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Introduction générale : Extraction et caractérisation de la chitine 
 

I. La chitine 

La chitine, second biopolymère le plus présent sur Terre après la cellulose, fut découverte 

en 1811 par Henri Braconnot dans la paroi des champignons. Elle se différencie de la cellulose 

par la présence d’un groupe fonctionnel N-acétyle en position 2. Elle est composée de la 

répétition du même motif saccharidique (la N-acétylglucosamine) reliés entre eux par des liaisons 

osidiques β 1-4 (Figure 1). Les motifs saccharidiques d’une chaine de chitine sont majoritairement 

sous la forme acétylée. Toutefois, il est possible de trouver de manière aléatoire des motifs 

glucosamine au sein de cette chaine. La chitine est présente dans les carapaces de crustacés, les 

cuticules d’insectes, dans la paroi des champignons (Aspergillus nigers, Penicillium notatum) et 

dans certains microorganismes comme les levures (S. cerevisiae, C. albicans). La chitine se 

retrouve également de façon plus mineure dans les plumes de calamar (Hamed, Özogul, and 

Regenstein 2016, Younes and Rinaudo 2015). Le chitosane, quant à lui, correspond à la forme 

désacétylée de la chitine, il est donc principalement constitué de motifs glucosamine. 
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Figure 1 : Structures chimiques de la chitine, du chitosane et de la cellulose.  
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II. Aspect économique 

À ce jour, la chitine provenant de l’industrie de la pêche est la seule chitine 

commercialisée à grande échelle. La production annuelle de ce biopolymère est difficilement 

quantifiable mais certaines données estiment qu’elle pourrait atteindre  entre 1010  et 1011 tonnes 

de chitine par an uniquement pour l’écosystème marin qui est actuellement la ressource 

principale (Aunkham et al. 2018). Cependant, la grande majorité de cette chitine n’est pas 

exploitée, les déchets contenant ce polymère sont rejetés dans les mers et les océans et sont 

intégrés dans le cycle de vie d’organismes vivants. La chitine est donc plutôt un déchet provenant 

de l’industrie de la pêche et de l’agroalimentaire. D’autre part, des compagnies telles que Heppe 

Medical Chitosan GmbH en Allemagne ou Chitolytic au Canada se sont spécialisées dans la 

production de chitosane de très haute pureté. 

Récemment, de nouvelles réglementations ont été mises en place pour l’alimentation 

animale et la farine d’insectes est maintenant autorisée comme nouvelle source d’alimentation 

(Novel Food Regulation (EU) 2015/2283). De ce fait, les élevages d’insectes ont commencé à se 

développer au niveau mondial. En France, les entreprises comme Ynsect, Innovafeed se sont 

spécialisées dans la production de larves de vers de farine et de larves de mouches du soldat noir. 

La compagnie Alpha Chitin, se positionne uniquement sur l’extraction et la valorisation de 

cuticules d’insectes pour la production de chitine et de chitosane. Le développement de cette 

nouvelle filière pourrait, à terme, permettre de produire de la chitine et du chitosane à des prix 

aussi concurrentiels que la filière pêche. Certaines entreprises se lancent également dans 

l’exploitation de chitine provenant de champignons. Ce type d’exploitation est toutefois 

difficilement rentable puisque bien que la quantité de chitine dans les parois des champignons 

peut être équivalente à celle des crustacés, son coût d’exploitation doit à ce jour être réduit et 

son extraction améliorée (Synowiecki and Ali Al-Khateeb 2010). En effet, la chitine de 

champignon, contrairement à celles provenant des crustacés et des insectes, n’est pas un sous-

produit issu du procédé, mais le produit principal, son coût de production augmente donc 

inévitablement. La chitine est donc déjà présente sur le marché avec l’exploitation de carapaces 

de crustacés mais d’autres sources prometteuses provenant d’insectes et potentiellement de 

champignons commencent à faire leur apparition sur le marché.  
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III. Structure tridimensionnelle de la chitine 

Les chaines de polymères peuvent s’organiser entre elles de différentes façons. La 

structure supramoléculaire de la chitine est dictée par son réseau de liaisons hydrogène et peut 

s’agencer sous 3 formes cristallines en fonction des sources (Roy et al. 2017). La forme α est la 

forme la plus abondante et est présente en majorité dans les carapaces de crustacés et dans les 

cuticules d’insectes. Les chaines constitutives de la chitine α sont antiparallèles (Figure 2). 

L’organisation du réseau de liaisons hydrogène, représentée dans la Figure 3, lui confère la 

particularité d’être la forme la plus cristalline des trois et donne donc une certaine rigidité aux 

carapaces de crustacés et aux cuticules d’insectes. La forme β est souvent présente dans les 

membranes des champignons qui sont bien plus flexibles. Cette forme est donc moins cristalline 

que la forme α en raison de la différence de l’agencement du réseau de liaisons hydrogène. Les 

chaines de la forme β s’organisent entre elles de façon parallèle (Figure 2). La forme γ est 

beaucoup moins abondante puisqu’elle est présente dans de rares sources telles que la plume 

de calamar. Cette forme est très flexible et les chaines s’organisent suivant un modèle de deux 

chaines parallèles suivies d’une chaine antiparallèle (Figure 2) (Pillai, Paul, and Sharma 2009; Jang 

et al. 2004). La cristallinité, le degré d’acétylation et le poids moléculaire sont des paramètres 

importants de la chitine puisque sa récalcitrance et son insolubilité dans les solvants aqueux ou 

organiques dépendent en grande partie de ceux-ci. Ceci n’est pas surprenant puisque la chitine 

est le polysaccharide responsable de l’intégrité structurale de l’exosquelette des crustacés et des 

insectes. Cette récalcitrance et cette insolubilité constituent un véritable verrou scientifique et 

technologique à sa valorisation à échelle industrielle. 

 

Figure 2 : Arrangements des chaines de polymères des formes cristallines α, β et y. 

Chitine α Chitine β Chitine γ 
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Figure 3 : Organisation du réseau des liaisons hydrogène de la chitine α (Pillai et al. 2009). 

Grâce à cette organisation du réseau des liaisons hydrogène, il existe des zones plus ou 

moins ordonnées. Les zones extrêmement ordonnées sont appelées zones cristallines et les 

zones peu ordonnées sont appelées zones amorphes (Figure 4). C’est ce caractère semi-cristallin 

qui empêche la solubilisation en milieux aqueux et organique et qui limite les possibilités de 

fonctionnalisation chimique du polymère.  
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Figure 4 : Représentation schématique des zones cristallines et amorphes d’une fibre de chaines de chitine. 

 

IV. Sources de chitine 

Comme évoqué précédemment, la chitine peut être extraite de différentes sources 

animales comme les carapaces de crustacés, les cuticules d’insectes et les plumes de calamar, ou 

de sources fongiques comme les parois membranaires des champignons (Hamed et al. 2016). 

Toutes ces biomasses chitineuses sont constituées de chitine, de protéines, de minéraux et de 

façon mineure, on trouve également de l’eau et des lipides. Quelques exceptions existent 

toutefois, dans le cas des champignons. Des glucanes peuvent être liés de manière covalente aux 

fibres de chitine et sont alors difficilement éliminables lors de l’extraction (Hassainia, Satha, and 

Boufi 2018). Le ratio entre les différents constituants varie en fonction de la source et pose 

d’énormes problèmes lors du traitement de ces biomasses. En effet, les biomasses provenant des 

carapaces de crustacés sont extrêmement riches en minéraux avec une teneur comprise entre 

30% et 60% par rapport à la masse totale (Kaur and Dhillon 2015) alors que dans le cas des 

cuticules d’insectes, le pourcentage en minéraux est beaucoup plus faible (<6%) (Huet et al. 

2020 ; Kaur and Dhillon 2015). Cette différence en minéraux entre ces deux sources se traduit par 

un pourcentage en chitine beaucoup plus élevé dans la biomasse d’insectes puisque par exemple 

45% de la cuticule de Bombyx eri représente la teneur en chitine alors que celle chez les carapaces 

de crevettes est de l’ordre de 20% (Gael Huet et al. 2020). Cette faible teneur en minéraux peut 

amener à une extraction moins onéreuse et moins destructrice si cette dernière est adaptée à la 

source.  
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V. Extraction de la chitine 

1. Extraction classique dite chimique 

L’extraction classique de la chitine a été mise au point pour purifier une chitine provenant 

de crustacés. Cette dernière détient une haute teneur en minéraux par rapport à d’autres sources 

comme les champignons ou les insectes. Cette extraction est divisée en deux étapes essentielles 

et une facultative. Les deux premières étapes sont la déminéralisation en milieu acide et la 

déprotéinisation en milieu basique qui servent comme leurs noms l’indiquent, à éliminer les 

minéraux et les protéines de la biomasse chitineuse. La troisième étape, appelée blanchiment ou 

purification, se réalise en présence d’hypochlorite de sodium (NaClO) par exemple. L’objectif de 

cette dernière étape est principalement d’obtenir une poudre blanche plus facilement 

commercialisable. Cette extraction est transposable à d’autres biomasses chitineuses même si le 

ratio chitine/protéines/minéraux diffère.  

L’extraction classique de la chitine n’est pas sans conséquence pour l’intégrité structurale 

du polymère. La déminéralisation correspond à un traitement acide utilisant généralement 

l’acide chlorhydrique (HCl) à une concentration de 1 M, à haute température (environ 100°C) 

pour une durée de 35 min. Cette étape a pour but d’éliminer le carbonate de calcium (CaCO3) 

constituant majeur de la fraction minérale. Malgré un temps court, cette étape peut engendrer 

une dépolymérisation et réduire ainsi le poids moléculaire du polymère. De plus, les effluents 

acides générés lors de la neutralisation de cette étape devront être traités ce qui engendre et un 

coût important du au traitement nécessaire pour dépolluer. Lors de l’étape de déprotéinisation, 

des bases fortes comme l’hydroxyde de sodium (NaOH) ou l’hydroxyde de potassium (KOH) à une 

concentration de 1 M sont également utilisées. Cette étape est mise en œuvre à haute 

température (entre 80 °C et 100 °C) et sur une durée relativement longue (jusqu’à 72 h) (c). Les 

bases utilisées vont hydrolyser les protéines qui seront ensuite éliminées lors des nombreux 

lavages successifs à l’eau. Cette étape donne également lieu à une dépolymérisation du 

polysaccharide et engendre un volume d’eau polluée très important (Kaur and Dhillon 2015). Une 

autre conséquence à prendre en compte lors de l’extraction est la désacétylation partielle 

aléatoire qui peut s’opérer (Kaur and Dhillon 2015). Celle-ci peut s’avérer être un problème pour 

les industriels qui se doivent de fournir des produits standardisés avec un poids moléculaire (PM) 
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et un degré d’acétylation (DA) identiques d’un lot à un autre (Kaur and Dhillon 2015). Par 

conséquent, de nouvelles techniques ont été étudiées en laboratoire pour rendre le procédé 

d’extraction plus écologique, durable, viable économiquement et moins invasif afin d’exploiter 

la chitine à son plein potentiel. 

