétés biologiques, ce qui aboutit a des produits de qualité variable, non

homogenes et non reproductibles.

Aujourd'hui, une nouvelle méthode basée sur 'utilisation des solvants verts pour I'extraction de
la chitine. Grace a cette méthode, il est possible de produire une chitine de haute qualité en une

seule étape tout en préserver les qualités exceptionnelles de la chitine et de ses dérivés.

Cette étude s’articule autour de cette problématique de recherche d’une nouvelle approche
d’extraction de chitine des crustacés et qui sera caractérisée en termes de parametres physico-

chimiques.
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Partie B

Généralité sur ’adsorption

1. Introduction

Le traitement des eaux usées reste un probléme critique a 1'échelle mondiale, malgré les
avancées et les percées technologiques. Les colorants présents dans les eaux usées constituent
une grave menace pour la santé humaine s'ils ne sont pas traités correctement, d'ou I'importance

de leur élimination.

Parmi les différentes techniques de traitement des eaux usées, l'adsorption est la technique la
plus courante pour éliminer les différentes substances indésirables en raison de la souplesse de
sa conception, de son fonctionnement et de sa rentabilité. On trouve dans la littérature de

nombreux modeles théoriques qui permettent de décrire ce phénomene.

Cette partie de chapitre est consacré a la description des phénomenes régissant le mécanisme

de la sorption et ses différentes isothermes.
1.1 Définition

L'adsorption est un phénomene qui décrit l'interaction entre deux phases différentes formant
une couche d'interface par le transfert d'une molécule d'un fluide (liquide ou gaz) appelé
adsorbat vers une surface solide appelé sorbant ou adsorbant. Cette couche est exprimée par
deux types d'interactions : les interactions physiques et les interactions chimiques. Ce processus

est généralement réversible, et le processus inverse est appelé désorption [119].

Les mécanismes d'adsorption comprennent principalement l'adsorption chimique
correspondant a la formation de liaisons chimiques, 1'adsorption physique liée a la force de van

der Waals et I'échange d'ions (Figure I.1).
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Figure I.1. Mécanismes possibles d'adsorption [120].

1.2 Description du mécanisme D’adsorption

L'adsorption est un processus physico-chimique qui implique généralement le transfert de

masse d'adsorbat de la phase gazeuse ou liquide a la surface et/ou a l'interface de 1'adsorbant.

En général, le processus d'adsorption se déroule en quatre étapes consécutives :

1-

Diffusion en masse : généralement, la premiére étape de diffusion en vrac peut
étre ignorée si une agitation réguliere est appliquée a la solution, car une
distribution homogene de l'adsorbant et de 1'adsorbat dans la solution peut diminuer
I'impact de la résistance au transfert de masse.

Diffusion de film ou diffusion de masse externe : transport de la solution en masse
vers la surface de 'adsorbant par diffusion a travers la couche limite,

Diffusion dans les pores ou diffusion intraparticulaire : diffusion de la surface
externe dans les pores des adsorbants,

Réaction physique et/ou chimique : adsorption entre I'adsorbat et les sites actifs de

I'adsorbant [121].
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Figure 1.2 Schéma d'un processus d'adsorption typique [121].

1.3 Les différents types d’adsorption

Il existe deux principes pour expliquer le mécanisme de la couche interfaciale qui décrit
I'équilibre existant entre 1'adsorbant et la phase de surface et selon la nature des interactions en

jeu:

» Adsorption physique ou physisorption correspond a un phénomene ou la force de Van
der Waals entre le substrat et 1'adsorbant est faible, sans altération de la structure

chimique du substrat et de 1'adsorbant.

» Adsorption chimique ou chimisorption se caractérise par la formation d'une liaison
chimique entre le substrat et 1'adsorbant, par réarrangement de la densité €électronique
entre l'adsorbant et le substrat, la nature de cette liaison est une liaison ionique ou une
liaison covalente. Le tableaux 1.1 résume les différences principales entre les deux types

d’adsorption [122].
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Tableau 1.1 les différences principales entre les deux types d’adsorption [122].

Propriétés Adsorption physique Adsorption chimique
Type de liaison Liaison de Van Der Waals et Liaison ionique forte, ou
l'attraction dipdle-dipdle liaison covalente

Réversibilité Process réversible Principalement irréversible

Enthalpie Faible (20 — 40 kJ/mol) Supérieur a l'adsorption
physique (40- 300 kJ/mol)

Cinétique Rapide Lente

Energie N’exige pas une énergie d'activation Exigent une énergie

d'activation

élevée

d'activation élevée

Type de formation

Formation en multicouche et

monocouche

Formation en monocouche

1.4 Isothermes d’adsorption

Les isothermes d'adsorption sont des graphiques expérimentaux utilisées pour (i) la

caractérisation des solides poreux et (ii) la conception des processus d'adsorption industriels.

Ils décrivent le cheminement de l'interaction d'un substrat depuis la solution en vrac jusqu'a la

surface de I'adsorbat. Ces valeurs illustrent une corrélation entre la quantité de substrat adsorbé

par unité de masse d'adsorbant, qui examine l'impact de la concentration initiale du soluté sur

la capacité d'adsorption des adsorbants [123].

La quantité adsorbée par unité de masse peut étre calculée selon I’équation suivante [124] :

Avec :

*V

_[Ci—Ce
1= m

q : Quantité adsorbée exprimée en mg de soluté par gramme d’adsorbant (mg/g).

Ci : Concentration initiale de soluté en (mg/1)

Ce : Concentration du soluté a 1’équilibre en (mg/1)

V : volume du soluté en litre (L)

m : masse d’adsorbant en gramme (g).
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1.5 Classification des isothermes

Les analyses des équilibres d'adsorption débutent généralement par une classification des
isothermes, qui est essentielle pour la modélisation théorique des phénomeénes d'adsorption. La
version moderne du systéme de classification de 'UICPA comprend six types d'isothermes pour
les équilibres gaz-solide, comme le montre la figure 1.3, basée sur une classification précédente
de Brunauer qui avait cinq types d'isothermes, et qui couvre le comportement d'un grand

nombre de systemes d'adsorption.

L'isotherme de type I « s'approche d'une valeur limite » et est généralement utilisé pour décrire

l'adsorption sur des adsorbants microporeux.

L'isotherme de types II et I1I décrivent I'adsorption sur des adsorbants macroporeux avec des

interactions fortes et faibles entre 1'adsorbat et 'adsorbant respectivement.

L'isotherme de types IV et V représentent 1'adsorption monocouche et multicouche plus la

condensation capillaire ».

L'isotherme de type VI, qui n'était pas inclus dans la classification de Brunauer, illustre le fait

que les isothermes d'adsorption peuvent comporter une ou plusieurs étapes [125].

I I m
3
=
5
Z
<
§ NG \ VI
o

Pression relative

Figure 1. 3 Classification UICPA des isothermes d'adsorption pour les équilibres gaz-solide

[125].
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D’apres Giles et al, les isothermes d'adsorption ont été classées en quatre groupes principaux :
L (type Langmuir), H (haute affinité), S (coopérative) et C (partition constante) (Figure 1.4). La
classification dépend de la partie inférieure de la courbe lorsque la solution d'adsorbat est tres

diluée.

e Isotherme de type S : indique une adsorption coopérative qui fonctionne lorsque
l'interaction entre I'adsorbat et I'adsorbat est plus forte que l'interaction entre 1'adsorbat
et 'adsorbant. Par conséquent, le regroupement des molécules d'adsorbat est favorisé a
la surface car elles interagissent fortement entre elles qu'avec la surface.

e Isotherme de type L : indique une forte affinité de 1'adsorbat pour l'adsorbant, ce qui
suggere une chimisorption. Ce type d'isotherme se produit lorsque l'interaction entre
l'adsorbat et la solution est plus faible que celle entre I'adsorbat et I'adsorbant.

o Isotherme de type H : il s'agit d'un cas étendu de type L qui suggere une affinité
extrémement élevée de 1'adsorbat pour 'adsorbant, ce qui signifie qu'en solution diluée,
l'adsorbat est presque entie¢rement adsorbé.

e Isotherme de type C : indique une affinité proportionnelle constante des molécules

d'adsorbat pour l'adsorbant et n'est toujours observée qu'a faible concentration

d'adsorbat [126].
(a) Isotherme de type C (b) Isotherme de type L
Q Q
Fy & Avec plateau strict
IR
ha N
Sans plateau strict

> C > C
(c) Isotherme detype H (d) lIsotherme detype S
Q Q

F
Point d'inflexion
> C > C

Figure 1.4 Classes des isothermes d‘apres Gilles et al (Liquide-solide) [126].
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1.6 Modélisation des isothermes d’adsorption

Plusieurs modeles théoriques ou empiriques ont ét€¢ proposés pour décrire la relation entre la
masse d'adsorbat fixée et la concentration de la solution a 1'équilibre, des relations non
cinétiques, isothermes, traitées en général par plusieurs modéles, parmi lesquels on peut citer

les modéles de Langmuir et Freundlich.
1.6.1 Isotherme de Langmuir

L'isotherme de Langmuir est le mod¢le d'isotherme le plus simple obtenu en 1916, initialement
dérivé de 1'étude de l'adsorption des gaz par les solides. Il décrit la couche d'adhésion unique
sur la surface homogene, ou l'attraction entre les molécules adsorbées sur 1'adsorbat et les
analytes non adsorbés dans la solution en masse diminue au fur et a mesure qu'ils s'éloignent

de la surface de l'adsorbat (Figure L.5).

Une limitation de 1'équation de Langmuir réside dans le fait qu'elle suppose que I'adsorption est
monocouche et qu'il n'y a pas d'attraction entre les molécules a la surface de 1'adsorbat. C'est
pourquoi, ce modele s'applique aux systémes gazeux a faible concentration ou a faible pression

[127].

Adsorbat

Désorption Adsorption - ¥ : o 2 ‘
//9/ /XP/////% i | \

Adsorbant

Adsorbant Sites d’adsorption

Figure 1.5 Mécanismes d'adsorption révélés par le modéle isotherme de Langmuir [120].

L'isotherme de Langmuir est défini selon les équations mathématiques suivantes :

quLCe
— mTlle L2
=11 k,.C.

Ou:

Je : quantité de soluté adsorbée par unité¢ de masse d’adsorbant a 1’équilibre (mg/g) ;
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Om: quantité maximale pour couvrir la surface d’un gramme d’adsorbant d’une couche

monomoleculaire de soluté (mg/g) ;
Ce : concentration a 1’équilibre en soluté de la solution (mg/L) ;
KL : coefficient d’adsorption de Langmuir (L/mg).

On peut écrire I'équation 1.2 sous la forme linéaire suivante :

cc. 1 C,

— = +— 1.3
de quL qm

L'une des caractéristiques fondamentales du modéle d'isotherme de Langmuir peut étre
exprimée par une constante sans dimension appelée parametre d'équilibre Rr qui est défini

comme suit [128] :

1

R=——
L 1+kLCi

1.4

La valeur de Ry indique que le comportement de I'isotherme est décrit comme une adsorption
défavorable (Rr > 1), une adsorption linéaire (Rp = 1), aucune adsorption (Rp = 0) et une

adsorption favorable (0 <Rp < 1), ou Cjest la concentration initiale la plus élevée.
1.6.2 Isotherme de Freundlich

L'isotherme de Freundlich est un cas particulier de Langmuir, utilis¢é pour modéliser les
multicouches adsorbées sur des surfaces hétérogenes ; il peut étre expliqué par les équations

suivantes [129] :

q. = KFCel/® .5

Ou ge est la quantité adsorbée a 1'équilibre par unité de masse d'adsorbant (mg/g), Ce est la
concentration d'équilibre de I'adsorbat en solution (mg/L) ; KF est la constante de 1'isotherme

de Freundlich, et n est l'intensité de 1'adsorption.

La forme lin€aire logarithmique de I'équation de Freundlich est donnée comme suit :

1
Inq, = InKF + (=) InCe 1.6
1 n

La structure de l'isotherme sera influencée par la valeur de 1/n, qui traduit l'intensité

d'adsorption, et pourra fournir des informations essentielles sur les mécanismes qui régulent
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'adsorption du composé sur 1'adsorbant. On peut distinguer les cas suivants en fonction de la

valeur de 1/n [130]:

1/n=1 I’isotherme est linéaire de type C.

1/n >1 I’isotherme est convexe de type S.

1/n<1 I’isotherme est concave de type L.

1/n<<1 I’isotherme est de type H.
1.7 Cinétique d’adsorption

La cinétique des processus d'adsorption fournit des informations sur le mécanisme d'adsorption
et le mode de transfert des solutés de la phase liquide vers l'intérieur des particules adsorbants.
Elle nous permet également de déterminer certains parameétres cinétiques, tels que la constante

de vitesse et la quantité maximale adsorbée a I'équilibre.
1.7.1 Modéle de pseudo-premier ordre

Lagergren [131] a proposé ce mod¢le cinétique qui suppose que la vitesse d'adsorption a un
instant t est proportionnelle a la différence entre la quantité adsorbée a 1'équilibre et celle a

l'instant t respectivement.

% = k1(ge — q0) L7
Avec :
qt: Quantité adsorbée a I’instant t en mg/g ;
ge: Quantité adsorbée a I’équilibre en mg/g ;
Kji: Constante de vitesse de premier ordre (min-1) ;
L'intégration de 1'équation 1.7 donne l'expression suivante :

In(q. —q,) = Inq. — k4t L8

La valeur de k1 et de In ge peut €tre obtenue a partir de la pente et de 1'ordonnée respectivement
du tracé lin€aire de In (qe - q¢) en fonction de t. Le fait de comparer les valeurs de ge obtenues a
partir des ordonnées des tracés avec celles obtenues expérimentalement, confirme que le

processus d'adsorption est une réaction cinétique du premier ordre [132].
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1.7.2 Modéle de pseudo-second ordre

La cinétique d'adsorption sur deux sites de la surface est du pseudo-second ordre (certains
auteurs l'appellent « modele de Blanchard »), elle peut donc étre expliquée par 1'équation

différentielle du second ordre suivante [133]:

d
w=k(a.—q)® 19

Ou:
K> : constantes de vitesse d’adsorption pour le pseudo second ordre (g/mol/min).

En intégrant I’équation (1.9) entre les instants initiaux (a t =0, q; = 0) et finaux, on obtient la

relation suivante :

t 1 1

=—+ = 1.10
ac k9% ' qe

Pour tester cette isotherme, il suffit de représenter graphiquement t/q; en fonction du temps de

contact t et de noter le coefficient de détermination R2.

1.7.3 Modé¢le de la diffusion intraparticulaire

En général, le processus d'adsorption par les solides poreux se déroule en quatre étapes :

1) Transfert du soluté de la solution a la couche limite entourant la particule ;

2) Transfert du soluté de la couche limite a la surface de l'adsorbant ;

3) Transfert du soluté vers les sites adsorbants : Diffusion dans les micropores et macropores ;

4) Interactions entre les molécules du soluté et les sites actifs de la surface : Adsorption,

complexation et précipitation [132].

De nombreuses études se rapportant a cette approche cinétique de la diffusion intraparticulaire
se basent généralement sur les travaux de Weber et Morris (1963) relatifs a I'adsorption de
composés aromatiques simples sur charbon actif et montrent que la concentration d'adsorbat
(C) est une fonction linéaire de la racine carrée du temps de contact (t'%), dont la pente est

assimilée a la constante de vitesse selon l'équation suivante [134]:
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qe = kigt"? + C L11
Avec :
Kiq : 1a constante de la diffusion intra particule en (mg/g min 2) ;
C : est I'ordonnée a l'origine ; représente la valeur de I’épaisseur de couche limite.
1.8 Etude thermodynamique de I’adsorption

On peut facilement évaluer les paramétres thermodynamiques des processus d'adsorption, qui
dépendent de la température. Il est nécessaire de prendre en compte les considérations
thermodynamiques pour les expériences d'adsorption afin d'établir la spontanéité et la faisabilité

de ces processus [135].

Les paramétres thermodynamiques tels que 1'énergie libre (AG"), la variation d'enthalpie (AH")

et la variation d'entropie (AS") ont été estimés a I'aide des équations suivantes [136] :

AG = —RTInk L.12

AG = AH —TAS’ I.13

Ink =2 _22 .14
R RT

Avec : K : La constante d'équilibre ; T : température (K) ; R : La constante des gaz parfait
(8,314 J.K-1.mol-1) ; AG® : I’enthalpie libre (KJ.mole-1) ; AH® : variation de I’enthalpie
(KJ.mole-1) ; AS® : variation de I’entropie (J.mol-1.K-1).

I. Conclusion

L'adsorption joue un rdle important dans la remédiation environnementale et a regu une
attention significative a la fois dans la recherche scientifique et dans les applications

commerciales.

Dans cette partie du chapitre, nous avons décrit les isothermes d'adsorption ainsi que les
parametres thermodynamiques et cinétiques, afin de déterminer leur influence sur le processus
d'adsorption. Notre travail a consisté a étudier 1'efficacité de la chitine dans l'adsorption de

colorants anioniques tels que le Rouge Congo CR.
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CHAPITRE 11 Matériels et Méthodes

I1. Introduction

Ce chapitre décrit le matériel utilisé et les différentes méthodes et techniques expérimentales.
La préparation des coquilles de crevettes, les protocoles d'extraction, les principes et les
paramétres d'étude de chaque technique analytique sont présentés, a savoir SEM, FTIR, DRX
et UV, ainsi que la valorisation de la chitine préparée, notamment dans le domaine du traitement

de I'eau.
I1.1 Matiére premiére

Dans cette étude, Les carapaces de crevettes collectées dans les déchets de restaurants (Skikda,
Algérie) sont lavées soigneusement a 1'eau du robinet et séchées a température ambiante (Figure
IL.1). Elles sont ensuite réduites en poudre fine a I'aide d'un broyeur domestique, avec une

granulométrie moyenne de 50 um.

Figure 11.1 Les carapaces de crevettes.

11.2 Réactifs

Les réactifs employés pour la préparation de la chitine incluent : de I'nydroxyde de sodium, une
solution de peroxyde d'hydrogene a 30 %, du LiCl (BIOCHEM Chemopharma, France), de
I'acide citrique (avec une masse molaire de 210,14 g/mol), du glycérol a 99 % (CHEM-LAB,
Belgique), de I'acide chlorhydrique a 37 % (HCI), du N,N-diméthylacétamide a 99,5 % (LOBA
Chemie PVT.LTD, Inde), le réactif de Bradford (SIGMA-ALDRICH, UK) et le colorant Rouge
de Congo CR (BIOCHEM Chemopharma, France). Tous ces réactifs ont été utilisés sans subir

de purification supplémentaire.
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I1.3. Méthodes d’extraction de la chitine
I1.3.1 Extraction selon I' Approche Verte

Dans le cadre du concept de chimie verte, I'extraction en une étape de la chitine des carapaces
de crevettes a été réalisée selon la méthode de Hong et al., avec de légeres modifications [1].
La poudre de carapace de crevette a été directement dissoute dans un co-solvant, mélange de
glycérol et d’acide (acide chlorhydrique ou acide citrique soit CGH et CGAC respectivement)
dans un rapport massique de 1:10, a des concentrations allant de 5 % a 9 % pendant 2 heures a
différent température. Les conditions opératoires pour I'extraction de la chitine en utilisant cette

approche verte sont résumées dans le tableau II.1:

Tableau I1.1 : les conditions opératoires de 1’extraction de la chitine par le Co-solvent.

CODE Température de Concentration Temps
D’échantillon réaction (°C) d’acide (%) (h)
CGH 5% 90 5 2
CGH 7% 90 7 2
CGH 9% 90 9 2
T-CGH 7% 120 7 2
CGAC5% 120 7 2
CGAC7% 120 9 2
CGACY% 90 7 2
T-CGAC7% 120 7 2

» Récupération du CO-solvant

Le solvant résultant apres I’extraction du polymere a d’abord été dilué en ajoutant de I’eau

distillé (1 :1 p/p) pour réduire la viscosité.

Le mélange a été centrifugé a 7000 tr/min pendant 5 minutes pour obtenir le surnageant, qui a

ensuite été concentré a I'aide d'une étuve ventilée a 70°C pendant 12 heures.
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Figure 11.3 Centrifugeuse.
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11.3.2 Extraction chimique

Contrairement a la chitine extraite précédemment, 'extraction acide/alcaline par la méthode

conventionnelle (nommée CH-C) a été réalisée en deux étapes selon Percot et al. [2] :

= La déminéralisation, 30 g d’échantillons ont été traités avec une solution de HCI 1 M
(300 ml) pendant 1 h a température ambiante. Ensuite, les échantillons déminéralisés
ont été collectés par centrifugation, puis lavage a I'eau distillée jusqu'a neutralité.

= La déprotéinisation a été effectuée en traitant 1’échantillons prélevés avec une solution
de NaOH 2,5 M (600 ml) pendant 3 h a 90 ° C. La résultante la chitine a été lavée avec

de l'eau distillée et séchée dans un four a vide.
11.3.3 Décoloration de la chitine

La chitine extraite a ensuite été soumise a un processus de décoloration en utilisant 10 % de
H>0, a 80 °C pendant 90 minutes, avec un rapport de poids solide/solution de 1:30. Apres

chaque étape, les échantillons ont été recueillis par centrifugation, lavés a 1'eau distillée jusqu'a

obtention d'un pH modéré, puis séchés dans une étuve a 100 °C (Figure 11.4).

Figure I1.4 A/ chitine extraire avant décoloration, B/ chitine extraire apres décoloration.

Les processus utilisés sont résumés dans la figure I1.5 ci- dessous.
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Méthode Conventionnelle Méthode Verte

Déminéralisation Extraction par : Extraction par :
1M HCI, t= 1h ,T ambiante Glycérol+ Acide citrique Glycérol+ HCI
t=2h,T=120°C t=2h,T=90°C
v v
Centrifugation 4000 Tr/min, t=10 min Centrifugation 4000 Tr/min t=10 min
l v
Lavage plusieurs fois jusqu’a pH =7 Lavage plusieurs fois jusqu’a pH =7

|

A 4

Déprotéinisation Décoloration

2.5 M NaOH, t=3h, T=90 °C

10% H»02, t= 90 min, T=80 °C

Centrifugation 4000 Tr/min, t=10 min l l

Chitine Chitine

l CGAC CGH

Lavage plusieurs fois jusqu’a pH =7 \
Application dans
Décoloration Chitine , .

EE I'adsorption du

10% H,0;, t=90 min, T=80 °C CH-C Rouge Congo

Figure I1.5 Schéma représentant le protocole d’extraction de la chitine.
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I1.4 Méthodes de caractérisation

11.4.1 Composition chimique de la chitine

I1.4.1.1 La teneur en eau et en cendre

Les teneurs en eau et en cendres ont été déterminées en soumettant les échantillons a un
processus en deux étapes. Dans un premier temps, les échantillons ont été chauffés dans une
¢tuve pendant 24 heures a 105°C. Ensuite, les mémes échantillons ont été traités dans un four
a moufle pendant 5 heures a 700°C, selon une procédure décrite dans un rapport précédent de

Sajomsang & Gonil [3].

Une fois le premier séchage effectué, nous avons déterminé la teneur en eau en calculant le
pourcentage de perte de poids par rapport au poids initial de 1'échantillon, a I'aide de 1'équation

suivante :

m =M
W% — humide seche * 100 III
Mpymide

OU M humide €t M seche sont les masses de 1'échantillon avant et aprés le séchage a 1'étuve,

respectivement.

La teneur en cendres a été déterminée apres le second séchage dans un four a moufle en
calculant le pourcentage de résidus de cendres par rapport au poids initial de I'échantillon non
humidifié.

Cendre% = Zcendre 4 100 1.2

Mseche

11.4.1.2 La teneur en protéine
La teneur en protéines des échantillons a été évaluée a I'aide d'un test chimique qualitatif (test
de Biuret), comme indiqué dans les travaux antérieurs de Devi et Dhamodharan [4], et d'un

test quantitatif par la méthode Bradford [5].

> Test Biuret

La méthode du biuret est un test chimique qualitatif basée sur la réaction entre les ions
cuivre (II) et les groupes amines des liaisons peptidiques des protéines a doser, en milieu
alcalin (Figure 11.6). Ce dosage est adapté aux polypeptides comportant au moins trois
liaisons peptidiques (trois acides aminés), de maniére a ce qu'un complexe puisse se former.
Cette réaction produit une coloration bleu-violet, proportionnelle au nombre de liaisons

peptidiques impliquées dans la réaction, et donc a la concentration totale en protéines dans
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le milieu. Le réactif colorant utilisé est le réactif de Gornall, composé de sulfate de cuivre
pour donner a la solution sa couleur bleue, d'hydroxyde de sodium pour rendre le milieu
basique, de tartrate double de sodium et de potassium pour piéger les ions Cu?* et empécher

leur précipitation, et d'iodure de potassium pour empécher la réduction des ions cuivriques.