2. Extraction par activation aux micro-ondes 

La technique d’extraction par activation aux micro-ondes a permis de fortement réduire 

la consommation énergétique de l’extraction en diminuant considérablement la durée de 

chacune des étapes. En effet, l’étape de déminéralisation par voie de chauffage classique a une 

durée d’environ 35 min et peut être réduite à seulement 8 min en conservant la même efficacité 

que la méthode classique (El Knidri et al. 2016). Il en est de même pour l’étape de 

déprotéinisation pour laquelle la durée a été réduite de 72 h à 8 min (El Knidri et al. 2016). De 

plus, cette technique pourrait être transposée à grande échelle puisque les équipements 

industriels existent déjà. Toutefois, cette méthode d’extraction ne peut être considérée comme 

verte car les quantités d’acides et de bases utilisées restent les mêmes et d’importantes quantités 

d’eau sont nécessaires lors des neutralisations.  

3. Extraction par les liquides ioniques ou les solvants eutectiques profonds 

De nouvelles techniques alternatives aux précédentes apparaissent, par exemple 

l’utilisation de liquides ioniques (LIs). Les liquides ioniques sont généralement des sels organiques 

avec des températures de fusion inférieures à 100 °C et sont non volatils ce qui peut s’avérer une 

caractéristique importante pour leur recyclage. Certains d’entre eux sont reconnus pour leur 

aptitude à solubiliser/solvater efficacement les biopolymères constitutifs de la biomasse 

lignocellulosique (cellulose, hémicellulose et lignine) (Yang et al. 2013; Auxenfans, Buchoux, 

Husson, et al. 2014; Auxenfans, Buchoux, Larcher, et al. 2014; Auxenfans, Husson, and Sarazin 

2017; Husson et al. 2011) ou plus récemment la chitine (Julia L. Shamshina 2019). La capacité des 

liquides ioniques à solubiliser/solvater la chitine dépend en partie des paramètres Kamlet-Taft : 

le paramètre π représentant la polarité et la polarisabilité, le paramètre α représentant l’acidité 

du donneur d’hydrogène et le paramètre β représentant la basicité de l’accepteur d’hydrogène. 

La valeur du paramètre β est la valeur qui déterminera si un liquide ionique est assez basique 

pour pouvoir briser les liaisons hydrogène et solvater la chitine. le paramètre β doit être 
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supérieur à 0.5 (Julia L. Shamshina 2019, Waghorne 2020). Comme exposé précédemment, les 

LIs peuvent être recyclés et réutilisés, c’est pourquoi ils sont considérés comme des solvants verts 

bien que certains d’entre eux sont également toxiques. En effet, il existe certains points négatifs 

à leur utilisation comme leur potentiel éco-cytotoxicité, leur non biodégradabilité et leur coût 

important lié à la difficulté de les synthétiser et de les purifier (Shamshina 2019 ; Burrell et al. 

2007). Cependant, certains LIs, comme [NH3OH][OAc], ont prouvé leur efficacité à solubiliser la 

chitine et extraire les minéraux et les protéines pour obtenir une chitine avec une pureté 

supérieure à 80 % (Shamshina et al. 2016). 

Formules des paramètres Kamlet-Tafts : 

ET
N =

ETN(30)−30.7

32.4
 

π = 
𝑣𝑚𝑎𝑥−𝑣0

𝑠
 

α = 
(𝐸𝑇(30)−14,6(𝜋−0.23)−30.31)

16.5
 

β = 
(1.035𝑣(2)𝑚𝑎𝑥−𝑣(1)𝑚𝑎𝑥+2.64)

2.8
 

Où la polarité ET
N normalisée est obtenue en mesurant le nombre d’onde correspondant à 

l’absorption maximale dans un solvant. ET(30) en kcal.mol-1 correspond à 28591/λmax (nm). Ou 

λmax est le nombre d’onde correspondant à l’absorption maximale. π est obtenue en mesurant 

le nombre d’onde correspondant à l’absorption maximale (vmax en kK (kilokeyser, 10-3 cm-1)) du 

colorant N,N-diéthyl-4-nitroaniline. De plus, v0= 27,52 kK et S = -3,182 :  où, v0 est la valeur de 

régression pour un système de solvant de référence et S est la susceptibilité de l'intensité de 

l'absorption spectrale due au changement de dipolarité/polarisabilité du solvant. Le paramètre 

π* fournit une mesure du rapport dipolarité/polarisabilité d'un solvant. 
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Le paramètre Kamlet-Taft β est obtenu en mesurant la différence relative de solvatochromisme 

entre la 4-nitroaniline v(1) et la N,N-diéthyl-4-nitroaniline v(2).(Lee, Ruckes, and Prausnitz 2008) 
 

Les solvants eutectiques profonds (DES) sont synthétisés à partir d’au moins deux 

composés pouvant être liquides ou solides. Selon les proportions (point eutectique) et la 

température, ces mélanges de composés vont fusionner pour former un liquide appelé DES, qui 

restera sous forme liquide même après refroidissement. Les composés utilisés pour la synthèse 

des DES peuvent être de différentes natures mais sont toujours constitués d’un donneur et d’un 

accepteur de liaisons hydrogène. Ils représentent une alternative potentielle aux LIs puisqu’ils 

partagent des caractéristiques similaires comme la capacité à solubiliser des composés qui le sont 

difficilement en milieu aqueux ou organique. Ils sont aussi beaucoup plus faciles à synthétiser, 

beaucoup moins dangereux et moins toxiques pour l’environnement et pour les êtres vivants. 

Les composés utilisés pour la synthèse des DES sont souvent des métabolites primaires comme 

les acides aminés, des acides organiques, des sucres ou encore des dérivés de la choline (Paiva 

et al. 2014). Les DES pourraient donc avoir un potentiel plus important que les liquides ioniques 

puisqu’ils comblent les faiblesses de ces derniers. Plusieurs DES, synthétisés à partir de chlorure 

de choline, sont reconnus pour leur aptitude à déminéraliser et déprotéiniser la biomasse 

chitineuse avec une efficacité comparable à la voie chimique classique (Zhu et al. 2017).  

Les LIs et les DES utilisés dans les prétraitements des biomasses seront d’avantages décrits 

dans les chapitres 1 et 3 de ce manuscrit.  

4. Extraction biologique 

L’extraction biologique est très intéressante puisqu’elle consiste à utiliser des enzymes ou 

directement des microorganismes pour éliminer les protéines et les minéraux de la biomasse. Le 

but de cette technique est de reproduire la déconstruction des protéines effectuée dans la nature 

par les microorganismes. Les extractions biologiques ont un faible impact sur l’environnement, 

elles sont également peu dangereuses et actuellement, l’utilisation de microorganismes est 

extrêmement bien maitrisée par l’industrie (Kubicek and Rohr 2011.; Pilkington et al. 1998). De 

plus, les enzymes protéolytiques (protéases) utilisées dans ce type d’extraction ont pour 
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avantage d’être utilisées en milieu aqueux et d’être réutilisables plusieurs fois si elles ont été, au 

préalable, immobilisées sur support. Il est tout de même important de souligner que l’utilisation 

d’enzymes présente certaines limitations. En effet, les enzymes parviendront à hydrolyser les 

protéines mais n’auront pas d’impact sur les minéraux. Il sera donc nécessaire d’effectuer, au 

préalable, une déminéralisation par voie chimique si l’on souhaite obtenir une chitine de haute 

pureté.  

Dans le cas des extractions utilisant des microorganismes, les microorganismes utilisés 

produisent naturellement de l’acide (lactique, citrique ou acétique) et par conséquent, la 

déminéralisation de la biomasse pourra avoir lieu. En effet, l’acide lactique libéré va réagir avec 

le carbonate de calcium pour produire du lactate de calcium qui précipitera et pourra être retiré 

du bioréacteur. De plus, l’acide lactique réduit le pH du milieu réactionnel, minimisant ainsi les 

contaminations indésirables de microorganismes dans le réacteur. Cependant, pour assurer une 

croissance microbienne optimale, une source de carbone et plus généralement du glucose, devra 

être rajoutée pendant la culture pour permettre à la fermentation de se poursuivre. En parallèle, 

la baisse du pH engendré par les bactéries activera les enzymes responsables de la 

déprotéinisation. Ces enzymes protéolytiques libérées se combinent aussi aux protéases 

résiduelles du tube digestif des crustacés et des protéases présentes naturellement dans la 

biomasse composée de carapaces. Ces fermentations peuvent aussi être réalisées en co-cultures 

puisque certaines souches s’entraideront en libérant certains métabolites qui seront utilisés par 

d’autres souches. Une synergie s’organise donc et permet de rendre le procédé plus efficace 

(Castro, Guerrero-Legarreta, and Bórquez 2018, Kaur and Dhillon 2015). La source de carbone 

(glucose) est souvent le paramètre principal du coût d’une fermentation. Toutefois, la co-culture 

rend la fermentation très efficace et peu onéreuse puisqu’une quantité de glucose moins 

importante est nécessaire pour faire perdurer la fermentation. Les désavantages de cette 

technique sont la durée et la pureté du produit final qui n’est pas aussi élevée que celle obtenue 

par une extraction chimique. Bien qu’ayant les capacités à être développée au niveau industriel, 

puisque déjà fortement démocratisée dans de nombreux domaines comme la brasserie 

(Pilkington et al. 1998) ou la production d’acide citrique (Kubicek and Rohr 2011), cette technique 

est encore très récente et peu connue pour une application liée à l’extraction de la chitine.  
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Tableau 2 : Techniques d’exttractions 

Techniques d’extractions Caractéristique Références 

Chimique Efficace mais polluante Kaur and Dhillon 2015 

Assisté par micro-onde 
Courte et efficace mais 

polluante 
El Knidri et al. 2016 

Liquide ionique et DES 

Plus respectueuse de 

l’environnement. 

Moins efficace 

Shamshina, Barber, Gurau, 

Griggs, and R. D. Rogers 

2016 

Zhu et al. 2017 

Microbiologique 

Respectueuse de 

l’environnement. 

Encore peu de recul 

Kubicek and Rohr 2011 

Castro, Guerrero-Legarreta, 

and Bórquez 2018 

 

VI. Techniques de caractérisation de la chitine 

La chitine est un polymère caractérisé par plusieurs paramètres comme son poids 

moléculaire (PM), son degré d’acétylation (DA) et son indice de cristallinité (IC). De plus, la 

présence au sein des fibres, de protéines, de minéraux, d’eau et de lipides peut diminuer la 

pureté de celle-ci. Une grande variété de paramètres est à prendre en considération pour évaluer 

la qualité de cette dernière. Les caractéristiques physico-chimiques, propres à chaque chitine 

extraite, permettront de choisir le domaine d’application le plus adéquat pour celle-ci. 

Chaque technique de caractérisation nous permettra d’obtenir des informations plus ou 

moins précises. Il est donc important de sélectionner les méthodes les plus fiables.  

Les différentes techniques actuellement à disposition sont : 

- La spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (IRTF) 

- La spectroscopie à résonance magnétique nucléaire (RMN) 

- La diffraction aux rayons X (DRX) 

- L’analyse thermogravimétrique (ATG) 

- La mesure de la viscosité 

- La détermination du pourcentage d'azote selon la méthode « Kjeldahl » 

- Les analyses élémentaires 

- La microscopie électronique 



23 
 

Selon la technique utilisée, nous obtiendrons des informations qualitatives et/ou quantitatives. 

1. Détermination de la pureté de la chitine  

  La pureté d’une biomasse de chitine peut décliner en présence des minéraux, des 

protéines et les lipides résiduels. Pour déterminer la pureté de la chitine, il sera indispensable de 

connaitre le pourcentage de chacun de ces composés présents dans la biomasse. Si les étapes 

d’extraction sont efficaces et correctement effectuées, seule la chitine demeurera.  