Liaison
\ / peptidique
HN [ NH
74 N
R=— CH C=—=0
- l Cu?* | '
5f—— & CH=—R"
Liaison HN NH
peptidique / \
R’ == CH C==0
O=—=C CH=—R""
/
A... =540 nm

max

Réactif de Gornall contenant des ions cuivre (1l)
Peptides ou protéines a doser

Figure I1.6 Schéma de la réaction de biuret de 1'ion cuivre (II) avec les liaisons peptidiques
des protéines a doser [6].

Les principaux avantages de cette méthode sont sa rapidité d’exécution et son bas colt. En
revanche, elle est peu sensible puisqu’elle posséde une limite de quantification élevée (de
I’ordre du mg/mL) et ne peut donc €tre appliquée que pour des échantillons trés concentrés en
protéines. De plus, des problémes d’interférences avec d’autres substances que les protéines
d’intérét peuvent fausser les résultats de dosage (lipides, bilirubine, hémoglobine, dextran,

citrate, tris, acide éthylénediaminetétraacétique (EDTA), etc.) [6].

Le test est réalis¢ en ajoutant 20 mg de 1'échantillon de chitine dans 2 ml de solution
d'hydroxyde de sodium a 1% suivi de I'ajout de 1 ml de solution de sulfate de cuivre (II) a 1 %.
On obtient ainsi un changement de couleur de la solution de sulfate de cuivre, qui devient

violette. [4].
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> La méthode de Bradford

La méthode de fixation des protéines au bleu de Coomassie ou méthode Bradford pour la
détermination quantitative des protéines a été introduite pour la premicre fois par Marion M.

Bradford en 1976 [5], et est encore utilisée dans certains travaux aujourd'hui [7].

Cette méthode consiste a mettre en contact un colorant appelé bleu de Coomassie (bleu brillant
de Coomassie G-250) avec I'échantillon de protéine a analyser. Dans son état anionique, le bleu
de Coomassie est rouge, avec un maximum d'absorption a 465 nm. Une fois le colorant mélangé
aux protéines, un complexe se forme sur les chaines latérales basiques et aromatiques des acides
aminés, et le bleu de Coomassie est visible sous sa forme cationique bleue, avec un maximum

d'absorption a 595 nm (figure I1.7).

Chaines latérales
basiques et aromatiques

+
CHs S CHi o
Dot el Db—oe) >
803

NaOsS Complexe protéine-
colorant

Amax =595 nm

NH

OCzHs
Coomassie G-250
A =465 nm

Figure I1.7 Schéma de la réaction de la méthode de Bradford [6].

La quantité¢ de protéines présentes dans l'échantillon est proportionnelle a l'intensité de la
coloration bleue. Cette complexation est tres rapide (quelques minutes) et stable dans le temps
(environ une heure), ce qui la rend facile a mettre en ceuvre. La mesure de 1'absorbance du
colorant par spectrophotométrie UV a 595 nm permet d'établir une droite d'étalonnage selon la
relation de Beer-Lambert et de déterminer la concentration totale en protéines d'un échantillon

donné [5], [6].

La présente méthode est plus sensible, avec une limite de quantification dans la gamme des
pg/ml. Cependant, la linéarité de I'intensité de la coloration est observée sur une gamme étroite

de concentrations et diminue significativement pour des concentrations de I'ordre du mg/ml. 11
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est donc nécessaire de diluer les échantillons de protéines avant le dosage. Les interférences

avec les cations ou les hydrates de carbone sont peu nombreux.

Toutefois, des interférences sont observées en présence d'agents tampons et de détergents
fortement alcalins (dodecyl sulfate de sodium, Triton X-100, détergents pour verrerie). En outre,
cette méthode n'est pas applicable aux peptides de faible poids moléculaire, en raison des

variations importantes de la réponse [5], [6], [8].
» Procédure opératoire :

1- Pour préparer le réactif de Bradford, on dissout 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250
dans 50 ml d'éthanol a 95 %, puis on ajoute 100 ml d'acide phosphorique a 85 % (p/v). On dilue
le mélange a 1 litre une fois que le colorant est complétement dissous, puis on le filtre juste

avant utilisation.

2- On prétraite un échantillon de chitine (0,05 g) en ajoutant 10 ml de solution d'hydroxyde de
sodium a 5 %, puis on chauffe et on agite le mélange a 95 °C pendant 2,5 h pour extraire les

protéines solubles [9]

3- Si nécessaire, on dilue I’échantillon de chitine pour obtenir entre 5 et 100 pug de protéines

dans au moins un tube a essai contenant 100 pl d'échantillon.

4- On prépare des étalons contenant une gamme de 5 a 100 microgrammes de protéines

(albumine ou gamma globuline recommandées) dans un volume de 100 pl.
5- On ajoute 1 ml de réactif colorant a chaque tube et on incube pendant 5 min.

6- On mesure l'absorbance des étalons ainsi que de I’échantillon de chitine a ’aide d’un

spectrophotometre UV 1900 1 a2 595 nm.

Il est important de souligner que le réactif de Bradford doit étre de couleur marron clair. Il peut

étre nécessaire de répéter la filtration pour débarrasser le réactif des composants bleus.
11.4.1.3 Le taux de récupération et la Pureté de la chitine

Le pourcentage de rendement ou le taux de récupération du produit a été calculé a l'aide de

I'équation suivante :

__ mproduit "

Y% = 100 1.3

Mcarapace
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Ou m produit est la masse de chitine extraite et m carapace est la masse de poudre de carapace

de crevette utilisée.

La pureté de la chitine est définie comme le pourcentage de poids de la matiére extraite qui ne

contient pas de CaCOs ou de protéines selon Feng et al [10].
Nous avons calculé le pourcentage de pureté a 1'aide de la formule suivante :

P% =100 — Cendres % — protéines %- eau % 11.4

I1.4.1.4 Viscosité (poids moléculaire moyen Mv)

Les mesures de viscosité de la solution de chitine préparé a 5% LiCI/DMAc [9], [11] ont été
effectuées a l'aide d'un viscosimetre capillaire Ubbelohde a 25 °C (Figure 11.8). La masse
moléculaire moyenne (My) a été calculée a partir de la viscosité intrinséque. Les données de
viscosité résultantes ont été utilisées dans I'équation de Mark-Houwink-Sakurada, qui

permettait d'obtenir la masse moléculaire de la chitine allant de 80 a 710 KDa.

[n] = kM3 1.5
Avec :
1 : la viscosité intrinséque de la solution de la chitine.
My : la masse moléculaire moyenne de la chitine en KDa.

a et K : sont des constantes empiriques valables pour un systeme polymere-solvant spécifique

a une température donnée, Les paramétres utilisés sont o.= 0.95 et K = 7.6 x 10° dl/g.

55| Page



CHAPITRE 11 Matériels et Méthodes

Figure 11.8 Viscosimetre capillaire Ubbelohde.

» Procédure opératoire :
1- Le composeé LiCl a été séché sous vide pendant une nuit & 100° C avant utilisation
2- Préparation d’une solution de chtine (0.03-0.05 g/dl) dans DMAC/LiCI 5% (p/p).
3- Filtration des solutions a travers des filtres en nylon de 0.45 um séchés et pré-pesés.

4- Lavage du filtre par I’eau distillé pour éliminer les traces du solvant puis séchage du

filtre a 100 °C et pesée (pour assurer que toutes les particules insolubles ont été éliminées).

5- Quatre dilutions avec le solvant ont été effectuées pour chague échantillon de chitine ;

celles-ci ont été réalisées directement dans le viscosimeétre [11].
11.4.2. Spectroscopie infrarouge (FTIR)
11.4.2.1 Introduction

Depuis sa découverte en 1905 par William Coblentz, la spectroscopie infrarouge a transformée
de Fourier constitue une technique de caractérisation essentielle et cruciale pour comprendre la

structure de la matiere a 1'échelle moléculaire.

En effet, cette technique est depuis longtemps considérée comme un outil analytique unique,
puissant, non destructif et rapide pour étudier la composition chimique et I'arrangement des
liaisons des composants des matériaux polymeres en général, et de la chitine en particulier [12].
Elle nous permet également de déterminer le degré d'acétylation [13],[14] et de garantir la

pureté de la chitine extraite [15].
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11.4.2.2 Principe

Cette technique d'analyse consiste en l'absorption et la transmission d'un rayonnement
infrarouge par I'échantillon a caractérisé, qui peut €étre un gaz, un liquide ou un solide, avec un

minimum de préparation.

Contrairement a un spectrophotometre classique, un spectrophotometre a transformée de
Fourier fournit le spectre infrarouge beaucoup plus rapidement en réalisant la transformée de
Fourier du signal provenant d'un interférométre a miroir mobile pour produire une
transformation optique du signal infrarouge. Le résultat de l'analyse numérique de Fourier
donne la relation entre l'intensité et la fréquence, c'est-a-dire le spectre infrarouge qui représente
I'absorption et la transmission moléculaires, créant ainsi une empreinte moléculaire de
I'échantillon. De méme que deux empreintes digitales ne correspondent jamais, il n'y a pas deux
structures moléculaires uniques qui produisent le méme spectre IR [16]. La figure I1.9 illustre

schématiquement les principaux composants d'un spectrophotomeétre FTIR simple.

£ —
3 -I"Iln
g | ’
Echantillon _..E | |
L E |
| | —Nk /|
’ Ordinateur FFT  ®0 e e =& o6 189 we aw

Longueur d'onde |Cnv-')

— Spectre

Interférogramme:

Figure I1.9 les principaux composants d'un spectrophotométre FTIR simple.

Pour de nombreux groupes fonctionnels, les énergies de transition correspondant aux
changements d'état d'énergie vibratoire se situent dans la région de 'R moyen (4000 - 400 cm”
1Y et, par conséquent, I'apparition d'une bande d'absorption dans cette région peut étre utilisée

pour déterminer si des groupes fonctionnels spécifiques existent dans la molécule [17].
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11.4.2.3. Parameétres de I’étude

Les spectres FTIR de la chitine extraite ont été obtenus a l'aide d'un spectrometre FT-IR
JASCO 4600 (JASCO, Tokyo, Japon), figure II.10. Les spectres FTIR ont ét¢ enregistrés dans

la gamme de longueurs d'onde 4000-400 cm™!, avec une résolution de 0,7 cm™.

Figure I1.10 Spectromeétre FT-IR JASCO 4600 (JASCO, Tokyo, Japon).

11.4.2.4 Détermination du degré d’acétylation DA

Le degré de N-acétylation DA de la chitine/du chitosane est I'un des facteurs les plus importants
affectant I'efficacité, le comportement et les diverses propriétés, notamment biologiques,
physigues, chimiques et mécaniques. |l est également utilisé pour différencier la chitine du
chitosane. On parle de chitine lorsque DA > 50% et que I'échantillon est insoluble ; dans le cas
contraire, on parle de chitosane. On peut également utiliser la solubilité ou I'insolubilité des
polymeéres dans les solutions aqueuses/acides organiques en général pour distinguer la chitine
du chitosane[18], [19].

Plusieurs méthodes ont déja été mises au point pour déterminer DA. La spectroscopie IR est
une technique relativement rapide pour une évaluation qualitative du degré d’acétylation DA
par la détermination des rapports d'absorption. Brugnerotto et al. [13] ont déterminé le DA en
utilisant le rapport A1320/A1420. La corrélation entre les valeurs expérimentales de DA et le

rapport a été exprimée par la relation suivante :

DA% = 31.92 ;ﬂ— 12.20 : r = 0.990 1.6

1420
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11.4.3 Diffractométrie de rayons X (DRX)

11.4.3.1 Introduction
La diffractométrie des rayons X (DRX) est une méthode d'analyse physico-chimique qualitative
et quantitative qui représente un excellent outil de caractérisation non destructif nécessitant une

préparation minimale de I'échantillon [20].

Elle fournit les premiéres informations sur les phases des matériaux, la structure cristalline, la
taille moyenne des cristallites, les micro et macro-déformations, les paramétres d'orientation, le
coefficient de texture, le degre de cristallinité, les défauts des cristaux, etc. ce qui est trés

intéressant dans divers domaines de la science et de I'ingénierie des matériaux [21].

11.4.3.2 Principe

La diffractométrie des rayons X est une technique d'analyse basée sur la diffusion des rayons
X par les électrons tournant autour des noyaux des atomes lorsqu'ils touchent des matériaux
solides. Selon la direction et le type d'interaction des ondes, l'interférence entre ces ondes
diffusées, est soit constructive, soit destructive. Cette interférence constructive des rayons X

diffusés est appelée diffraction [22].

Cette technique s'appuie sur la loi de Bragg, qui correle les pics XRD apparaissant a un certain

angle d'incidence (théta) avec I'espacement inter planaire du cristal étudié :

2dyy SinBg = ni 1.7
Ou:
dn : I'espacement inter planaire du plan (hkl) ;
s : I'angle de Bragg ;
A : lalongueur d'onde du rayon X incident ;
n: un nombre entier.
Il s'agit d'une preuve directe de la structure atomique réguliere des cristaux, postulée depuis
des siecles [23]. La figure 11.11 représente la loi de Bragg pour une géométrie d'espace réel et

réciproque.
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Figure 11. 11 la loi de Bragg pour (a) une géométrie d'espace réel et (b) réciproque [24].

11.4.3.3 Paramétre de I’étude
Les analyses DRX ont été effectuées avec un diffractometre a rayons X (modeéle Rigaku) (figure
[1.12) avec une vitesse de balayage de 5°/min, allant de 5° a 80°. Les résultats du XRD ont été

obtenus avec un pas de rotation de 0,02° et un pas angulaire de 0,05° (t =2 s).

Figure 11.12 Diffractométre a rayons X (modele Rigaku).
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L'indice de cristallinité (Crl ; %) a éete calculé selon I'equation 11.8.

1110—-Iam

Cr1110::[ s

]*100 1.8
Ou:
1110 : représente l'intensité maximale a 20 = 19,2°;

lam : représente l'intensité correspondant a la diffraction amorphe a 20 =16 [25].

11.4.4 Microscopie électronique a balayage (MEB)

11.4.4.1 Introduction

La microscopie électronique a balayage (MEB), a été utilisée dans le monde entier dans de
nombreuses applications. Elle peut étre considérée comme une méthode efficace d'analyse de
la morphologie des matériaux organiques et inorganiques a I'échelle du nanomeétre ou du

micrometre (um).

Le MEB est capable d'obtenir des images tridimensionnelles de surfaces a des grossissements
élevés allant jusqu'a 300 000x et méme 1000000 (dans certains modéles modernes), produisant

des images trés précises d'une large gamme de matériaux [26],[27].
11.4.4.2 Principe

La microscopie électronique a balayage est une technique qui permet de voir les mondes
invisibles du micro-espace et du nano-espace. Il permet de révéler les détails et la complexité

qui sont inaccessibles au microscope optique [28].

Cette analyse est réalisée en appliquant un faisceau d'électrons (haute énergie) généré par Canon
a un espace contenant entre 100 et 30 000 MeV. En complément du spot, le MEB est équipé

d'une lentille qui dirige la focalisation des électrons sur I'écran afin de créer une image claire.
Le MEB se compose des éléments suivants :

» Une source pour générer des électrons de haute énergie, appelée canon a électrons.

» Une colonne pour faire passer les électrons a travers deux ou plusieurs lentilles
électromagnétiques.

> Le systeme de déviation est constitué de bobines de balayage.

> Détecteur d'électrons pour les électrons rétrodiffusés et secondaires.
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» Une chambre pour I'échantillon.

> Le systeme informatique se compose d'un écran de visualisation pour afficher les

images scannées et d'un clavier pour contréler le faisceau d'électrons. Le

fonctionnement du MEB est illustreé par la figure 11.13.

(a) (b) Canon &
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NEIED
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Figure 11.13 (a) les composants du MEB, (b) Schéma du microscope électronique a balayage

(MEB) [29].

11.4.4.3 Paramétre de I’étude

Les morphologies de surface des échantillons de chitine ont été examinées avec le FEI
QUANTA FEG 650 (figure 11.14). Les images SEM ont été acquises a différentes tensions

d'accélération.

Figure 11.14 Microscope électronique a balayage (MEB) FEI QUANTA FEG 650.
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11.4.5 Spectrophotométrie d’absorption UV/visible
11.4.5.1 Introduction

La spectroscopie UV-VIS est considéréee comme la technique analytique la plus ancienne aux
applications trés variées, ce qui en fait une pierre angulaire de la recherche et de I'analyse
scientifiques.

Cette technique se caractérise par sa précision et sa simplicité et permet une analyse quantitative
et qualitative efficace. Elle permet de mesurer Il'intensité lumineuse dans les régions UV (10-
400 nm) et VIS (400-800 nm) en fonction de la longueur d'onde, ce qui permet d'analyser les

composés incolores et colorés dans les régions UV et VIS [30],[31].
11.4.5.2 Principe

La spectroscopie UV-VIS est basée sur le phénomene d'absorption du rayonnement lumineux,
ou la quantité de lumiere absorbée est directement proportionnelle a la quantité de substance a
analyser présente dans la solution de I'échantillon (figure 11.15). Dans la région UV-VIS,
I'absorption du rayonnement dépend de la configuration électronique des espéces absorbantes

telles que les atomes, les molécules, les ions ou les complexes [31].

Cette méthode repose principalement sur le principe de la loi de Beer-Lambert, comme indiqué
dans I'équation 11.9 a travers laguelle nous pouvons déterminer le Amax (longueur d'onde a
laguelle I'échantillon présente une absorbance maximale) de I'échantillon et, par conséquent, sa

concentration [32].
A=log==¢lC 1.9
Avec :
A : absorbance
10 : intensité du faisceau incident ;
| : intensité du faisceau émergeant de la solution ;
| : longueur du trajet optique (épaisseur de la cuve) (cm) ;
C : concentration de la solution a analyser ;

€: coefficient d’extinction molaire (L /mole.cm).
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Figure 11.15 Principe du spectrophotométre UV-visible [30].

11.4.5.3 Paramétre de I’étude

Les analyses sont effectuées sur un spectrophotometre UV-1900i, Shimadzu, Japan (figure
[1.15). Les longueurs d’ondes maximales sont obtenues directement par un balayage
automatique entre 400-800 nm. Des cuves en plastique de 1cm de trajet optique sont utilisées

lors du dosage des échantillons.

Figure 11.15 UV-VIS spectrophotometre 1900i, Shimadzu.
11.5 Etude de I’adsorption de colorant Rouge de Congo sur la chitine

Nous avons étudié I'efficacité de la chitine extraite dans le traitement des eaux usées en tant
gu'adsorbant, et le rouge Congo a été choisi comme substance adsorbée (BIOCHEM

Chemopharma, France).
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Au cours de notre travail, nous avons d'abord effectué une étude cinétique de I'adsorption pour
déterminer le temps de contact optimal entre la chitine et la solution de colorant a I'équilibre.
Ensuite, nous avons analysé l'influence de divers paramétres expérimentaux, tels que les
concentrations initiales de colorant, le temps de contact, le pH initial de la solution et la
température du milieu. Enfin, nous avons réalisé des isothermes d'adsorption pour évaluer la

capacité maximale d'adsorption des couples (colorant-chitine).
11.5.1 Caractéristiques du colorant Rouge de Congo

Le rouge Congo est un composé chimique hétérocyclique aromatique dont la formule
moléculaire est CaH22NsNa20eS2. Son nom chimique est le sel de sodium de l'acide
benzidinediazo-bis-1-naphthylamine-4-sulfonique. Ce composé est classé parmi les colorants
diazoiques secondaires et se voit attribuer le numéro d'indice de couleur 22120 [33]. Le rouge
Congo est utilisé comme indicateur de pH en raison de sa transition de couleur du bleu au rouge
dans la plage de pH de 3,0 a 5,0. Il présente une forte affinité pour les fibres de cellulose. Les

propriétés du colorant rouge de Congo CR sont illustrées dans le tableau I1.1 ci- dessous.

Tableau 11.2 les propriétés du colorant rouge de Congo CR.

Propriétés Colorant rouge de Congo

Structure moléculaire

Masse molaire (g/mol) 696.67

Taille des molécules (nm) 0.7 nm. 2.5 nm
Indice de couleur 22120
Solubilité dans I'eau (mg/dm3) 1.104

pKa 4.5

Longueur d'onde maximale (nm) 497
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11.5.2 Détermination du Amax

Avant de commencer I'étude des équilibres d'adsorption de colorant, nous avons d'abord
déterminé le Amax, pour lequel I'absorbance est maximale. La mesure a été effectuée sur une
solution fille de 5 mg/l préparée par dilution de la solution mere de 100 mg/I du colorant Congo
Red CR. Le spectre obtenu dans le domaine visible pour ce colorant est reproduit ci-dessous
(figures 11.16). On constate que la solution CR a I'absorbance la plus élevée a 498,0 nm.

20 498

1.6

1.4

1.2

Abs

1.0 —
0.8 —
0.6 —
0.4 —

0.2 1

0.0

T T T T T T T I v T
300 400 500 600 700 800
WI (nm)

Figure 11.16 Spectre visible de Rouge Congo.

11.5.3 Courbe d’étalonnage

A partir des résultats précédents, nous avons tracé la courbe d'étalonnage du colorant CR, afin
de déterminer les plages de concentration pour lesquelles la loi de Beer-Lambert est respectée.
L'étalonnage est effectué a I'aide de solutions de différentes concentrations, préparées a partir

d'une solution mére de concentration 100 mg/I. Le tableau 11.3 présente les résultats de la

gamme d'étalonnage.

Tableau 11.3 Plage d’étalonnage pour le Rouge de Congo CR.

C (mg/ 1) 0 1 5 10 20 50 75

A 0 0.044 0.157 0.304 0.708 1.732 2.029
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Les résultats obtenus sont utilisés pour tracer la courbe d'étalonnage (figures 11.17). Cette
courbe peut alors étre utilisée pour déterminer la concentration inconnue de la solution de

colorant.

® abs
2.0 Linear Fit of Sheetl B"abs" L4
1.5 4
8104
S 1
0.5 4
R2=0,97202
004 @

CR concentration (mg/l)

Figure 11.17 Courbe d’étalonnage de Rouge Congo CR.
11.5.3 Cinétique d’adsorption

L'étude cinétique de I'adsorption pour un composé sur un adsorbant nous permet d'examiner
I'influence du temps de contact sur sa rétention. Des prélévements sont effectués a des

intervalles de temps bien définis.

Pour cette étude, une masse de 0,75 g d'échantillons de chitine (CGAC 1, CGAC 2 et CGAC 3)
a été mise en contact avec un volume fixe de 50 ml de solution de colorant sous agitation a 250
tr/min pendant une durée déterminée. Les particules d'adsorbant ont été séparées de la solution
par centrifugation pendant 10 minutes a 5000 tr/min aprés chaque experience, afin de
déterminer la concentration instantanée du colorant en fonction du temps par un

spectrophotometre UV-visible a une longueur d’onde (Amax) déja déterminee.

Le spectrophotometre UV-visible nous fournit I'absorbance de chaque échantillon, ce qui nous
permet de déduire sa concentration a partir de la courbe d'étalonnage, qui vérifie la loi de Beer-
Lambert, ainsi de déterminer la quantité de colorant fixée par la chitine et le pourcentage de

d'élimination (RE %), comme indiqué par les équations 11.10 et I1.11 respectivement :
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qt =|==|+v 1110
RE % = [C;ge] «100  1IL11

Ou:
gt : la quantité fixée de colorant en mg par gramme d’adsorbant (mg/g) ;

Ci, Ct et Ce : sont respectivement les concentrations initiale, instantanée et a 1’équilibre du

colorant (mg/l) ;

V : le volume de la solution (1) ;

m : la masse de 1’adsorbant utilisé (g) [34].

11.5.4 Détermination du pH au point de charge nulle (pHpz)

De maniére générale, les adsorbants ont des propriétés d'échange d'ions a la surface. La capacité
d'échange est liee a la charge de surface portée par I'adsorbant. On appelle point de charge nulle
le pH pour lequel le nombre de charges négatives est égal au nombre de charges positives sur

la méme surface (également connu sous le nom de point isoélectrique).