 L’IRTF permet d’obtenir des informations qualitatives sur la pureté d’une biomasse de 

chitine, de déterminer la présence de groupes fonctionnels propres aux molécules organiques 

présentes dans cette biomasse et aussi d’obtenir une information précise sur la forme cristalline 

de la chitine. Le principe repose sur les interactions entre la matière et la lumière. Lorsqu’un 

échantillon est soumis à un rayonnement dans le domaine de l’infrarouge (700nm à 0.1mm). La 

diminution de l’intensité du rayonnement qui traverse ce dernier est alors mesurée en fonction 

du nombre d’onde allant généralement de 500 cm-1 à 7000 cm-1. Les bandes spécifiques au 

polymère de chitine sont répertoriées dans le Tableau 1 et, à titre d’exemple, le spectre de la 

chitine commerciale pure à 99 % est également présenté Figure 5.  
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Tableau 1 : Bandes infra-rouge caractéristiques de la chitine pure (Le Roux 2012). 

Classes et attributions Nombre d’onde (cm-1) 

Déformation dans le plan, OH du 
groupement hydroxyle 

3450 

Élongation, NH du groupement 
amide 

3360 

Élongation, CH2 (symétrique et 
asymétrique) du cycle pyranose 

2920, 2880, 1420, 1275, 1245 

Élongation, C=0 du groupement 
amide (I) 

1655 

Déformation dans le plan, NH du 
groupement amide 

1560 

Déformation dans le plan, NH2 de 
groupement amine 

1590 

Déformations dans le plan, OH et 
CH du cycle 

1415, 1320 

Déformation dans le plan, CH3 du 
groupement amide 

1380 

Déformation dans le plan, Groupe 
C-O 

1255 

Élongation, -C-O-C- de la liaison 
glycosidique 

1150-1040 

 

 

Figure 5 : Spectre IRTF de la chitine commerciale obtenu par la méthode de réflectance totale atténuée (ATR) (support 
germanium). 
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Le spectre IR ci-dessus est caractéristique d’une chitine pure à 99 %. Toutefois, dans le cas 

de chitine contenant des impuretés, la spectroscopie infrarouge est un atout indispensable, 

permettant d’obtenir de nombreuses informations sur les types d’impuretés. En effet, les 

protéines sont caractérisées par des liaisons peptidiques qui augmentent fortement l’intensité 

des bandes des C=O et NH observées à 1656 cm-1 et 1553 cm-1 respectivement. Lorsque la teneur 

en protéines devient trop importante, l’intensité de ces deux bandes augmente fortement. Le 

carbonate de calcium peut être identifié par une bande de vibration située au même endroit que 

les liaisons glycosidiques -C-O-C- entre 1150 cm-1 et 1040 cm-1. Les deux bandes peuvent se 

superposer si elles sont présentes en même temps. Il en est de même pour l’eau résiduelle dont 

les liaisons OH sont caractérisées par une bande à 3450 cm-1 qui peut se superposer avec celle 

correspondant aux groupements hydroxyles de la chitine. La présence de lipides se traduira par 

la présence de nouvelles bandes sur le spectre à 2930 cm-1 et 2855 cm-1 assignées aux CH2 des 

chaînes alkyles des lipides. Il est tout de même nécessaire de coupler la spectroscopie IR à 

d’autres techniques de caractérisation pour fournir des informations quantitatives concernant 

les impuretés.  

 L’analyse thermogravimétrique est une technique permettant d’obtenir une information 

sur la stabilité thermique d’une molécule ou d’un polymère. Dans le cas des biomasses de chitine, 

cette technique permet également de déterminer précisément la teneur en eau et en minéraux. 

Le principe consiste à incinérer sous argon un échantillon en augmentant progressivement la 

température au cours du temps. L’analyse thermogravimétrique de la chitine commerciale est 

représentée Figure 6. L’eau résiduelle correspond à la première perte de masse observée. Elle a 

lieu dès le début de la mesure jusqu’aux alentours de 100 °C. La seconde perte de masse, 

observée entre 250 °C et 400 °C, est liée à la dégradation des motifs saccharidiques s’initiant par 

les fonctions amides et les liaisons osidiques (Moussout et al. 2016). La rapidité avec laquelle se 

dégrade le polymère sous l’effet de la température ne semble pas dépendre du poids moléculaire 

mais de la forme cristalline et de la taille des agglomérats de chitine. La chitine α sera donc 

thermiquement plus résistante que la chitine β. Cela est lié à la forme cristallographique des 

cristaux, elle-même liée aux réseaux de liaisons hydrogène, à la taille des cristaux ainsi qu’à leur 

pureté (Stawski et al. 2008). Lorsque le reste de l’échantillon est ensuite consommé sous 
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atmosphère d’air pendant 30 minutes à 800 °C, la masse restante correspond uniquement aux 

minéraux initialement présents dans l’échantillon. 
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Figure 6 : Analyse thermogravimétrique de la chitine commerciale (crevette). 

La méthode « Kjeldahl » est une technique permettant de déterminer le pourcentage 

total d’azote d’un échantillon et donc le taux de protéines. Le principe consiste à réduire, dans 

un premier temps, la totalité de l’azote de la biomasse en sel d’ammonium (NH4
+) en présence 

d’acide sulfurique. Cette première étape est appelée la minéralisation (1). Elle est ensuite suivie 

de la distillation où l’ammonium en présence de soude caustique conduira à l’ammoniac (2):  

(1) Norganique → NH4
+  

(2) NH4
+ + NaOH → Na+ + NH3 + H2O 

(3) NH3 + H+ → NH4
+ 

La dernière étape est un simple titrage colorimétrique entre HCl et NH3 pour redonner 

NH4
+ (3). La quantité de HCl utilisée pour titrer la solution est équivalente à la quantité d’azote 

présent dans la biomasse initiale (Bradstreet 1954). 

Cependant, pour déterminer le pourcentage de protéines de l’échantillon, des corrections 

sont à prendre en compte puisque la chitine, à l’état naturel, contient aussi de l’azote dans sa 

structure chimique. Cette détermination du pourcentage de protéines (P) doit aussi prendre en 
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compte la teneur en minéraux (I), en eau (W) et en lipides (L) avec la formule suivante (Díaz-Rojas 

et al. 2006) :  

P=
(𝑁𝑡×𝐶𝑞+𝐾−100)×𝐶𝑝

𝐶𝑞−𝐶𝑝
 

Il est également possible de déterminer le pourcentage de chitine (Q) présent dans l’échantillon 

en utilisant la formule ci-dessous : 

Q= 
(𝑁𝑡×𝐶𝑝+𝐾−100)×𝐶𝑞

𝐶𝑝−𝐶𝑞
 

Avec : 

Nt, le taux d’azote total de la biomasse.  

K= I + L + W, la somme des pourcentages des composés non-azotés comme l’eau (W), les 

minéraux (I), et les lipides (L). 

Cp = 6.25 

Cq=
(𝐺𝑙𝑐𝑁𝐴𝑐−𝐺𝑙𝑐𝑁)×𝐹𝐴+𝐺𝑙𝑐𝑁

𝑁
 

Cp et Cq sont des coefficients de conversion d’azote dans les protéines et dans la chitine 

respectivement. N représente la masse molaire d’un atome d’azote. FA est la fraction de sous 

unité saccharidiques acétylés. 

GlcNAc = 
221.21×𝑛−18.02×(𝑛−1)

𝑛
 

GlcN = 
179.1724×𝑛−18.02×(𝑛−1)

𝑛
 

 GlcNAc (N-acétylglucosamine) et GlcN (Glucosamine) représentent les masses molaires 

théoriques d’une unité saccharidique acétylée et non-acétylée du polymère de chitine répétée 

« n » fois et pouvant tendre vers l’infini.  

2. Détermination du degré d’acétylation (DA) 

Le degré d'acétylation (DA) de la chitine correspond au pourcentage d'unités acétylées 

par rapport au nombre d'unités totales et peut être déterminé par différentes méthodes (titrage 
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par une base forte, spectroscopie IR, RMN…). Les deux méthodes décrites ci-dessous sont les plus 

largement reportées dans la littérature : 

-La spectroscopie IRTF peut servir à déterminer le degré d’acétylation (DA) puisque les 

bandes à 1655 cm-1 et 1560 cm-1 sont caractéristiques des liaisons C=0 et N-H des groupements 

amide et la bande à 1560 cm-1 peut se déplacer vers 1590 cm-1 lorsque la chitine est désacétylée. 

Le DA est donc souvent calculé en utilisant les deux formules suivantes : 

(1) DA = (A1655/A3450) × 100/1.33 (Moore et al. 1980) 

(2) DA = (A1655/A3450) × 115 (Duarte et al. 2002) 

 Pour être en mesure d’utiliser ces formules, il faut au préalable s’assurer d’avoir utilisé la 

bonne méthode et effectué le bon traitement sur les spectres infrarouges, notamment la 

correction de la ligne de base. Cependant, ces calculs dépendent de l’intensité de la bande à 3450 

cm-1 qui correspond aux groupements OH. Or, une chitine contenant trop d’eau résiduelle 

faussera le résultat. De plus, les intensités des bandes correspondantes aux groupements C=O et 

NH des fonctions amides peuvent aussi fausser les résultats s’il y a présence de protéines. Cette 

technique de calcul par IRTF ne sera donc pas utilisée car les données obtenues ne sont pas 

reproductibles (Kasaai 2008, Duarte et al. 2002, Kumirska et al. 2010).  

La RMN des solides (CP-MAS 13C : Cross Polarization Magic-Angle Spinning) est une autre 

technique employée pour la détermination du DA. Le principe de cette technique est de 

soumettre un échantillon à un champ magnétique pour faire entrer les noyaux en résonance. Le 

principe de calcul du DA à partir d’un spectre carbone consiste à intégrer les pics des 6 carbones 

du noyau saccharidique et de comparer cette valeur à celle correspondante à l’intégration du pic 

des CH3 du groupement acétyle de la fonction amide (Figure 7). Cette méthode est valable et 

précise pour la RMN du 13C (Heux et al. 2000, Saidi 2017). 

(3) DA = 
𝐼 𝐶𝐻3

(𝐼 𝐶1+𝐼 𝐶2+𝐼 𝐶3+𝐼 𝐶4+𝐼 𝐶5+𝐼 𝐶6)/6
 × 100 
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Figure 7 : Spectre 13C CP-MAS de la chitine commerciale (crevette). 

 L’intégration du spectre RMN de la chitine commerciale Figure 7 peut donc nous 

permettre de calculer le DA. L’intégration des pics liés aux carbones du noyau saccharidique nous 

donne une aire de 6.12 contre 1 pour le pic représentant le groupement CH3 de la fonction amide. 

À partir de la formule (3), on obtient : 

DA= 
1

6.12/6
*100 = 98% 

Il est important d’ajouter que cette méthode possède une incertitude de ± 5 %. 

3. Détermination de la forme cristalline 

La spectroscopie infrarouge (FTIR) permet de différencier les trois formes polymorphes α, 

β et γ de la chitine. Le spectre de la chitine α présente deux bandes à 1660 cm-1 et 1630 cm-

1,contre une seule bande à 1630 cm-1 pour la chitine β (Kumirska et al. 2010). Certaines bandes 

seront déplacées comme celle à 890 cm-1 pour la chitine β qui migrera à 895 cm-1 pour la chitine 

α. Il existe respectivement deux bandes supplémentaires pour la chitine β, à 1455 cm-1 et 1374 

C1 

C4 

CH3 

C=O 

C2 

C6 

C3 

C5 
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cm-1. Ces deux bandes sont caractéristiques des déformations CH, CH2 et CH3 que la structure 

parallèle engendre (Le Roux 2012). Il est difficile de tirer des informations sur la chitine γ à partir 

d’un spectre FTIR puisqu’il combinera les caractéristiques des formes α et β. Cela est surement 

lié à la nature hybride de la forme γ qui comporte à la fois des chaines parallèles et antiparallèles.  