La détermination du pH au point de charge zéro (pHpzc) a été effectuée en ajustant le pH de 25
ml/0,01 mol/L de solutions de NaCl a des valeurs comprises entre 2 et 12. Apres avoir ajouté
0,0375 g de chitine et agité pendant 24 heures, le pH final a été testé. L'intersection le long de
I'axe du pH initial, ou pHs - pHi = 0, est définie comme le pHpzc. La valeur de pHpzc peut-étre
tirer & partir de la courbe pHsina=f(pHinitiar). Cette valeur correspond au point d’intersection de

la courbe avec la droite d’équation pHfina=pHinitial [35]-
11.5.5 Isothermes d'adsorption

De nombreux modéles isothermes sont disponibles pour caractériser I'équilibre du processus
d'adsorption. Les modeles isothermes de Langmuir et de Freundlich [36], [37] ont été utilisés
pour évaluer et modéliser I'équilibre d'adsorption. Le coefficient de détermination (R2) a été
utilise pour analyser statistiquement les données expérimentales. L'équation de Langmuir est

exprimeée par I'équation 11.12:

_ dmK1Ce

e = oc .12

Ou gm (mg/g) et Ki (I/mg) sont des constantes de Langmuir liées a la capacité d'adsorption

maximale des adsorbants et a l'affinité entre l'adsorbat et les adsorbants, respectivement. ge
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(mg/g) et Ce (mg/l) sont la quantité de colorant adsorbé par unité de poids de I'adsorbant et la

concentration de colorant non adsorbé dans la solution a I'équilibre, respectivement.

Par ailleurs, en utilisant I'isotherme de Langmuir, la constante désignée sous le nom de facteur

de séparation (RL) et décrite par I'équation 11.13 a été calculée [38], [39]:

1

R=——
L 1+kLci

I1.13

Avec Ci (mg/l) la concentration initiale du colorant et K. (I/mg) la constante de Langmuir liée

a I'énergie d'adsorption.
L'isotherme de Freundlich est exprimée par I'équation suivante 11.14:
ge = KFCel/" I1.14

Ou KF est la constante de Freundlich et n (g/L) est un parametre empirique représentant

I'affinité de I'adsorbant et des molécules d'adsorbat.
11.5.6 Parameétres cinétiques et thermodynamiques du processus d‘adsorption

L'adsorption de CR sur la chitine a été étudiée a l'aide de concepts cinétiques et
thermodynamiques [40]. Afin d'étudier le mécanisme d'adsorption, les équations de diffusion
du pseudo-premier ordre, du pseudo-second ordre et de la diffusion intra-particulaire ont été
utilisées [38], [41].

Les paramétres thermodynamiques ont été déterminés par la constante d'équilibre et le
diagramme de Van't Hoff. Afin de comprendre la nature de I'adsorption de CR sur différents
échantillons de chitine, les caractéristiques thermodynamiques de base du changement
d'entropie (AS®), du changement d'enthalpie (AH®) et du changement d'énergie libre de Gibbs
(AG®°) ont été déterminées pendant I'adsorption selon les équations 11.15, 11.16 et 11.17

suivantes :

AG

RL = ——
RT

I1.15

AG = AH' —TAS’ .16

g — 1.1
Ink R RT 7

Ou R est la constante des gaz (8,314 J/mol/K) et T le degré Kelvin. K est La constante
d'équilibre [42].
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I1. Conclusion

Les techniques et le matériel expérimental utilisés dans ce travail ont été exposés en détail. Plus
specifiquement, nous avons détaillé le protocole d'extraction, étape par étape, ainsi que
I'utilisation de la chitine extraite comme adsorbant des colorants présents dans les eaux usées.
De plus, nous avons exposé les principes fondamentaux et les critéres d'étude de chaque

technique analytique utilisée.
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CHAPITRE 111 Résultats et discussion de I’extraction

I1I. Introduction

Dans ce chapitre, nous présentons les résultats de I'extraction de la chitine a partir de carapaces
de crevettes. Trois méthodes d'extraction ont été utilisées, comprenant une méthode chimique
tandis que les deux autres reposent sur le concept de durabilité de la « chimie verte ». De plus,

nous exposons divers résultats de caractérisation de la chitine.
II1.1 Extraction de la chitine

Deux voies d'extraction de la chitine ont été utilisées, I'une conventionnelle et 1'autre nouvelle,
basée sur la chimie verte. Dans chaque expérience, nous avons utilis¢ 20 g de carapaces de

crevettes récupérées dans les déchets des restaurants de Skikda.
La méthode classique d'extraction de la chitine repose sur deux étapes fondamentales :

Les protéines sont ¢liminées par un traitement chimique a 'aide d'une solution d'hydroxyde de
sodium, qui détruit les liaisons chimiques covalentes entre les complexes chitine-protéine (les
protéines sont liées a la chitine par des liaisons covalentes et forment ainsi des complexes

stables). Elle permet également d'éliminer de petites quantités de graisses et de pigments [1].

Un autre traitement acide avec une solution d'acide hydraulique a été effectué pour éliminer les
impuretés minérales résiduelles de la chitine. Mohan et al, ont démontré que ['utilisation de
l'acide chlorhydrique pendant I'extraction de la chitine des insectes produisait une chitine de

qualité supérieure contrairement a d'autres acides [2], [3].

Le traitement acide permet de décomposer le carbonate de calcium en chlorure de calcium et
en dioxyde de carbone. Bien que 1'acide chlorhydrique soit le réactif le plus couramment utilisé
pour la déminéralisation des carapaces d'insectes et de crustacés, des efforts sont déployés pour

le remplacer par des acides organiques plus respectueux de 1'environnement [4].

A la différence de la méthode traditionnelle, l'extraction chimique verte se fait en une seule
étape avec des solvants verts a base de glycérol et d'acide. L'incorporation de quelques gouttes
d'eau d'environ 1 ml dans le mélange d'extraction permet de diminuer la viscosité du mélange
et d'éviter le moussage. Etant donné la capacité potentielle du glycérol a déprotéiniser, Zhang
et al. ont démontré que 1'état acide du mélange était capable de déprotéiniser et de déminéraliser
lors de I'extraction de la chitine des déchets de crustacés [5]. L'utilisation du co-solvant est donc

le choix parfait pour extraire la chitine des crustacés.
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I11.2 Avantages de la nouvelle méthode par rapport a la méthode conventionnelle

Le glycérol et I'acide ont été utilisés comme co-solvant pour réaliser la déminéralisation et la
déprotéinisation a basse température afin de produire de la chitine a partir de la carapace de
crevette en une seule étape, ce qui permet de raccourcir les étapes et de gagner du temps par
rapport a la méthode traditionnelle qui en consomme énormément. L'avantage de la nouvelle
méthode réside également dans la préservation de I'environnement grace a l'utilisation de co-

solvant a base de produits chimiques verts qui peuvent étre réutilisé jusqu'a trois fois.

Malgré 1'utilisation persistante de 'acide chlorhydrique (HCI) dans 1'une de ces méthodes, la

quantité d'acide est réduite par rapport a la méthode traditionnelle [6], [7].

L'autre avantage de la nouvelle méthode est la quantité d'eau utilisée pendant le lavage, car elle
¢tait trés faible contrairement a la méthode traditionnelle, dans laquelle nous obtenons un
rapport acide et alcalin a chaque étape, ce qui entraine la consommation de grandes quantités

d'eau pour obtenir de la chitine pure avec un pH neutre [5], [8].

De plus, le lavage en deux étapes dans la méthode traditionnelle entraine une perte notable de
chitine, comme dans la méthode écologique, ou le taux d'extraction était élevé. La dilution du
Co-solvant avec de l'eau distillée a donc permis de réduire la viscosité, ce qui facilite une

séparation efficace et I'extraction du pourcentage le plus élevé de chitine.
I11.3 Analyse de la composition chimique des chitines isolées

Afin de clarifier la capacité d'élimination des protéines de la méthode du Co-solvant ( CGH &
CGAQ) et de la méthode conventionnelle CH-C, nous avons compar¢ les échantillons de chitine
extraite avec un échantillon de carapaces de crevettes CP en poudre, ou nous avons remarqué
grace au test de biuret que la couleur de ce dernier tournait au violet au fond de tube, indiquant
la présence d'un faible pourcentage de La protéine était contrairement aux €chantillons de
chitine extraite, que ce soit a I'aide du Co-solvant ( Glycérol+ HCI ou Glycérol + Acide citrique)
ou de la méthode traditionnelle, car la couleur des solutions d’échantillons n'a pas changé, ce
qui confirme le succes de la déprotéinisation de la chitine extraite, comme le montre la figure

III.1.
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Figure I1I1.1 Test de Biuret pour la détection des protéines présentes dans les échantillons de

chitine extraits et les carapaces de crevettes en poudre.

Pour une confirmation supplémentaire, 1'analyse quantitative du degré d'élimination des

protéines a été déterminée par la méthode Bradford.

Les principales compositions chimiques de la carapace de crevette et des échantillons de chitine

extraits sont présentées dans le tableau III.1.

Tableau II1.1 Composition chimique des carapaces de crevettes et de la chitine extraite.

Humidité Cendre Protéine Pureté
Echantillons

(%) (%) (%) (%)
CP 9.90+0.14 38.30+1.05 27.845+2.29 -
CGH 5% 3.99+0.35 0.310+0.39 7.970+0.37 88
CGH 7% 2.65+0.41 0.240£0.55 4.253+0.76 91
CGH 9% 2.14+0.32 0.213£0.72 2.603+0.23 93
T-CGH 7% 1.65+0.26 0.173+0.24 0.383+0.63 98
CGAC 5% 3.33+0.61 0.354+0.19 1.797+£0.54 94
CGAC 7% 3.05+0.21 0.177+0.34 1.724+0.27 95
CGAC 9% 2.62+0.15 0.165+0.28 0.646+0.41 97
T-CGAC 7%  3.67+0.92 0.361+0.37 2.755+1.27 93
CH-C 4.64+1.21 0.433+0.62 2.817+0.87 92
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D’apres les résultats du tableau III.1, La teneur en cendres des échantillons de chitine varie de
0,17 £ 0,34% a 0.433 + 0.62%, La concentration d'acide de 5 % dans le mélange CO-solvant
était donc suffisante pour la déminéralisation afin d'éliminer le carbonate de calcium dans les

carapaces de crevettes.

La quantité de protéines présente dans les différents échantillons de chitine varie de 0,383 +
0.63% a 7,970 + 0.37%. On constate que cette quantité diminue a une température de réaction
¢levée de 120°C. Cependant, une température de réaction plus basse ne permet pas une
déprotéinisation efficace, mais peut fragiliser la liaison entre la chitine et les protéines. Cette
affirmation est soutenue par Devi & Dhamodharan, qui explique que dans le glycérol, la
déprotéinisation de la carapace de crevette est induite par la température, ce qui pourrait

dissocier les liaisons peptidiques [9].

Cette variation peut étre attribuée aussi a la quantité d'acide consommeée au cours des processus
de déminéralisation et de déprotéinisation. Ces résultats confirment la conclusion selon laquelle
l'utilisation de I'acide citrique ou bien HCI dans le processus d'extraction ne se limite pas a la

déminéralisation, mais contribue également a la déprotéinisation.

II1.4 Rendements massiques de la chitine en fonction de Concentration d’acide et

température

La concentration de l'acide utilisé dans le mélange a un impact sur le taux de récupération de la
chitine. On a constaté que le rendement massique en chitine CGH diminue de 43,12% a 27,60%,
tandis que le CGAC diminue de 41,25% a 28,07 % lorsque la concentration en acide augmente.
Cela nous a permis d'obtenir une carapace de crevette qui était parfaitement déminéralisée et

dépourvue de protéines. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure I11.2.

GH 9% CGAC 9%

CGH 7%

CGAC 7%

CGH 5% CGAC 5%

Concentration d'HCL (% massique)
o

Il Apres décoloration
[ Avant décoloration

T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

Taux de récupération (%) Taux de récupération (%)

CH-C [ ] Aprés décoloration
[ Avant décoloration
T T

o}
b
o

Concentration d'acide citrique (% massique)

Figure III. 2 Rendements massiques de la chitine en fonction de la concentration
d’acide.
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I1 est possible de constater que la température a €également un impact important sur 1'extraction
de la chitine a partir de carapaces de crevette. Lorsque la température de réaction est €levée, on
obtient des rendements élevés, ce qui est dii a la diminution de la viscosité du co-solvant, ce qui

nous a permis d'obtenir une récupération optimale de la chitine (figure II1.3).

Apres décoloration

CGAC 120 °C [ Avant décoloration

CGAC 90 °C

F[

Température (°C)

CGH 90 °C

o —
[N]
o
N
o
@
o
o]
o

100
Taux de récupération (%)

Figure I11. 3 Rendements massiques de la chitine en fonction de la température.

Nous concluons également que le rendement en chitine diminue significativement apres la
décoloration, que ce soit en changeant la température ou la concentration en acide de la solution.
Ceci prouve l'efficacité du peroxyde d'hydrogene a 1'élimination du pigment et a la perte

partielle lors de la séparation.
111.5 Poids moléculaire de la chitine en fonction de la concentration d'acide

La chitine sert a une grande variété d'applications, cependant I'efficacité du matériau dépend de
sa DA, de sa cristallinité et de son Mv [10]. Le DA et le My de la chitine sont fortement affectées
par les conditions de réaction telles que la température, les concentrations de réactifs, la

répétition des étapes alcalines, le temps [11].

Dans ce cas, la concentration d'acide a jou¢ un rdle dans la dépolymérisation, le My a diminué
de fagon spectaculaire, de 167 KDa a 113 KDa (Figure II1.4), lorsque la concentration d'acide
a augmenté de 5% a 7%, ce qui a montré qu'une concentration d'acide plus élevée était bien

déminéralisée, déprotéinée et efficace dans la dépolymérisation de la chitine.

L'étude précédente de Huang et al. 2019 a démontré qu'une augmentation de l'acide
chlorhydrique de 5 % a 9 % entralnait une diminution du My de 95 KDa a 55 KDa, confirmant

ainsi l'influence de la concentration d’acide sur le poids moléculaire.
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En fonction de My, la chitine est classée en trois types différents, a savoir la chitine de faible
poids moléculaire (LMWC ; <50 KDa), la chitine de poids moléculaire moyen (MMWC ; 50-
250 KDa) et la chitine de poids moléculaire élevé (HMWC) (>250 KDa) [12]. On peut donc
classer la chitine extraite par le glycérol et I'acide citrique (CGAC) dans la catégorie des chitines

de poids moléculaire moyen (MMWC).

170

160

150

140

Mv (KDa)

130 ~
120

110

T T T T
C 5% C7% C 9%
CGAC

Figure III. 4 Poids moléculaire de la chitine en fonction de la concentration d'acide citrique.
IT1.6 Le degré d’acétylation DA de la chitine en fonction de la concentration d’acide

Le degré d'acétylation (DA%) a été déterminé a 1'aide de spectres infrarouges par I’équation

de Domszy et al. suivante :

A 100
DA% — 1655 *
Azgs0 133

.1

Ou Ajess et Azaso sont 1'absorbance a 1655 et 3450 cm-1 des groupes amide I et hydroxyle

respectivement.

A partir de la figure I11.5, nous remarquons que les valeurs de DA de la chitine extraite CGAC
sont affectées par la variation de la concentration d'acide citrique. Comme on peut le constater,
la valeur de DA diminue avec I'augmentation de la concentration d'acide citrique et le faible
DA a été obtenu dans le CGAC 9% (69,69 %). Le groupe acétyle est peu affecté par la variation
d'acide chlorhydrique dans les chitines CGH est le DA trouvé environ (7 3 %). Nous
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considérons que cette raison est due a la différence de température de réaction entre CGH et
CGAC, qui est respectivement de 90 °C et 120 °C. L'utilisation d'une température élevée a eu

un effet plus important sur le groupe acétyle.

80
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DA (%)

30

20
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Figure IIL.5 le degré d’acétylation des chitines extraites en fonction d’acide concentration.
II1.7 Spectroscopie infrarouge a transformation de Fourrier — FTIR

On peut distinguer les chitines (0-, - et y-chitine) grace aux spectres FT-IR. Dans le cas de 1'a-
chitine, deux pics distincts sont observés a ~1662 et ~1630 cm ! IIs représentent la bande
amide-I présente dans 1'a-chitine. Ils sont associés a l'apparition de la bande d'hydrogene
intermoléculaire CO...HN et CO. . .. HOCH2 [13]. En revanche, dans le cas de la B-chitine,
une seule bande est observée a 1656 cm21 en raison de la liaison hydrogéne présente entre le
groupe amide (-C=0) de la chaine intra-feuillet voisine [14]. La B-chitine présente une liaison
hydrogéne inter- et intramoléculaire plus faible et une structure plus désordonnée que la a-
chitine. De plus, la y-chitine présente deux pics nets a 1660 et 1620 cm™ pour la bande amide-

I, qui est également présente dans 1'a-chitine [15].

Les spectres FT-IR des échantillons de chitine extraits et des carapaces de crevettes sont

représentés dans les figures I11.6, I11.7, TI1.8 et II1.9.

Selon les figures I11.6, 1I1.7 et II1.8, on constate que la chitine extraite par les méthodes

conventionnelle et verte révéle la présence de bandes a-chitine caractéristiques a 1650 cm! et
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1621 cm™! résultant de liaisons hydrogéne intermoléculaires (CO...HN-) et intramoléculaires (-
CO--HOCH?2-), respectivement [16]. En outre, une bande amide II a été trouvée a 1552 cm™.

Le pic plus net a 3456 cm™! est attribué a la vibration d'étirement O-H (C6-OH...0=C) [17].

Deux bandes d'adsorption a 3265 cm™ et 3104 cm™! sont respectivement attribuées a la liaison
hydrogeéne intermoléculaire -C=0...H-N et aux groupes NH intramoléculaires [18], [19]. Un

pic d'absorption a 2882 cm™! correspondant a 1'étirement CH a également été observé.

—— CGH 5% —— CGAC 5%

——CGH 7% —— CGAC 7%

—— CGH 9% CGAC 9%
(] [V}
g g
= =

T T T T T T 1 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nombre d'onde (Cm'%) Nombre d'onde (Cm™)

Figure III. 6 Spectres FT-IR de chitine CGH  Figure III. 7 Spectres FT-IR de chitine

extraite par glycérol et acide chlorhydrique. CGAC extraite par glycérol et acide citrique.
CH-C —— Carapaces de crevette
3 3
5 s
(%2} %]
& g
[ =
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Figure III. 8 Spectres FT-IR de chitine CH-C ~ Figure IIL. 9 Spectres FT-IR de la poudre des
extraite par la méthode traditionnel. carapaces de crevettes.

Par contre, le spectre des carapaces de crevettes (figure 111.9) est significativement différent des
spectres de la chitine extraite (figures I11.6, II1,7 et II1,8). Dans le spectre des carapaces de
crevettes, la bande d'amide I reste non divisée en raison du chevauchement de la bande d'amide
I de la chitine avec les pics d'amide des protéines dans les carapaces de crevettes, ce qui montre

l'efficacité du co-solvant glycérol/acide citrique dans I'élimination des protéines des carapaces
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de crevettes [20]. En outre, la bande observée autour de 1420 cm™' confirme également
I'élimination réussie des protéines de la structure et l'achévement du processus de

déprotéinisation [21].
I11.8 Analyse de diffraction des rayons X

Les données de diffraction des rayons X (XRD) des échantillons de chitine sont illustrées dans
la figure II1.10 et III.11. Les pics cristallins notables li¢s a la chitine aux valeurs 26 de 9,2°
(020), 12,6° (021), 19,2° (110), 20,6° (120), 23,3° (130) et 26,3° (013) sont attribués a la chitine
(carte JCPDS n°® 39-1894) [22]-[24]. L'absence de pics associés a la calcite suggere que la
chitine est essentiellement pure dans les limites de I'analyse XRD et qu'elle est libre de phases
minérales. De plus, les valeurs Crl des chitines sont de 97,97% pour le CGAC 5%, 97,67% pour
le CGAC 7% et 96,96% pour le CGAC 9% [25]. Cette diminution de l'indice de cristallinité
indique une réduction de DA [26].

=)
% —— CGAC 5%
&} — CGAC 7%
— CGAC 9%
=
=
L\_‘M =
un
-
L1k}
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0 20 a0 60 80 100 0 20 40 60 50
28 (deq) 28 (deg)

Figure I11.10 Diffractogrammes de rayons X (DRX) de la chitine séparée des carapaces de

crevettes par la nouvelle méthode.
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Figure I11.11 Diffractogrammes de rayons X (DRX) de la chitine séparée des carapaces de

crevettes par la méthode traditionnel.

Les diagrammes ci-dessus nous permettent de conclure clairement que notre chitine extraite
soit par la méthode conventionnelle CH-C, soit par les nouvelles méthodes CGAC et CGH est

de forme alpha. Ceci confirme les résultats déja obtenus par analyse infrarouge [26]-[30].
IT1.9 Analyse par microscopie a balayage MEB

La morphologie des surfaces est un critere essentiel qui influence de maniere significative
l'utilisation optimale de la chitine et de ses dérivés. D’apres Kaya et al., la chitine peut étre
classée en cinq catégories principales en fonction de la morphologie de sa surface. Ces
morphologies sont les suivantes : (1) surface rugueuse et dure sans fibres ni pores, (2) avec
uniquement des fibres, (3) fibres et pores ensemble, (4) deux types de pores avec des fibres, (5)

uniquement des pores [31].

Les échantillons de chitine extraits avec un mélange de glycérol et d'acide citrique & une
température €levée de 120 °C et différents pourcentages d'acide (Figure 11I.12) illustrent une
amélioration de la surface de la chitine a mesure que la quantité d'acide utilisée dans le co-
solvant augmente. Il en résulte que le CGAC 5% présente une surface dure, plate et homogéne
sans pores visibles. En revanche, le CGAC 7 % présente une surface rugueuse et irréguliere
avec des cavités remarquable. Par ailleurs, pour le CGAC 9%, une combinaison de nanofibres
et de pores a été observée. Nous pouvons donc conclure que la chitine, avec sa structure de

surface fibreuse et poreuse, présente des propriétés significatives favorisant I'absorption de
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colorants. Sa capacité a absorber les colorants en fait ainsi le choix le plus approprié¢ pour les

applications textiles [32], [33].

Figure II1.12 Microscopie électronique a balayage (MEB) des échantillons de chitine extraits.
CGAC 5% (A), CGAC 7% (B), et CGAC 9% (C).

Figure II1.13 Microscopie ¢lectronique a balayage (MEB) des échantillons de chitine extraits.
CGH 5% (D), CGH 7% (E), et CGH 9% (F).
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Les morphologies de surface des échantillons de chitine extraits en utilisant le co-solvant

(glycérol et HCL) CGH ont été observées comme le montre la figure I11.13.

Selon I'étude de Kaya et al. [25], la chitine appartient au type VI et présente une surface poreuse
de petite taille. A mesure que la concentration en acide chlorhydrique augmente, le nombre de
ces pores augmente également. Contrairement aux conclusions de Hong et al. [19], nous
proposons que la différence de taille des pores soit attribuable a la faible température de réaction

(90 °C).
I11. Conclusion

Dans ce chapitre, une approche innovante d'extraction utilisant des solvants verts a été proposée
pour obtenir de la chitine & moyen poids moléculaire et haute pureté. La dépolymérisation de
la chitine a été principalement influencée par la température et la concentration d'acide. Une
température de réaction de 120 °C avec une concentration de 9 % d'acide citrique pendant 2
heures a été utilisée pour optimiser les conditions d'extraction, produisant une chitine avec un
poids moléculaire de 113 kDa. Cette chitine extraite pourrait étre utilisée pour éliminer certains
polluants, tels que les colorants. Les analyses des ¢léments chimiques, ainsi que les résultats
obtenus par FTIR, XRD et MEB, ont démontré que les chitines obtenues étaient extrémement

pures, avec une consommation limitée d'acide lors de I'extraction.
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CHAPITRE IV Résultats et discussion de I’adsorption

Adsorption du colorant rouge Congo par la chitine
extraite selon I’approche écologique CGAC

IV. Introduction

Le présent chapitre est consacré a I'étude de I'adsorption d'un colorant organique (Rouge Congo
CR) sur la chitine préalablement extraite, ainsi qu'a I'influence de pH au point de charge zéro
(pHpzc) et certains parameétres tels que : la concentration initiale en colorant, le temps de contact,
le pH de la solution et la température sur la capacité d'adsorption de la chitine CGAC utilisée

dans cette étude.