4. Détermination de l’indice de cristallinité (IC) 

 L’indice de cristallinité peut être obtenu par RMN selon une méthode CP-MAS ou par 

diffraction aux rayons X (DRX). Dans le cadre de cette thèse, nous avons opté pour la méthode 

par DRX en raison des contraintes de matériel et de temps. Le principe consiste à envoyer des 

rayons X sur une matière cristalline qui diffractera les rayons selon des angles précis 

caractéristiques de la nature de celle-ci. Plus la matière est ordonnée, plus l’intensité des rayons 

diffractés sera importante. La DRX permet d’identifier la nature des composants inorganiques 

mais peut aussi servir à déterminer l’indice de cristallinité des polymères organiques comme la 

cellulose ou la chitine (Kasaai 2008). Plus l’intensité des rayons X diffractés sera importante, plus 

le polymère sera cristallin. La cristallinité de la chitine peut être calculée avec l’équation 

suivante : 

(4) IC = 
𝐼𝑚𝑎𝑥−𝐼𝑎𝑚

𝐼𝑚𝑎𝑥
 × 100 

 Où Imax est l’intensité maximale qui se trouve aux alentours de 20° et Iam représente 

l’intensité des zones amorphes du polymère qui se trouvent à 16° pour la chitine (Figure 8). Cette 

équation reflète une différence d’intensité entre des zones amorphes et des zones cristallines. 

Le carbonate de calcium, qui compose la grande majorité des minéraux présents dans la chitine, 

peut aussi être visualisé par cette méthode et donner une idée de la pureté d’une chitine. Les 

pics caractéristiques, pouvant démontrer la présence de carbonate de calcium, sont situés à 30°, 

39° et 47° mais constituent un ensemble de pics mineurs.  
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Figure 8 : Diffractogramme de la chitine commerciale. 

 Dans le cas de la chitine présentée Figure 8, en utilisant l’équation (4), le calcul de l’IC 

donne : 

IC= (229924-27268) / 229924 = 88 % 

5. Détermination du poids moléculaire (PM) 

 Le poids moléculaire peut être déterminé par une mesure de viscosité du 

polymère dans un solvant ayant la capacité de solubiliser la chitine. Cette mesure est faite à l’aide 

d’un viscosimètre à capillaire. Il est important de souligner que cette méthode est surtout utilisée 

pour la détermination du poids moléculaire du chitosane. En effet, il est nécessaire d’avoir un 

échantillon parfaitement soluble ce qui est difficile à obtenir dans le cas de la chitine. Des études 

récentes ont également utilisé les liquides ioniques comme solvant de solubilisation de la chitine 

pour déterminer le poids moléculaire. 

 

Le poids moléculaire est relié à la viscosité intrinsèque avec la formule de Mark-Houwink-

Sakurada (Einbu 2007 , Berat et al. 2013) :  

[𝜂] = 𝐾 × 𝑀𝛼 
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 Où ⴄ représente la viscosité intrinsèque en cm3/g. K et α sont des constantes liées au 

solvant utilisé pour solubiliser le polymère. Elles peuvent être trouvées dans la littérature ou 

déterminées. Cependant, le viscosimètre ne permet pas directement de déterminer la viscosité 

intrinsèque mais la viscosité relative qui a pour équation : 

𝜂𝑟𝑒𝑙 =
𝑡

𝑡0
 

 Avec ⴄrel correspondant à la viscosité relative, t0 le temps de rétention du solvant utilisé à 

l’état pur et t le temps de rétention du solvant ayant solubilisé le polymère, nous pouvons ainsi 

calculer la viscosité spécifique (ⴄspe) : 

𝜂𝑠𝑝𝑒 = 𝜂𝑟𝑒𝑙 − 1 

 Cependant, la viscosité du solvant dépend aussi de la quantité de chitine solubilisée et 

elle doit donc être reliée à la concentration par l’équation suivante intégrant la viscosité réduite 

(ⴄred) : 

𝜂𝑟𝑒𝑑 =  𝜂𝑠𝑝𝑒/𝐶 

 La viscosité réduite donne donc une fonction dépendante de la concentration et peut 

nous permettre de déterminer la viscosité intrinsèque lorsque la concentration du polymère tend 

vers 0.  

Finalement, le poids moléculaire peut être réduit à l’équation suivante :  

M = ([η]/K)*(1/α) 
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6. Détermination des propriétés morphologiques et texturales de la chitine 

 La microscopie électronique à balayage (MEB) est une technique capable de produire des 

images à haute résolution de la surface de nos échantillons de chitine en utilisant le principe des 

interactions électrons-matière. Il sera alors possible d’observer l‘assemblage des fibres entres 

elles ou encore la taille des agrégats lorsque la chitine a été réduite en poudre. Les images 

obtenues révèleront des changements structuraux après une modification chimique 

(fonctionnalisation ou désacétylation). Elle sera également très utilisée dans le cadre de cette 

thèse pour comprendre l’impact du prétraitement sur la structure de la chitine à l’échelle 

microscopique.  

  

Figure 9 : Clichés MEB de la chitine commerciale (crevette) non traitée (gauche) et prétraitée au [C2min][OAc] (droite), 

(échelle 100µm). 

Selon la pureté de la chitine et ses autres propriétés physico-chimiques (taille, solubilité, 

indice de cristallinité et DA), il sera alors possible de déterminer son application la plus adéquate.  

  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Interaction_rayonnement-mati%C3%A8re


34 
 

VII. Applications de la chitine et de ces dérivés 

Cette partie résume les applications les plus courantes que l’on trouve dans la littérature, 

à la fois pour la chitine, la chitine fonctionnalisée ou encore son dérivé désacétylé, le chitosane. 

Étant biodégradable, biocompatible et biosourcée, la chitine peut être utilisée dans 

différents domaines. Son insolubilité, dans la presque totalité des solvants organiques et aqueux, 

lui permet d’être un bon support. En effet, la chitine a été utilisée dans le domaine médical en 

servant de support à des principes actifs magnétiques. Des nanoparticules de chitine 

carboxyméthylée ont ainsi démontré leur capacité à libérer un principe actif à pH 6.8, tout en 

montrant des propriétés antibactériennes. De plus, ces nanoparticules n’ont montré aucun effet 

cytotoxique lors de tests in vivo réalisés sur des souris. L’aspect magnétique de ces 

nanoparticules encapsulées pourrait permettre de les suivre à travers le corps mais d’autres 

études restent néanmoins à réaliser. L’encapsulation de principes actifs par de telles 

nanoparticules semble donc être des plus prometteuses (Dev et al. 2010). 

La chitine peut aussi servir à immobiliser des enzymes ce qui peut les rendre réutilisables 

(Kilin et al. 2006). Ces immobilisations peuvent se faire aussi bien par adsorption, par liaison 

covalente en position C6 ou par réticulation (Verma et al. 2020). Une lipase pancréatique porcine 

a ainsi été greffée ou adsorbée sur de la chitine ou du chitosane, réduisant son activité mais 

augmentant les possibilités de réutilisation (Kilinç et al. 2006). 

Les applications liées à la chitine sont donc fortement limitées au rôle de support en raison 

de sa récalcitrance et son insolubilité. À contrario, son dérivé désacétylé (le chitosane) soluble en 

milieux aqueux acide ou encore les nanocristaux/nanofibres de chitine dispersés dans l’eau 

ouvrent la voie à de nombreuses autres applications. Les nanocristaux de chitine ont suscité 

l’intérêt de la communauté scientifique puisque contrairement à la chitine, ils forment une 

dispersion stable en milieu aqueux. En raison de leur propriétés mécaniques intéressantes, ils 

peuvent renforcer des matrices telles que les os (Pangon et al. 2016). Ces cristaux ont également 

la capacité de traverser les membranes par effet de friction (effet Yoshida) (Yoshida et al. 2001). 

E.coli a été ainsi modifiée génétiquement en intégrant un plasmide adsorbé sur des nanocristaux 

de chitine (Mendes et al. 2015).  



35 
 

La chitine est définie comme chitosane à partir du moment où 50% de ses sous-unités 

saccharidiques sont désacétylées. Le chitosane détient de nombreux avantages par rapport à la 

chitine puisque si la fonction amine est protonée, ce dernier sera soluble. Le chitosane est donc 

soluble en milieu aqueux acide et cette propriété conduit à de nombreuses applications par 

rapport à la chitine et notamment dans les domaines où la formation de films ou gels plus ou 

moins visqueux est requise. En plus de sa solubilisation possible, le chitosane possède des 

propriétés biologiques (antibactériennes, antifongiques) le plus souvent supérieures à celles de 

la chitine. Ces propriétés combinées permettent au chitosane de trouver sa place sur le marché 

de l’agroalimentaire comme agent gélifiant, dans les films protecteurs et conservateurs en raison 

également de ses propriétés antioxydantes (Elsabee and Abdou 2013, Luo and Wang 2013). 

L’encapsulation de nutriments ou de probiotiques peut aussi être réalisée avec le chitosane qui 

les protègera de l’acide gastrique et améliorera l’absorption de composés par l’intestin ou leur 

transfert dans ce dernier (Luo and Wang 2013). 

Le chitosane peut aussi être employé en tant qu’excipient de substance active. 

L’encapsulation de l’insuline par des micelles formées avec du chitosane et du tripolyphosphate 

permet d’augmenter la biodisponibilité et l’absorption de l’insuline par l’intestin (Pan et al. 2002 ; 

Elgadir et al. 2015). Le chitosane est aussi connu pour ses propriétés régénératrices. Les films 

obtenus peuvent améliorer la cicatrisation de blessures ou de brûlures en prévenant de 

potentielles infections par l’oxygénation des plaies alliées à ses propriétés de régénération 

(Altiok, Altiok, and Tihminlioglu 2010, Dai, Tanaka, and Huang 2011). 

Le chitosane est aussi reconnu comme dépolluant des sols et des eaux. C’est un 

bioadsorbant grâce à sa fonction amine qui peut chélater et dépolluer les métaux lourds lorsque 

celui-ci est supporté. Des nanoparticules Zr0.52Al0.48OOH ont été greffées au chitosane ce qui 

permet d’adsorber AsO3
3- et F-, deux polluants majeurs (Prabhu and Sasaki 2017 ; Wang and Chen 

2014). Ce biopolymère est également un bon support à d’autres composés comme des 

catalyseurs. En effet, Chandan Bodhak et al. ont adsorbé sur le chitosane, du cuivre II qui catalyse 

la réaction entre des arylhalides et des diamines/aminoalcools aliphatiques (Bodhak, Kundu, and 

Pramanik 2015).  
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Enfin, le stockage d’énergie est aussi une application possible pour le chitosane puisque 

les batteries ont besoin d’une membrane proton conducteur qui sépare l’anode de la cathode. 