Parallelement, la mise en place de divers modeéles pour décrire les résultats expérimentaux des
isothermes, de la cinétique de sorption et de I'étude thermodynamique de I'équilibre
d'adsorption permet de préciser la validité et surtout les limites d'application des modeles afin
de déterminer la vitesse, la nature de la liaison et la capacité de sorption. Elle conduit également

a identifier le mécanisme de sorption du colorant par la chitine utilisée.
V.1 Le pH de point de charge nulle (pHpzc)

Selon le pHpzc, la chitine peut étre acide, neutre ou basique. Le pH d'une solution aqueuse joue
un role essentiel dans I'adsorption de colorants anioniques, car il influence a la fois les liaisons
a lasurface de I'adsorbant et I'ionisation des molécules de colorant. Le pHp.c offre une excellente
mesure des caractéristiques chimiques et électroniques des groupes fonctionnels [1], [2]. On
peut le calculer en utilisant la courbe du pH final en fonction du pH initial ajusté. Le point
d'intersection de la courbe avec la droite d'équation pHfina=pHinitiar €St connu sous le nom de
pHpzc. La surface de lI'adsorbant se charge positivement lorsque le pH de la solution est inférieur
a pHpzc (pH < pHpzc), tandis qu'a pH > pHpzc, elle se charge négativement [3]. La figure 1V.1
présente les résultats de la détermination du pHpzc des échantillons de chitine. On peut observer
que le pHpzc est de 6,56 pour le CGAC9%, de 8.6 et de 9.05 pour le CGAC5% et le CGAC7%

respectivement.
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Figure IV.1 Le point isoélectrique pour (a) CGAC 5%, (b) CGAC 7%, and (c) CGAC 9%.

IV.2 Cinétique d’adsorption de Rouge Congo sur chitine CGAC

La cinétique d'adsorption du CR sur les échantillons de CGAC 5%, 7% et 9% est réalisée en
mode discontinu. Dans ce mode, une masse de 0,75 g d'adsorbant est mise en contact avec un
volume de 50 ml de solution de colorant a une concentration de 50 mg/ml, sous agitation a 250
tr/min pendant un temps determiné. Le liquide surnageant récupéré apres centrifugation

pendant 10 minutes est dosé par spectrophotométrie UV-visible.
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IV.3 Les conditions expérimentales optimales pour I’adsorption de Rouge Congo
Afin de souligner I'impact de certains parameétres susceptibles d'influencer le processus
d'adsorption, nous avons successivement modifié : la concentration initiale de colorant, le temps

de contact, le pH initial de la solution et la température.

IV.3.1 L’effet de la concentration initiale du colorant et le temps de contact

La durée de contact entre I'adsorbant et I'adsorbat permet d'évaluer la quantité de colorant
adsorbée a différents moments et le temps nécessaire pour atteindre I'équilibre (temps de
contact). Nous avons également examiné l'impact de la concentration initiale de colorant, car
elle a un impact significatif sur la capacité de rétention du support solide. Les expériences ont

été effectuées dans les conditions suivantes :
- Concentration en soluté : 10 - 20 - 30 -50- 60- 80 mg/L ;
- Masse de la chitine CGAC 5%, 7% et 9% est maintenue 2 0.75 g ;
- Agitation a 250 tr/min et la température & 20°C.

Les résultats obtenus sont résumés sur la figure I11.1suivante :

25

= CGAC 5% 20 [+ CoAC 5%
—o— CGAC 7% Aha —o— CGAC 7% "
20| 4 9 ak g
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Figure 1V.2 (a) L’effet du temps de contact et (b) la concentration initiale sur I’adsorption de
colorant Rouge de Congo par la chitine (T=20°C, V=50ml, m=0.75g, v=250tr/min).

D'apreés l'aspect de ces trois courbes présentées dans la figure 1V.2a, il est évident que la capacité
d'adsorption augmente considérablement pendant les premiéres minutes de contact CR-CGAC,

puis elle augmente légérement jusqu'a atteindre un état d'équilibre. On peut expliquer cela par
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le fait que lors du début de I'adsorption, le nombre de sites actifs présents a la surface du
matériau adsorbant est bien supérieur a celui des sites restants aprés un certain temps. 1l est
également observé que le temps de contact requis pour atteindre I'équilibre varie de 120 a 160
minutes. Ces durées sont relativement courtes par rapport a certains temps d'équilibre

mentionnés dans la littérature, qui peuvent dépasser 160 minutes [4].

Il est illustré dans la figure 1V.2b comment la concentration initiale de CR influence le
processus d'adsorption en utilisant divers échantillons de chitine. Au fur et a mesure que la
concentration de CR augmente de 10 a 80 mg/L, la ge (capacité d'adsorption a I'équilibre) pour
les divers échantillons de chitine progresse. Ceci est attribué aux concentrations plus élevées de
CR, offrant plus d'opportunités d'adsorption sur la surface de la chitine avant d'atteindre une
saturation des sites actifs [5]. En surmontant la résistance au transfert de masse et en augmentant
la force motrice entre la phase soluble et I'adsorbant, le processus d'adsorption est amélioré. En
outre, le plus grand nombre de collisions entre le CR et I'adsorbant améliore encore le processus

d'adsorption [6].

De maniere particuliere, CGAC9% présente une capacité d'adsorption plus élevée que
CGACT7% et CGAC5%, ce qui indique que la chitine extraite avec une concentration d'acide
plus élevée génere plus de sites actifs. Cela peut étre attribué au nombre accru de groupes
aminés présents dans les échantillons de chitine, qui constituent d'excellents sites pour
I'adsorption de cations. En outre, la présence d'une région amorphe dans la structure de la chitine
contribue & augmenter le nombre et la taille des pores sur la surface spécifique de la chitine,

favorisant ainsi I'adsorption de CR [7], [8].

1V.3.2 L’effet du pH initial

Le pH est un facteur essentiel dans I'analyse des phénomenes d'adsorption des colorants, car il
influence I'état d'ionisation de la surface de I'adsorbant ainsi que les structures moléculaires des
adsorbats. Il est donc essentiel d'étudier I'impact de ce facteur sur la capacité de rétention [9].
Pour cela, nous avons examiné l'impact du pH initial sur I'adsorption. L'ajustement du pH est
effectué en utilisant des solutions d'acide chlorhydrique HCI (0,1M) et de soude NaOH (0,1M)
en fonction du pH souhaité. La figure 1V.3 présente les resultats obtenus.
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Figure 1V.3 L’effet du pH sur I’adsorption de colorant Rouge de Congo par la chitine.
(T=20 °C, m=0.75 g, V=50 ml, C=50 mg/l,vV=250 tr/min).

L'effet du pH sur I'adsorption de CR avec différents échantillons de chitine est présenté dans
la figure ci-dessus. Les quantités de CR a I'équilibre ont été determinées a différentes valeurs
de pH de la solution allant de 2 a 12. L'élimination la plus efficace du colorant s'est produite
dans des conditions acides, avec les taux d'élimination les plus élevés observés a pH 2 pour
CGAC 5% et CGAC 7%.

Pour CGAC 9%, la capacité d'adsorption a diminué de 25,22 + 0,29 mg/g (75,67% d'efficacité
d'élimination) a 19,73 + 0,94 mg/g (59,22% d'efficacité d'élimination) au fur et a mesure que le
pH augmentait de 2 a 12. La capacité d'adsorption maximale a été observée a un pH de 4. L'effet
du pH peut s'expliquer par les différentes interactions entre CR et CGAC 9%, qui sont liées a
la charge de surface [10]. L'environnement acide a amélioré I'adsorption du colorant sur la
chitine. Ce résultat a été obtenu en raison de la présence d'une charge positive a la surface de la
chitine, ce qui a conduit a une interaction électrostatique entre les protons et les groupes polaires
(R-SO3-) du CR. Cependant, a des valeurs pH élevées, la surface de la chitine s'est chargée
négativement, ce qui a entrainé une répulsion électrostatique entre la surface chargée
négativement et le colorant anionique. Des résultats similaires ont été rapportés pour
I'adsorption de CR sur le charbon actif [11]-[13] et I'écorce de pin [14].
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IV.3.3 L’effet de la température

Un autre facteur important a considérer dans les études d'adsorption est l'impact de la
température, car le processus repose sur un transfert de chaleur entre une phase liquide et une

autre phase solide, qu'il soit exothermique ou endothermique.

De ce fait, nous avons effectué des expériences successives a des températures de 20 °C, 30 °C,
40 °C et 50 °C dans un bain thermostaté, réglé a la température étudiée, avec une vitesse
d'agitation de 250 tr/min. Nous avons utilisé une concentration initiale de Ci; = 50 mg/L et une

masse d'adsorbant m =0.75 g. Les résultats sont présentés dans la figure 1V .4.
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Figure 1V.4 L’effet de la température sur I’adsorption de colorant Rouge de Congo par la
chitine, (m=0.75 g, V=50 ml,C=50 mg/l,vV=250 tr/min).

D’aprés ces résultats, il apparait que I'augmentation de la température de 20 a 50 °C entraine
une augmentation significative de la capacité d'adsorption du colorant sur les divers
échantillons de chitine. L'explication de cette observation expérimentale peut étre expliquée
comme suit : @ mesure que la température augmente, le colorant devient plus soluble, ce qui
entraine une augmentation de l'intensité des forces d'interaction entre le colorant et la solution,
favorisant ainsi I'adsorption des molécules d'adsorbats. En augmentant la température, la vitesse
de diffusion des molécules d'adsorbat a travers la couche limite externe et a l'intérieur des pores

des particules de I'adsorbant est accélérée, ce qui réduit la viscosité de la solution [15]-[18].
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Ce facteur a un impact positif sur le processus d'adsorption en fournissant une contribution
énergétique importante, ce qui permet de surmonter les forces de répulsion situées aux

interfaces des milieux liquides et solides.

Il convient donc de souligner que la présence de chauffage joue un réle crucial dans la vitesse
de rétention du colorant, peu importe leur affinité pour le support solide. Dans cette situation,

il est possible que la rétention soit endothermique (AH>0) [19].

IV.4 Etudes des isothermes d'adsorption

Afin d'analyser le processus d'adsorption et de clarifier les interactions d'équilibre entre
I'adsorbant et I'adsorbat, une étude isotherme a été effectuée. Les tracés de ge en fonction de
I'adsorption a I'équilibre de CR sur un substrat de chitine sont illustrés dans la figure IV.5. Les
formes non linéaires des modeéles isothermes de Langmuir et de Freundlich ont été utilisées

pour les générer.

Une analyse de régression non linéaire des isothermes respectifs a permis de déterminer les

parametres du modeéle, et leurs valeurs sont présentées dans le tableau 1V.1.

Le coefficient de détermination (R?) est significatif pour les deux modéles. Cependant,
I'isotherme de Langmuir a fourni une meilleure adéquation aux données expérimentales, ce qui
indigque une meilleure adéquation globale. Les capacités maximales d'adsorption monocouche
de Langmuir sont de 28,483 mg/g, 34,674 mg/g et 36,123 mg/g pour CGAC7%, CGAC5% et
CGAC9%, respectivement. En outre, les valeurs de RL et 1/nf se situent dans la plage de 0-1,
ce qui indigue que l'adsorption de CR sur les échantillons de chitine est favorable selon les
modeles de Langmuir et de Freundlich [20], [21].

9% |Page



CHAPITRE IV

Résultats et discussion de I’adsorption

£ ko
(@) (b}
. ey
x4 [ ] .-w""f 2 .--"!-"_"{-
S "
] o B Pt
B | = A
E el £ .
i Pl = L
¢ s & /-
10 = 10
/ }fr
/ " CGACS% “ « CGACT®
L] —— Langmiur . —— Langmiur
= = =Freundlich - - -Freundlich
0 . . . . 0 : . : .
] 10 20 30 &0 50 0 10 1] N 0 =0
C, (mgl) C, (mgll)
30
(c) oA
=
o
A
20 - A
3 Vs
£
&S,
E s
= f
10 '
4
i
4 & CGAC 9%
—— Langmiur
- = = Freundlich
0 : . - -
1] il] 20 ﬁ *‘v:ﬂ 50
C,(mgl)
25
td} a5
= Th
R=0,9278 {le) R
20 4 o s |
y ) . 3.0 e m
_,,” R?=0,035 o 0 L]
P | ST,
& Y . R0 ] SO
c = @ 4 =
3 . 6 a £ RE=0039 % .
o) .- s I =
0. o s L 204 . L4
1,0 4 s i a L .
. L. s RE=0805°
R e » CGAC 5% 1.54 s “R=0949 ® CGAC 5%
5] Lt + CGAC 7% - » CGACT%
& CGAC 9% 4 CGAC 9%
(] ] 20 £l 40 50 05 1.0 15 20 25 a0 a5 40
ce InCe

Figure 1V.5 Adsorption de CR sur différents échantillons de chitine ((a) CGAC5%, (b)

CGACT7%, (c) CGAC9%) par les modeles isothermes de Langmuir et de Freundlich (non

linaire). Les modeéles d'isothermes de Langmuir (d) et de Freundlich (e) (linéaire).
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Tant le modéle de Langmuir que celui de Freundlich mettent en évidence de maniére claire que
la capacité d'adsorption maximale du CGAC 9 % dépasse celle du CGAC 5 % et du CGAC 7

%, démontrant ainsi son potentiel supérieur pour I'adsorption du colorant CR. (Tableau 1V.1).