Ces membranes sont coûteuses et nécessitent d’être protons conductrices, d’être chimiquement 

et mécaniquement stables et durables sous l’effet de la chaleur et de l’humidité. Des membranes 

à base de chitosane pourraient représenter une alternative plus écologique, et plus économique 

aux membranes actuellement utilisées dans les piles à combustibles qui fonctionnent avec un 

certain types d’électrolytes, appelés « hydrogen-polymer electrolyte » et considérés comme 

extrêmement onéreuses (Ma and Sahai 2013). 

Les paramètres physico-chimiques de la chitine et de ses dérivés sont des paramètres 

primordiaux dans le choix des applications. Ils dépendront fortement de la biomasse de chitine 

utilisée et de la méthode d’extraction. De plus, nous avons souligné dans cette introduction 

générale que l’extraction de la chitine et sa transformation ont un coût important et un impact 

néfaste sur l’environnement. Il est alors important de trouver des solutions pour obtenir une 

chitine de haute qualité en réduisant le coût d’extraction permettant ainsi une meilleure 

valorisation de cette dernière.  

Tableau 3 : Applications de la chitine et de ces dérivés 

Domaine Produit Application Référence 

Catalyse Chitine Support Kilinç et al. 2006 

Médical Chitosane Film régénérateur 
Altiok, Altiok, and 

Tihminlioglu 2010 

Médical Chitosane Vectorisation Dev et al. 2010 

Dépollution Chitosane 
Complexation de 

métaux 

Bodhak, Kundu, and 

Pramanik 2015 

Agroalimentaire Chitosane Film antimicrobien 
Elsabee and Abdou 

2013 

Stockage d’énergie Chitosane Membrane Ma and Sahai 2013 
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VIII. Préambule - Objectifs 

 La chitine est un biopolymère à haut potentiel qui pourrait au même titre que la cellulose 

jouer un rôle bien plus important grâce à sa biocompatibilité, sa biodégradabilité et sa non-

toxicité. Le nombre des applications possibles pour la chitine est très élevé mais son exploitation 

à grande échelle ne s’est pas démocratisée en raison de son extraction coûteuse d’un point de 

vue financier et environnemental.  La chitine commercialisée à ce jour est extraite de carapaces 

de crustacés, riches en minéraux. Dans le but de minimiser le cout de l’extraction et la pollution 

engendrée par celle-ci, nous avons opté pour d’autres sources de chitine. Les cuticules d’insectes 

contiennent peu de minéraux. Elles sont de ce fait beaucoup plus flexibles que les carapaces de 

crevettes. La première partie des travaux de cette thèse portera sur la valorisation de cette 

source, notamment les cuticules issues de larves de Bombyx eri contenant moins de 2% de 

minéraux. Nous montrerons qu’il est alors possible de s’affranchir de l’étape de déminéralisation. 

De plus, ce faible pourcentage en minéraux implique une plus haute teneur en chitine par rapport 

aux sources issues de crustacés et donc des rendements d’extraction plus élevés.  

 Le caractère récalcitrant de la chitine, rendant impossible sa solubilisation dans les 

solvants organiques classiques, est aussi un facteur à prendre en compte lors de sa valorisation 

en oligosaccharides. Le laboratoire Génie Enzymatique et Cellulaire (GEC, UPJV) possédant une 

forte expertise dans l’utilisation des liquides ioniques pour le prétraitement de la biomasse 

lignocellulosique, nous a été d’un grand support dans le cadre de nos travaux. Une partie de ce 

manuscrit sera dédiée à optimiser la méthodologie mise au point par le GEC aux biomasses 

chitineuses. Pour cela, plusieurs voies de prétraitement aux LIs seront présentées et l’impact des 

prétraitements sur les rendements des hydrolyses enzymatiques sera également étudié. Lors de 

cette étude, nous comparerons les rendements en COS obtenus à partir des carapaces de 

crevettes et des cuticules d’insectes.   

 Toutefois, les paramètres coût de synthèse, cytotoxicité et biodégradabilité des LIs à base 

d’imidazolium ne sont pas négligeables et limitent l’utilisation de cette méthodologie à l’échelle 

du laboratoire. Le chapitre 2 de ce manuscrit sera dédié à l’utilisation d’une nouvelle famille de 

LIs, dits « zwitterioniques » pour le prétraitement des biomasses chitineuses et 

lignocellulosiques. Les synthèses des ZILs ont été réalisées au préalable au LG2A. Ces synthèses 
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multi-étapes sont optimisées et le produit de départ est une molécule bio-sourcée dérivant de la 

L-histidine. Aucune étape de purification par chromatographie n’est nécessaire, réduisant ainsi 

considérablement le coût global des synthèses. L’impact de ces prétraitements sur la structure 

supramoléculaire des biomasses sera décrit et comparé à celui des LI utilisés dans le premier 

chapitre.  

 Enfin, dans le troisième chapitre de ce manuscrit, nous présenterons les solvants 

eutectiques profonds (DES). Les DES sont souvent comparés aux liquides ioniques en raison de 

leur fort pouvoir de solvatation. En outre, s’ils sont facilement synthétisables, peu onéreux et 

généralement considérés comme peu toxiques. Ils pourraient donc être une alternative 

intéressante aux liquides ioniques. Différentes biomasses chitineuses seront prétraitées au DES 

et l’impact de ces prétraitements sur l’efficacité de la réaction de désacétylation de la chitine en 

chitosane sera comparé à celui du [C2mim][OAc].   

 Cette thèse s’organise sous forme d’articles scientifiques où chacun des trois chapitres 

comportera une introduction bibliographique, le ou les articles publiés, une partie discussion, et 

une conclusion générale.  

 

Figure 10 : Schéma récapitulatif des travaux de thèse sur la valorisation des biomasses chitineuses et 

lignocellulosiques. 
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Chapitre 1 : Prétraitements aux liquides ioniques et hydrolyses 

enzymatiques : Vers une bioraffinerie d’insecte. 

Partie A : État de l’art 

I. Les oligosaccharides 

 Les oligomères sont composés d’un faible nombre de motifs monomères représentant le 

degré de polymérisation (DP) qui peut être compris entre deux et quelques dizaines de motifs 

(une seule sous unité saccharidique ne constitue pas un oligomère en soit). Au-delà de quelques 

dizaines de motifs, il est plus convenable de parler de polymère (Weiss 2009). Les 

oligosaccharides, où le motif sera de nature saccharidique, peuvent correspondre à des 

fragments de polysaccharides. La masse molaire joue un rôle important sur les propriétés des 

oligomères. Un composé de deux sous-unités saccharidiques (DP2) n’aura donc pas les mêmes 

propriétés physico-chimiques et biologiques qu’un oligomère de six sous-unités saccharidiques 

(DP6), même si celui-ci est constitué des mêmes sous-unités (Klaerner et Padmanabhan 2016). 

 Parmi les oligomères existants, nous nous intéresserons particulièrement aux chito-

oligosaccharides (COS), issus de la chitine et du chitosane. Ils sont composés de sous-unités 

saccharidiques de N-acétylglucosamine et de glucosamine et sont couramment utilisés dans le 

domaine pharmaceutique en servant de molécules plateformes. En effet, les COS présentent des 

propriétés similaires au polymère de chitine en termes de biodégradabilité, biocompatibilité et 

de non-toxicité, ouvrant ainsi un large champ d’applications dans le domaine médical. De plus, 

ils possèdent également des propriétés biologiques très prometteuses, étant naturellement 

antibactériens et antifongiques (Wang et al. 2008) (Tableau I.1).  
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II. Propriétés biologiques des COS 

 

Tableau I.1 : Applications des Mono/oligosaccharides. 

PROPRIÉTÉS ET 
APPLICATIONS 

CARACTÉRISTIQUES RÉFÉRENCES 

ANTIBACTÉRIEN 
COS de faible poids moléculaire et 

désacétylés 
Li et al. 2016; Sánchez et al. 

2017 

ANTIFONGIQUE 
COS de faible poids moléculaire et 

désacétylés 
Mei et al. 2015; Rahman et al. 

2015 

ANTITUMORALE COS acétylés et désacétylés 
S. L. Wang et al. 2008, 

Masuda et al. 2014 

EXCIPIENT COS de très haut poids moléculaire (15kDa) 
Azuma et al. 2015; Huang et 

al. 2012 

ARTHROSE Glucosamine 
Dell et al. 2006; He et al. 

2018; Hua et al. 2005, Einbu 
2007; McCarty 1998 

ÉLICITEUR COS acétylés préférablement de DP6 
Fujikawa et al. 2009, 

Chakraborty, Ghosh, and Das 
2018, Das et al. 2015 

 

 Même si l’effet antibactérien des COS n’est pas encore totalement compris par la 

communauté scientifique, il semble dépendre, en grande partie, du degré d’acétylation (DA) et 

du degré de polymérisation (DP). Plus les COS sont désacétylés et de faibles poids moléculaires, 

plus ils gagneraient en pouvoir antibactérien. Les fonctions amines, cationiques en milieu acide, 

se fixeraient sur les protéines membranaires anioniques entrainant une perturbation dans le bon 

fonctionnement cellulaire et notamment dans l’absorption de nutriments par les 

microorganismes. L’impossibilité d’absorber des nutriments entraine la mort cellulaire et la lyse 

des membranes. De plus, la fixation des COS sur les cellules entrainerait une agglomération 

cellulaire rendant encore plus problématique l’absorption de nutriments (Li et al. 2016; Sánchez 

et al. 2017).   

 Le mécanisme antifongique des COS désacétylés (DCOS) est tout aussi peu connu mais 

semblerait également dépendre de la concentration, du poids moléculaire et du degré 

d’acétylation. Comme pour les propriétés antibactériennes des COS, les DCOS sont soupçonnés 
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de se fixer sur les membranes des champignons chargées négativement et d’empêcher les 

échanges de nutriments ce qui entrainerait une perte de fluide intracellulaire ainsi qu’une perte 

de protéines. Une seconde hypothèse serait que les COS interagiraient avec l’ADN et les ARNm, 

ce qui perturberait les ribosomes lors de la traduction des ARNm et empêcherait ainsi le bon 

fonctionnement cellulaire de la synthèse de protéines (Mei et al. 2015; Rahman et al. 2015). 

 De plus, les COS et les DCOS possèdent des propriétés antitumorales qui suscitent 

beaucoup d’intérêt. En effet, la présence de COS ou de DCOS engendrerait une augmentation de 

la production de certaines cytokines. Les cytokines libérées induisent une spécialisation des 

lymphocytes pour lutter contre les cellules cancéreuses. En augmentant la production de 

cytokines, on améliore la différenciation des lymphocytes ce qui entraine une cytotoxicité plus 

importante pour les cellules cancéreuses qui sont attaquées par ces mêmes lymphocytes. En plus 

d’améliorer l’efficacité du système immunitaire, les COS et DCOS induiraient aussi une apoptose 

des cellules cancérigènes chez l’homme (cellules leucémique U937 et tumeur du colon chez des 

souris (colon-26)) (S. L. Wang et al. 2008; Masuda et al. 2014). Les COS et DCOS agiraient donc de 

manière directe sur les cellules cancéreuses en entrainant leur apoptose et de manière indirecte 

en stimulant la réponse du système immunitaire face aux cellules cancéreuses.  