Tableaux V.1 Parametres d'équilibre pour I'adsorption de CR sur la chitine.

Langmuir Freundlich

KL
qm (mg/g) Ro R? 1/n¢ K¢ R?

CGAC5% 34.674 0.74-0.26  0.035 0.927 0.591 2.299 0.949

CGAC7% 28.483 0.52-0.12  0.091 0.935 0.426 4.731 0.805

CGAC9%  36.123 0.55-0.13  0.082 0.981 0.488 4.899 0.939

IV.5 Etude de mécanisme de la cinétique d’adsorption
Pour étudier le mécanisme de contrdle de I'adsorption, nous avons examiné les modéles de
vitesse du pseudo-premier ordre et du pseudo-second ordre, ainsi que le modéle de diffusion

intra-particulaire. Les résultats expérimentaux sont résumés dans le tableau 1V.2.

Pour les échantillons de chitine CGAC5% et CGAC7%, les coefficients de détermination (R?)
pour le modele du pseudo-premier ordre étaient respectivement de 0,905 et 0,862, et sont plus
élevés que ceux du modele du pseudo-second ordre (0,749 et 0,813). Les valeurs théoriques de
ge obtenues a partir du modele du pseudo-premier ordre correspondent étroitement aux données
expérimentales, ce qui suggére son applicabilité pour décrire le processus d'adsorption de CR
avec CGACS5% et CGAC7%.

Tableau 1V.2 Paramétres cinétiques pour I'adsorption de CR par des échantillons de chitine.

Diffusion
Pseudo 1¢t ordre Pseudo 2 n ordre
Intra-particlaire
qe (mg/g) Ko
exp qecal(mg/g) R?> Ki(min') qecal(mg/g) R? (L.mol Kint C R?
L min?)
CGAC5% 15.59 18.64 0905 0.021 29.87 0.749  2.63x 10+ 1.66 -3.38 0.975
CGAC7% 19.10 23.42 0.862  0.015 32.80 0.813 2.07x 10+ 1.61 -3.04 0.967
CGAC9% 21.76 20.95 0912 0.024 26.33 0966 1.15x 103 1.57 3.81 0.976
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Le tracé des parametres cinétiques pour l'adsorption de CR par des échantillons de chitine est
illustré a la figure 1V.6. Comme le montre la figure IV.6c, les tracés de gt en fonction de t1/2
présentent une proportion linéaire initiale avec des coefficients de corrélation compris entre
0,967 et 0,976. Ces traces ne passent pas par l'origine, ce qui suggere la présence d'un certain
degré de contréle de la couche limite, tout en indiquant également que la diffusion intra-parti-
culaire n'est pas I'étape de contréle du taux.
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Figure 1VV.6 Paramétres cinétiques de l'adsorption de CR sur des échantillons de chitine, (a)

pseudo-premier ordre, (b) pseudo-second ordre et (c) modéles de diffusion intra-particulaire.
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IVV.6 Etude thermodynamique

Les parametres thermodynamiques, tels qu'ils sont décrits dans le tableau 1V.3 et représentes
dans la figure 1V.7, fournissent des informations précieuses sur le processus d'adsorption du
CR. Les valeurs positives de AH® indiquent que ce processus est naturellement endothermique
[22]. De plus, les valeurs de AH®, toutes inférieures a 40 kJ/mol, suggérent une adsorption
physique [23]. Par ailleurs, les valeurs positives de AS° obtenues indiquent une affinité entre la
surface CR et la chitine ainsi qu'une augmentation du caractere aléatoire de l'interface solide-

solution a mesure que la température augmente au cours du processus d'adsorption [24].

Tableau 1V.3 Parameétres thermodynamiques pour l'adsorption de CR sur différents

échantillons de chitine.

Adsorbants T (K) Ka AG®° AH?° AS° R2
(kJ/mol) (kJ/mol) (J/mol)

293 0.586 1.301
303 0.613 1.231

GCAC5%
313 0.757 0.724 7.42 20.64 0.980
323 0.824 0.519
293 0.895 0.270
303 1.123 -0.292

GCAC7%
313 1.296 -0.674 11.16 37.28 0.922
323 1.633 -1.316
293 1.254 -0.551
303 1.427 -0.895

GCAC9%
313 3.707 -3.407 32.31 110.86 0.965
323 5.437 -4.544

Les molécules de solvant adsorbées remplacent l'adsorbat, gagnant plus d'entropie de
translation que les molécules adsorbées n'en perdent, rendant ainsi le caractére aleatoire du
systéme commun. Pour CGAC 9%, les valeurs AG aux températures de 293, 303, 313 et 323 K
sont respectivement de -0,551 kJ/mol, -0,895 kJ/mol, -3,407 kJ/mol et -4,544 kJ/mol, ce qui
indique que l'interaction de CR avec la chitine est possible et spontanée a differentes
temperatures [25].
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Figure 1V.7 Parametres thermodynamiques des échantillons de chitine a différentes

températures.
IVV.7 Mécanisme d'adsorption du CR dans la chitine

Le mécanisme d'adsorption peut étre influencé par divers facteurs, notamment les
caracteéristiques de I'adsorbat, les groupes fonctionnels présents sur I’adsorbant et I’adsorbat, le

pH de la solution et la charge de surface des nanoparticules, entre autres.

Pour clarifier le mécanisme d'adsorption des molécules du colorant CR, une analyse FT-IR du
CGAC 5% a été réalisée avant et apres I'adsorption du CR. Comme le montre la figure 1V.8,
les bandes caractéristiques du CR apparaissent dans le spectre du CGAC 5%+CR (aprés
I'adsorption du CR) mais sont légérement décalées vers un nombre d'onde plus faible par
rapport au colorant rouge Congo libre. Par exemple, la bande d'étirement O-H s'est légérement
déplacée apres l'adsorption du CR a 3456 cm-1 par rapport a 3510 cm-1, et la bande d'étirement
N-H s'est legérement déplacée apres I'adsorption du colorant de 3267 cm-1 a 3243 cm-1 en
raison de la formation d'interactions de liaison hydrogene entre les groupes amine des molécules

de CR et les groupes NH/OH figurant sur la face avant de la chitine.
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Figure 1V.8 Spectres FT-IR du :CR, CGAC 5% et du CGAC5%+CR.

De méme, les résultats obtenus a partir des études de pH indiquent que le processus d'adsorption
est influencé par la valeur du pH. L'augmentation observée de I'efficacité de I'adsorption a des
valeurs de pH inférieures suggere que l'adsorption du colorant anionique CR sur la chitine
protonée est principalement due aux interactions électrostatiques entre les charges positives a
la surface de la chitine (pH < pHpzc ; la chitine est chargée positivement) et les charges négatives
du colorant rouge Congo (colorant anionique). Toutefois, il est important de souligner que la
molécule de CR présente une charge négative a des niveaux de pH élevés. Par conséquent,
I'affinité entre la surface de I'adsorbant et les molécules de CR est réduite, ce qui entraine une
diminution de [l'efficacité de I'adsorption en raison de la présence d'une répulsion
électrostatique. La faible adsorption observée indique I'existence de liaisons hydrogéne. Les
résultats de I'étude thermodynamique confirment I'absence de liaison chimique sur la base des
résultats d'enthalpie observés. Plus précisément, toutes les valeurs d'enthalpie pour les trois
chitines utilisées dans I'étude se sont revélees inférieures a 40 kJ/mol, Cela permet de conclure
que le mécanisme d'adsorption implique la physisorption. La figure IV.8 illustre le mécanisme

proposé pour cette étude.
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Figure 1V.9 Mécanisme proposé d'adsorption du rouge Congo par la chitine a un pH acide.
IV. Conclusion

Les études cinétiques, d'équilibre et thermodynamiques ont permis d'analyser I'adsorption du
colorant rouge Congo sur la chitine préparée. Les résultats ont révélé que I'échantillon de chitine
CGAC 9 % présentait une capacité d'adsorption élevée de 29,69 + 0,2 mg/g, dans les conditions
optimales établies dans cette étude (pH 7, temps de contact de 130 minutes a 50 °C). En outre,
I'équilibre d'adsorption s'est avéeré favorable selon les modéles isothermes de Freundlich et de
Langmuir, avec ce dernier étant plus adapté pour décrire le processus d'adsorption. La cinétique
d'adsorption a montré que le modele du pseudo-premier ordre convenait mieux pour CGAC 5
% et CGAC 7 %, tandis que CGAC 9 % présentait une meilleure adéquation avec le modéle du
second ordre. L'analyse thermodynamique suggere que I'élimination du colorant rouge Congo
est un processus spontané et endothermique. Le mécanisme d'adsorption du colorant rouge
Congo sur la chitine s'est avéré optimal dans un environnement acide en raison de I'effet de la

chitine.
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Conclugion générale

Une approche plus rapide et respectueuse de 1'environnement pour I'extraction de chitine a partir
de déchets de carapace de crevette a été¢ appliquée comme une solution intéressante pour

produire de la chitine adaptée a I'élimination du colorant rouge Congo des solutions aqueuses.

Les résultats de cette étude nous ont permis de conclure :

A- Pour P’extraction de la chitine

v L'extraction de la chitine a partir de déchets de carapace de crevettes en utilisant le co-
solvant vert nous a permis de récupérer des quantités significatives de chitine, jusqu'a
44,53%, comparé a seulement 14,85 % obtenus avec 1'extraction traditionnelle.

v" Cette nouvelle méthode d'extraction a réduit la consommation d'eau distillée utilisée
lors du lavage, limitant ainsi les quantités d'eau acido-basique utilisées dans la méthode
conventionnelle, ce qui peut entrainer des problémes environnementaux graves

v" Nous avons également mené une analyse approfondie de la chitine extraite en utilisant
différentes techniques, telles que : FTIR, DRX et MEB. Ces analyses ont révélé que la
chitine isolée de la carapace de crevette est de forme alpha—chitine et présente des
propriétés prometteuses, notamment un faible taux de cendres inférieur a 0.4%, une
¢limination des protéines, une humidité inférieure a 5% et une faible masse molaire de
113 KDa. En outre, la chitine avec une cristallinité (ICr) de 96.96% est particulierement
adaptée aux applications d'adsorption, notamment dans le traitement des eaux pour

I'élimination des colorants.

B- Pour ’adsorption des colorants « Rouge Congo »

v’ Les essais d’adsorption de Rouge Congo CR, en mode batch ont montré que la
capacité d’adsorption de la chitine CGAC est influencée par la concentration initiale
en colorant, le temps de contact, le pH de la solution et la température.

v Les mesures du pH en solution et du pHpzc ont révélé que le mécanisme d'adsorption
du colorant rouge Congo sur la chitine CGAC était optimal dans un environnement

acide en raison des interactions électrostatiques et des liaisons hydrogene présentes.
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v Les résultats ont montré que l'échantillon de chitine CGAC 9% présentait une
capacité d'adsorption élevée de 29,69 + 0,2 mg/g, dans les conditions optimales
¢tablies dans ce travail (pH 7, temps de contact = 130 min, a 50 °C).

v Les modéles isothermes de Freundlich et de Langmuir ont indiqué que 1'équilibre
d'adsorption était favorable, avec le modele de Langmuir étant plus appropri€ pour
décrire le processus d'adsorption.

v' L’étude cinétique d'adsorption a montré que le modéle du pseudo-premier ordre
convenait mieux pour le CGAC 5 % et le CGAC 7 %, contrairement au CGAC 9 %,
qui présentait une meilleure adaptation au modele du second ordre.

v L’étude thermodynamique a révélé que le processus d’adsorption de Rouge Congo
CR est spontané et endothermique (AG°<0, (AH°>0). Les valeurs AH®, toutes
inférieures a 40 kJ/mol, indiquent une physisorption.

v" Les valeurs positives de 1’entropie standard (AS°) montrent une augmentation du

désordre au niveau de I’interface solide-liquide pour la solution étudiée.

Les résultats de cette étude posent les bases pour des travaux futurs visant a améliorer
et a modifier la surface de la chitine afin d'obtenir des propriétés fonctionnelles

exceptionnelles et d'élargir les applications correspondantes.
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