 Les COS peuvent aussi servir de vecteurs pour faire passer des principes actifs dans les 

matrices intracellulaires. Des tests in vitro ont permis de démontrer que l’administration de 

podophyllotoxine par des micelles formées de COS couplés à de l’acide stéarique augmentait 

l’activité anticancéreuse, en comparaison à de la podophyllotoxine administrée seule. Cette 

activité renforcée serait liée à une administration plus rapide de la podophyllotoxine vectorisée 

dans des cellules (Azuma et al. 2015; Huang et al. 2012). Les COS ont aussi été utilisés dans des 

traitements oculaires où ils sont recouverts de nano-transporteurs de lipides. Ils ont permis une 

amélioration de la perméabilité et apporté des propriétés autoadhésives supérieures aux 

nanoparticules seules (Luo et al. 2011). 
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III. Propriétés biologiques de la glucosamine 

 L’arthrose est généralement soignée avec des anti-inflammatoires et des analgésiques qui 

ne servent qu’à diminuer la douleur et peuvent à long terme engendrer des complications gastro-

intestinales et cardiaques importantes. La glucosamine, elle-même naturellement présente dans 

les matrices et tissus articulaires, serait une alternative intéressante puisqu’elle permettrait de 

limiter la dégradation et même de régénérer les articulations endommagées (Dell et al. 2006; He 

et al. 2018; Hua et al. 2005). De plus, le traitement par la glucosamine semblerait induire une 

augmentation de l’acide hyaluronique qui réduira la quantité de fluide de sulfate de kératane qui 

joue un rôle dans la dégradation du cartilage. De surcroit, l’acide hyaluronique fait partie du 

liquide synovial qui protège les articulations et augmente la viscosité de ce dernier, lui 

permettant ainsi de mieux résister aux chocs. Une personne souffrant d’arthrose développera 

plus de liquide synovial et la viscosité de ce dernier diminuera avec sa capacité à protéger les 

articulations. L’augmentation de la viscosité liée au surplus d’acide hyaluronique, lui-même 

engendré par la glucosamine permet donc une meilleure protection contre les chocs (Einbu 2007; 

McCarty 1998; He et al. 2018). Cependant, des études démontrent une certaine toxicité de la 

glucosamine sur le système rénal. Cette toxicité doit donc être d’avantage étudiée avant de 

démocratiser la glucosamine comme traitement contre l’arthrose car il ne semble au pas y avoir 

de consensus absolu sur le sujet (Anderson, Nicolosi, and Borzelleca 2005; Gueye et al. 2016) 

cependant l’usage de la glucosamine été autorisé par l’agence nationale de la sécurité du 

médicament et des produits de santé.  

IV. Propriétés élicitrices des COS 

 Certains COS sont aussi considérés comme des éliciteurs et permettent donc d’activer les 

défenses des végétaux comme les plantes de tomates et les salades contre des microorganismes. 

Ils peuvent s’apparenter à des biopesticides. Des mécanismes de défense ont été mis en place 

par les plantes pour lutter contre les microorganismes comme les bactéries et les champignons. 

Toutefois, il est d’abord nécessaire pour les plantes de détecter les menaces avant de mettre en 

place une réponse immunitaire puisque mobiliser les défenses en permanence, est un processus 

coûteux en énergie. Une réelle course a lieu entre les microorganismes qui cherchent à cacher 

leur présence dans l’organisme infecté et la plante qui cherche des marqueurs de la présence de 
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l’infection par des champignons pathogènes. Une fois les marqueurs détectés, la plante mobilise 

ses défenses. Un des marqueurs de la présence des champignons est la chitine ou le chitosane 

qui peuvent être présents dans les parois des champignons. En mettant les plantes en présence 

de COS, ces derniers mimeront la présence de microorganismes potentiellement nocifs pour la 

plante et activeront une réponse immunitaire en sécrétant des chitinases (Fujikawa et al. 2009 ; 

Chakraborty et al. 2018). Il est important de mentionner que plus les DCOS ont un faible DA, plus 

ils perdent leur pouvoir éliciteur, excepté dans de rares cas où ils auront un effet supérieur au 

COS, puisqu’en raison des contraintes évolutives, certaines plantes se sont spécialisées dans la 

production de chitosanases au lieu de chitinases pour la plupart. Les DCOS de faible poids 

moléculaire ont des actions antifongiques et antibactériennes directes et par conséquent, 

peuvent aussi être considérés comme des biopesticides. La caractérisation des COS utilisés dans 

ce genre d’expériences reste, à ce jour, un point critique puisque la mesure du DA ou du poids 

moléculaire implique une certaine erreur ce qui a pour conséquence, des hypothèses souvent 

difficiles à confirmer (Das et al. 2015). D’après l’étude de Das et al. 2015, il semblerait que le DP6 

soit le COS qui procure la réponse immunitaire la plus forte. Plusieurs méthodes d’administration 

peuvent être utilisées. La pulvérisation sur les plantes où les COS pénétreront par les feuilles, 

mimant ainsi les pathogènes présents dans l’air. Une autre méthode consiste à placer les COS 

dans le sol où ils pénétreront la plante par le système racinaire (Das et al. 2015).  

V. Synthèse des COS  

 Deux stratégies de synthèse existent pour obtenir des oligomères. La première consiste à 

cibler la molécule d’intérêt et à ajouter par bloc, les sous-unités saccharidiques. Ce genre de 

synthèse nécessite de nombreuses étapes de protection/déprotection des groupements 

hydroxyles. Ces synthèses dites multi-étapes sont donc coûteuses, chronophages et énergivores 

puisqu’il est souvent nécessaire d’isoler les intermédiaires de réaction avant de lancer l’étape 

suivante. Barroca-Aubry et al. 2010 ont proposé une nouvelle stratégie permettant d’obtenir des 

chito-oligosaccharides (DP2 et DP3) de structures bien définies avec un contrôle parfait du 

nombre et de la position des unités GlcN et GlcNAc, le long de la chaîne oligomère (Figure I.1). 

Toutefois, cette synthèse nécessite l’utilisation d’étapes de protection/déprotection ainsi que 

l’activation d’un des accepteurs par un groupement trichloroacétimidate ce qui implique une 
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baisse du rendement total de la synthèse et un coût non négligeable pour l’ensemble de cette 

dernière (Barroca-Aubry et al. 2010).  

 

Figure I.1: Stratégies de synthèse des homo- et hétéro-chitooligosaccharides (extrait de Barroca-Aubry et al. 2010). 

 La deuxième méthode est la synthèse aléatoire réalisée quant à elle en une étape. Tous 

les composants sont mis en réaction et de nombreux oligomères, de tailles et de conformations 

différentes, seront obtenus. L’étape de purification, basée sur des techniques de 

chromatographie comme la chromatographie liquide haute performance par exclusion stérique 

(HPLC-SEC), est cependant difficile à optimiser en raison de la difficulté à séparer un nombre 

important de différents produits structuralement proches (Klaerner and Padmanabhan 2016). 

 Les deux approches ne sont donc pas optimales et d’autres méthodes comme les 

hydrolyses (chimique ou enzymatique) ou encore le broyage de polysaccharides sont donc 

envisagées pour obtenir ces oligomères.  
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VI. Méthodes d’extractions de COS 

 De nouvelles méthodes, pour obtenir des oligomères à partir de biopolymères tels que la 

pectine, la cellulose ou encore la chitine, ont donc été mises au point et peuvent être classées en 

deux groupes : l’hydrolyse chimique ou enzymatique et les traitements mécaniques. 

1. Hydrolyse acide  

 Les hydrolyses, effectuées par voie chimique, nécessitent l’utilisation d’acide fort à haute 

température comme l’acide chlorhydrique (HCl), qui est le plus couramment utilisé, ou encore 

l’acide sulfurique (Zlotnikov et al. 2007). L’acide agira en 3 étapes sur le polymère de chitine, son 

action est représentée dans la Figure I.2. Dans un premier temps, l’acide induit l’hydrolyse des 

zones amorphes de la chitine. La faible cristallinité de ces zones amorphes indique une faible 

organisation du réseau de liaisons hydrogène entrainant une faible densité des fibres entres elles. 

Cela permet à l’acide d’attaquer les liaisons osidiques. Cette première phase de l’hydrolyse va 

générer un hydrolysat contenant des oligomères de haut poids moléculaire. Une augmentation 

de la cristallinité du polymère de chitine résiduel (fraction de chitine non hydrolysée) peut même 

être observée durant cette phase résultant de l’élimination des zones amorphes. Dans un second 

temps, les zones cristallines et les oligomères de haut poids moléculaire, obtenus 

précédemment, sont hydrolysés en oligomères de faible poids moléculaire. Si l’hydrolyse acide 

est stoppée durant cette phase, une quantité importante de chitine n’aura pas été hydrolysée en 

raison de sa récalcitrance et un grand nombre d’oligomères de poids moléculaires différents 

seront obtenus. Si l’hydrolyse est poursuivie, des dégradations chimiques comme des 

désacétylations seront observées sur les COS obtenus (Einbu and Vårum 2007, 2008; Kazami et 

al. 2015; Novikov 2004 ; Dolgopyatova et al. 2013). Les hydrolyses en milieu acide sont donc 

difficilement contrôlables. Des rendements très aléatoires et une certaine hétérogénéité, 

concernant les poids moléculaires des COS extraits, sont observés. C’est donc une technique peu 

efficace, notamment en raison de la récalcitrance du polymère et du manque de sélectivité de la 

réaction d’hydrolyse.  
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Figure I.2 : mécanisme simplifié de l’hydrolyse chimique de la chitine en présence d’ HCl (PM en g.mol-1) (extraite de Kazami 

et al. 2015). 

 À titre d’exemple, Rupley et al (1964) ont réalisé l’hydrolyse acide de 20 g de chitine dans 

HCl 11 M à 0 °C dans un broyeur à billes et ont ensuite laissé la solution entre 2 et 3 h à 40 °C. Les 

rendements obtenus sont reportés dans le Tableau I.2 ci-dessous : 
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Tableau I.2 : Résultats de l’hydrolyse acide effectuée sur la chitine.(Rupley 1964)  

FRACTIONS ISOLÉES 
RENDEMENTS (EXPRIMÉS EN G 
D’OLIGOMÈRE) POUR 20 G DE 

CHITINE 

OLIGOMÈRES 

Monomère 6.9 

Dimère 2.6 

Trimère 
1.8 

Tétramère 
1.3 

Pentamère 
0.7 

FRACTIONS RESTANTES 
0.7 

PRÉCIPITÉS LAVÉS 
5.5** 

CHITINE NON HYDROLYSÉE 
3.1 

**Traces de sels présentes 

Lors d’une hydrolyse acide, de nombreux oligomères de tailles différentes sont également 

extraits. Il est donc difficile d’obtenir des rendements élevés pour un type d’oligomère spécifique. 

Cependant, une étude menée par Falk et al. (1966) a permis de déterminer les conditions 

d’extraction pour obtenir des rendements optimaux en glucosamine (DP1). Selon cette étude, 

dans une solution HCl à 10 M, lorsque 50 % de la masse du polymère est hydrolysée, la quantité 

en DP1 produit est la plus importante (Falk 1966). Plus récemment, la cinétique de l’hydrolyse de 

la chitine par l’acide chlorhydrique a été étudiée pour suivre l’évolution de la proportion des 

différents oligomères en fonction du temps et la conclusion est que l’obtention d’oligomères par 

hydrolyse acide n’est pas aléatoire. Si maitrisée et en fonction des conditions opératoires, il est 

possible d’obtenir des oligomères de taille désirée (Einbu, Grasdalen, and Vårum 2007).  

2. Extraction de COS par broyage (broyeur à billes) 

 Un intense broyage, dans un broyeur à billes, pendant une longue période, peut amener 

à l’obtention de COS de différents poids moléculaires. Les travaux de Margoutidis décrivent 

l’obtention de COS allant de monomères aux pentamères et à différentes concentrations. Les 

seules concentrations déterminées sont celles du DP1 et DP2 qui atteignent des rendements de 

5.1% et 3.9% respectivement au bout de 6h de broyage (Margoutidis et al. 2018). Néanmoins, le 

temps de broyage est long, les rendements obtenus sont faibles et cette technique n’est pas 
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spécifique ce qui implique des étapes de purification pour séparer les différents produits. De plus, 

les broyeurs à billes industriels sont pas/peu répandus actuellement ce qui fait que cette 

technique, bien qu’intéressante, nécessite encore d’être optimisée. 

3. Hydrolyse enzymatique 

 Les hydrolyses enzymatiques ont pour avantage, grâce à leurs conditions douces de mise 

en œuvre, d’être reconnues comme des alternatives durables et plus respectueuses de 

l’environnement que les hydrolyses chimiques. Les chitinases utilisées peuvent provenir de 

différents types d’organismes tels que les mycètes ou les bactéries. On citera, par exemple, les 

chitinases commerciales de Trichoderma viride (TV) et de Streptomyces griseus (SG). Même si le 

prix de certaines enzymes est extrêmement élevé et qu’elles restent par conséquent encore peu 

utilisées au niveau industriel, elles ont aussi pour avantage, de pouvoir être immobilisées sur un 

support facilitant ainsi leur réutilisation. Contrairement aux hydrolyses acides par voie chimique, 

les chitinases sont généralement un mix d’enzymes, agissant en synergie sur la chitine. Chacune 

d’entre elles permet une réaction spécifique et l’obtention de COS avec des degrés de 

polymérisation attendus. En modulant le ratio des différentes enzymes (Figure I.3), il est donc 

potentiellement possible d’obtenir un oligosaccharide spécifique. Les sites actifs des enzymes ne 

reconnaissent pas les motifs saccharidiques désacétylés et ne peuvent donc pas les hydrolyser. 

En raison de la spécificité des enzymes, le chitosane ou encore les chitines, possédant un DA assez 

faible, ne pourront pas être hydrolysés efficacement. En effet, le site actif des chitinases ne 

reconnait pas les motifs désacétylés et les chitinases ne peuvent donc pas hydrolyser la chitine. 

  Deux types d’enzymes ont été identifiés dans les chitinases : les endochitinases et les exo-

chitinases. Le schéma représentant le mécanisme de l’hydrolyse enzymatique de la chitine 

catalysée par les chitinases est présenté Figure I.3. Les endochitinases (EC.3.2.1.14) permettront 

d’hydrolyser de manière aléatoire, les chaines de chitines au niveau des liaisons osidiques β 1-4. 

Les produits ainsi obtenus sont les oligosaccharides de tailles très diverses puisque l’hydrolyse se 

fait aléatoirement. Le deuxième type de chitinases correspond aux exochitinases. Elles sont 

composées de deux sous types : les chitobiosidases et les β-1-4-glucosamidases. Les 

chitobiosidases (EC.3.2.1.29) permettreont d’hydrolyser la chitine en N,N’-diacétylchitobiose 

(DP2) (Figure I.4). L’hydrolyse en présence de chitobiosidases se réalise uniquement sur 
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l’extrémité des chaines de chitine. Ce type d’exochitinase fonctionne donc bien avec les 

endochitinases qui fourniront plus de sites disponibles pour les chitobiosidases. Le deuxième 

type d’exochitinases correspond aux β 1-4-glucosamidases (EC.3.2.1.30) qui elles hydrolyseront 

les oligomères produits par les endochitinases pour les hydrolyser sur les liaisons osidiques β 1-

4. Toutefois, seul le mono-oligomère (DP1, Figure I.4) est obtenu (Javed et al. 2013). Toutes ces 

enzymes agissent en synergie et peuvent être retrouvées dans différentes proportions dans les 

mix de chitinases commerciales.  

 

Figure I.3 : Schéma du mécanisme de l’hydrolyse enzymatique réalisée en présences de chitinases. 

 

a)                                  b)  

Figure I.4 : Structures chimiques de la N-acétylglucosamine (DP1) (a) et de la  N,N’-diacétylchitobiose (DP2) (b). 
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 Les enzymes accèdent difficilement aux liaisons lorsque les chitines sont fortement 

cristallines. Un prétraitement devra alors être utilisé pour rendre les liaisons ciblées plus 

accessibles et augmenter ainsi les rendements d’hydrolyse.  

Cette faible accessibilité du polymère constitue un véritable verrou scientifique et technologique 

à sa dépolymérisation par voie enzymatique. Le prétraitement du polymère (ou de la biomasse 

chitineuse) constitue donc une étape clé, en vue de sa valorisation en COS.  

VII. Prétraitements de la chitine 

 Dans cette partie bibliographique, nous avons choisi de sélectionner uniquement les 

exemples de prétraitements mis en œuvre en amont de l’hydrolyse enzymatique. Différents 

types de prétraitements existent comme les prétraitements chimiques, physicochimiques, 

biologiques, mécaniques ou encore mécanochimiques. Le but de chaque prétraitement est 

d’augmenter l’accessibilité du polymère aux enzymes ce qui facilite la coupure des liaisons et 

permet l’obtention de rendements supérieurs aux hydrolyses enzymatiques réalisées sans 

prétraitement. Les différentes stratégies décrites dans la littérature visent soit à amorphiser la 

chitine en détruisant le réseau de liaisons hydrogène, impliquant ainsi une baisse de l’indice de 

cristallinité de la chitine, ou soit à dépolymériser la chitine, c’est-à-dire de réduire son poids 

moléculaire.  

Les méthodes décrites dans la littérature sont listées ci-dessous. 
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1. Les fluides supercritiques 

 Ils suscitent beaucoup d’intérêt car ils sont considérés comme verts puisqu’il s’agit 

généralement d’eau ou de CO2 chauffés à haute pression et à haute température (point critique 

de l’eau : 374 °C et 22.1 MPa, point critique du CO2 : 30 °C et 7.29 MPa). Une fois le point critique 

dépassé, les molécules ne sont plus liquides ou gazeuses mais dans un quatrième état : celui de 

fluide supercritique. Les fluides supercritiques combinent les avantages des gaz et des liquides. 

Ils seront capables de solubiliser des substances de façon très spécifique, comme le ferait un 

liquide, mais ils se diffusent aussi dans un solide comme le ferait un gaz. L’eau supercritique a le 

pouvoir de solubiliser la chitine et agit sur cette dernière selon un mécanisme en 3 étapes 

présenté dans la Figure I.5. La première étape est l’étape, dite de gonflement, et correspond à 

l’étape du prétraitement. Elle survient très rapidement puisqu’elle se produit, dès les toutes 

premières minutes de la réaction, et notamment, dès la première minute à une température de 

400°C. La distance entre les différentes chaines de chitine augmente ainsi. La seconde étape est 

la dissolution, les chaines de chitine se dissoudront dans le fluide supercritique. Cependant, si 

cette étape dure trop longtemps, une réaction secondaire peut se produire. Elle consiste en 

l’hydrolyse du polymère suivie de son entière dégradation. Il n’est donc plus possible d’obtenir 

des COS (Osada et al. 2015). Dans l’optique d’un simple prétraitement, il est important de 

contrôler le temps de réaction pour s’arrêter à l’étape de gonflement. Les hydrolyses 

enzymatiques, réalisées sur la chitine ayant subi l’étape de gonflement, donnent lieu à des 

rendements bien plus élevés puisque l’on passe de 5 % de rendement en GlcNAc2 (DP2) pour une 

chitine non prétraitée, à 37 % pour une chitine prétraitée (Osada et al. 2013). L’indice de 

cristallinité reste stable mais c’est bien l’augmentation de la distance entre les chaines qui 

entraine un meilleur accès au substrat pour les enzymes. Ce prétraitement est donc très 

intéressant puisqu’il permet une nette augmentation des rendements en DP2. De plus, il est 

considéré comme vert puisque le solvant utilisé est l’eau et le temps de prétraitement est court 

(1 à 2 minutes). Il reste quelques inconvénients à l’utilisation de fluide supercritique. L’utilisation 

au niveau industriel de ces techniques à haute température et haute pression représente 

toujours un risque pour la sécurité des employés et des sites industriels (Osada et al. 2012, 2013). 
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De plus, même si ce type de traitement permet d’éliminer les protéines présentes dans la 

biomasse, elle ne permet pas d’éliminer le CaCO3  (Osada et al. 2015).  

 

 

Figure I.5 : Schémas représentant le diagramme de phase de l’eau (A) (Okajima and Sako 2014) et  l’action de l’eau 

supercritique sur le polymère de chitine (B) (extrait de Osada et al. 2015). 

A) 

B) 
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2. Prétraitements en milieu acide 

 Les prétraitements en présence d’acides forts comme HCl ou H2SO4 peuvent être utilisés 

pour permettre aux enzymes d’hydrolyser efficacement la chitine. Cette méthode a permis de 

passer à des rendements d’hydrolyses en N-acétylglucosamine de 12.8 % pour une chitine non 

prétraitée, à 36  % pour une chitine prétraitée en milieu acide (Vyas and Deshpande 1991). 

Cependant, ce type de prétraitement pose un problème majeur lié à la pollution générée par les 

traitements des effluents acides produits lors des lavages. Ce prétraitement, couplé à une 

hydrolyse enzymatique, présente toutefois l’avantage d’améliorer l’obtention d’oligomères de 

degré de polymérisation spécifique, contrairement à une simple hydrolyse acide, où une grande 

variété de COS de poids moléculaires variables peut être obtenue. De plus, cette méthode 

remédie également au problème de dégradation totale du polymère, observée lors de 

l’utilisation de fluides supercritiques (Chen, Shen, and Liu 2010).  

3. Prétraitements microbiologiques 

 Les prétraitements microbiologiques sont récents et semblent donner des résultats très 

prometteurs puisqu’ils permettent, dans un second temps, de tendre vers une dépolymérisation 

totale de la chitine par voie enzymatique (Zhang et al. 2018). Cette technique, déjà maitrisée à 

échelle industrielle, est de plus, peu coûteuse et écologique. Les mécanismes d’action de ce 

prétraitement sur la chitine ne sont pas encore totalement compris mais il semblerait que, à 

l’instar des prétraitements acides, celui-ci permet l’obtention d’une chitine extrêmement 

fibrilleuse où le diamètre des fibres est dans le domaine nanométrique. Les auteurs ont montré 

une baisse importante du poids moléculaire de la chitine, ce qui tend à conclure à une 

dépolymérisation incontrôlée. De plus, ce prétraitement peut être réalisé à pH neutre en utilisant 

Chitinolyticbacter meiyuanensis SYBC-H1. Aucune neutralisation des eaux de rinçage n’est 

nécessaire dans ce cas. Ce prétraitement permet également de rendre les fibres beaucoup plus 

accessibles aux enzymes. Il permettrait donc d’obtenir d’excellents rendements en COS comme 

le montre une étude antérieure, reportant un rendement de conversion de la chitine de 96 % en 

N-acétylglucosamine (Zhang et al. 2018).  
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4. Prétraitements mécaniques 

 Les prétraitements mécaniques utilisent des forces physiques comme des chocs ou de 

fortes pressions pour briser les fibres de chitines et réduire le poids moléculaire du polymère. 

Elles réduiront généralement l’indice de cristallinité, le poids moléculaire et la taille physique des 

particules de chitine ce qui les rend plus digestible par les enzymes. Ces prétraitements peuvent 

être de différentes natures et réalisés par broyage, ultrasonication ou à l’aide de jets de liquides 

à haute pression (Aklog et al. 2017). Les broyages peuvent notamment permettre d’augmenter 

les rendements des hydrolyses en GlcNAc2 de 5 % (chitine non-prétraitée), à 60 % (chitine 

prétraitée) (Osada et al. 2013).  

Par ailleurs, une chitine prétraitée par de l’eau supercritique, couplée à un deuxième 

prétraitement tel qu’un broyage effectué à l’aide d’un broyeur à billes, a permis d’obtenir un 

rendement en GlcNAc2 de 93 % après hydrolyse enzymatique (Osada et al. 2013). 

Un homogénéisateur à haute pression a aussi permis d’élever les rendements en N-

acétylglucosamine de 21.8 % à 78.1 %. L’homogénéisateur force de la chitine présente dans une 

solution aqueuse à passer à travers un trou à débit constant. Ce troue est un point de 

compression qui va engendrer une force de pression et permettre la défibrillation la chitine. Cette 

méthode s’est montrée plus efficace que les prétraitements aux ultrasons et par 

ultramicrobroyage qui ont tous deux permis d’obtenir des rendements de 50% en N-

acétylglucosamine après hydrolyse enzymatique (Wei et al. 2017). Si l’ultrasonication et 

l’ultramicrobroyage sont utilisés en combinaison, les rendements peuvent atteindre 72% en N-

acétylglucosamine (Gao et al. 2015). Ces deux méthodes soumettent la chitine à des ultrasons en 

milieu aqueux, pendant plusieurs minutes et permettent de dissocier ou d’individualiser les fibres 

de chitine. Toutes ces méthodes sont dites propres et considérées comme invasives pour le 

polymère, puisqu’elles entrainent sa dépolymérisation (Osada et al. 2013). 

5. Explosion à la vapeur 

 L’explosion à la vapeur a aussi démontré une aptitude à améliorer les performances de 

l’hydrolyse enzymatique de la chitine. La première étape de l’explosion à la vapeur est la 

compression. Elle consiste à amener à haute pression et haute température la chitine, placée 
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dans une enceinte qui doit au préalable être humide. Dans une deuxième phase, une 

dépressurisation est réalisée, diminuant brusquement la pression de l'enceinte à pression 

atmosphérique. La vapeur générée expansera ainsi la chitine et induira une certaine porosité 

dans la structure du polymère. Cette méthode semble constituer un prétraitement efficace pour 

qu’une hydrolyse enzymatique soit effectuée dans un second temps et suffise à obtenir des 

rendements compétitifs. Cette méthode est moins agressive pour le polymère que d’autres 

prétraitements mécaniques, puisque l’hydrolyse engendrée par le prétraitement est mineure et 

peu de motifs seront désacétylés ou dégradés contrairement aux hydrolyses acides classiques. 

Dans l’étude de Villa-Lerma, les rendements en N-acétylglucosamine passent de 5.9 % sans 

prétraitement, à 23.6 % en traitant préalablement la chitine par une explosion à la vapeur (Villa-

Lerma et al. 2013). 

  Lors de cette thèse, nous nous sommes intéressés aux prétraitements par les liquides 

ioniques (LIs). Cette stratégie a été fortement utilisée par nos collaborateurs du GEC (UPJV) dans 

le cas de biomasses végétales (Auxenfans, Buchoux, Husson, et al. 2014; Auxenfans, Buchoux, 

Larcher, et al. 2014; Auxenfans et al. 2017; Husson et al. 2011) et nous avons essayé d’adapter 

certaines de leurs conditions expérimentales, au polymère de chitine. Avant d’exposer nos 

résultats, l’état de l’art comprenant les différentes familles de LIs, leurs propriétés ainsi que les 

prétraitements de la biomasse par les LIs sera présenté ci-dessous.  

VIII. Prétraitement de la biomasse par les liquides ioniques 

1. Découverte des liquides ioniques 

Les liquides ioniques sont des sels, constitués le plus souvent, d’un cation organique et 

d’un anion organique ou inorganique dont la température de fusion est inférieure à 100°C 

(Welton 2018). Ils sont considérés comme des alternatives prometteuses aux solvants organiques 

classiques puisqu’ils sont considérés non volatiles du fait de leur tension de vapeur négligeable 

(Welton 2018). Les liquides ioniques, grâce à leur stabilité, peuvent être recyclés et réutilisés. Ils 

ont généralement une polarité importante et peuvent solubiliser un bon nombre de composés, 

qu’ils soient organiques, inorganiques, apolaires ou bien polaires. Ils bénéficient aussi d’une 
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conductivité élevée et d’une fenêtre électrochimique plus importante que les solvants classiques 

(Welton 2018). 

 La première notion de liquide ionique date de 1914 avec le chercheur Paul Walden. À la 

recherche de sels fondus, il découvrit que le nitrate d’ethylammonium ([EtNH3][NO3]) avait une 

température de fusion égale à 12 °C (Walden and Molekulargr 1914). Il venait alors de découvrir 

le premier LI appartenant au sous-groupe des liquides ioniques protiques. Toutefois, cette 

découverte passa inaperçue de la communauté scientifique et ce ne fut que 40 ans plus tard que 

les LIs réapparurent dans la littérature avec les travaux de Hurley et Weir, en 1951. Les auteurs 

ont synthétisé et étudié le bromure de 1-éthylpyridinium-chlorure d’aluminium ([C2py]Br- AlCl3) 

et son application pour l’électrodéposition de métal (Hurley et al. 1951).  

Plus tard, George Parshall, en travaillant sur des systèmes à faible point de fusion, 

découvrit deux autres liquides ioniques, le tétraéthylammonium trichlorogermanate 

([Et4N][GeCl3]) et le tétraéthylammonium trichlorostanate ([Et4N][SnCl3]). Ces deux LIs ont servi 

de solvant lors de réactions d’hydrogénation, en présence de catalyseurs de platine (Parshall 

1972). Plusieurs groupes de recherche se sont alors penchés sur la synthèse de LIs comme par 

exemple, Warren Paul, avec la famille des tétraalkylborures de tétraalkylammonium et plus 

particulièrement, le triéthylhexylborure de triéthylhexylammonium (N2226B2226). Il étudia leurs 

effets, dans des réactions organiques en tant que solvant, et mesura leur toxicité et leur effet 

antibactérien (Rosenthal et al 1975; Ford, Hauri, and Smith 1974). À cette époque, selon la 

problématique à résoudre, de nombreux chercheurs travaillèrent en parallèle sur différentes 

familles de LIs. Ce n’est qu’en 1983, que la revue intitulée « Room Temperature Molten Salt 

System », écrite pat Chuck Hussey, créa un engouement scientifique pour les liquides ioniques et 

où les travaux sur ceux-ci, prirent de l’ampleur (Hussey 1983).  

2. Classification des liquides ioniques 

 Quatre grandes catégories de liquides ioniques existent à ce jour avec chacune leurs sous-

catégories. Les liquides ioniques aprotiques, protiques, inorganiques et solvatés. Bien que ces 

quatre catégories soient définies, certains liquides ioniques peuvent faire partie de plusieurs 
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catégories à la fois. Leurs propriétés seront également présentées (Angell Austen, Ansari, and 

Zhao 2012).  

 -Les liquides ioniques aprotiques ont pour cation une molécule organique. Ce sont des 

liquides ioniques très populaires et donc très étudiés dans de nombreux domaines. Cette 

catégorie se décompose en de nombreuses sous-catégories comme les liquides ioniques à cation 

imidazolium, pyridinium et pyrrolidinium (Figure I.6). 

 -Les liquides ioniques protiques sont composés d’une base et d’un acide de Brønsted, par 

exemple le 1-butyl-3-methylimidazolium hydrogen sulfate ([Bmim]+[HSO4]−) ou encore le 1-

methylimidazolium trifluoroacetic acid ([Hmim]+[TFA]−). 

 -Les liquides ioniques inorganiques sont composés d’un cation inorganique mais peuvent 

se trouver sous la forme aprotique ou protique comme AlCl3–NaCl–KCl utilisé dans les batteries, 

ou bien NaFSA–KFSA (FSA = bis(fluorosulfonyl)imide). 

 -Les liquides ioniques solvatés sont souvent composés de cations multivalents qui 

normalement ne rempliraient pas les critères de la température de fusion inférieure à 100°C. On 

les appelle aussi sels fondus basse température. Les sels d’ammonium quaternaires font partie 

de cette catégorie mais peuvent aussi être considérés comme protiques (Figure I.6). 

 

Figure I.6 : Cations couramment utilisés pour la synthèse de liquides ioniques. 
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Figure I.7: Anions couramment utilisés pour la synthèse de liquides ioniques. 

Dans le cadre de cette thèse nous nous sommes particulièrement focalisés sur l’utilisation 

de LIs comportant un noyau imidazolium. Cette famille a montré d’excellentes capacités de 

solubilisation de biomasses récalcitrantes(Auxenfans, Buchoux, Husson, et al. 2014; Auxenfans, 

Buchoux, Larcher, et al. 2014b; Yang et al. 2013).  

3. Les liquides ioniques à base de noyau imidazolium 

 Le cation imidazolium jouit d’une grande popularité dans la communauté scientifique 

grâce à sa capacité à former facilement des liquides ioniques(Oh 2012). Une grande variété de 

LIs à base d’imidazolium a ainsi été obtenue et utilisée dans de nombreuses applications listées 

ci-après. Cette aptitude à être utilisé dans la synthèse de LIs est majoritairement due à la capacité 

du proton central du cycle, d’agir en donneur d’hydrogène. Il est cependant nécessaire de 

combiner un cation imidazolium à un accepteur d’hydrogène assez fort pour pouvoir créer le 

liquide ionique (Welton 2018). Le principe de la métathèse anionique est souvent utilisé dans la 

synthèse de liquide ionique (Figure I.8). Ainsi, cette méthode va permettre de substituer l’anion 

d’un sel d’halogénure par l’anion d’un autre sel inorganique choisi pour son anion. La purification 

peut ensuite se faire par simple filtration ou par extraction liquide-liquide selon la solubilité des 

produits. 
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Figure I.8 : Schéma synthétique de la réaction de métathèse anionique (Jonathan Szymczak 2013). 

4. Applications des liquides ioniques à base de noyau imidazolium 

 Les liquides ioniques et notamment ceux possédant un noyau imidazolium peuvent être 

utilisés dans de nombreux domaines d’applications. Leur grande stabilité thermique, 

électrochimique et leur conductivité en font de parfaits candidats pour des applications dans le 

stockage de l’énergie (Bag et al. 2016; Sagaidak et al. 2018 ; Zafer et al. 2009). Cette famille de LIs 

trouve aussi une place importante dans le domaine de la catalyse (Migowski and Dupont 2007). 

Les LIs à base de noyau imidazolium peuvent être également utiles, dans des réactions 

enzymatiques. Ils représentent une alternative intéressante aux solvants organiques classiques 

lors de réaction d’estérification (Jiang et al. 2009;  Zarski et al. 2016; Wang et al. 2017; Zhao et 

al. 2017). En effet, leur capacité à solvater la biomasse lignocellulosique telle que la cellulose, 

l’hémicellulose et la lignine a suscité un très fort engouement de la part de nombreux groupes 

de recherche (Badgujar and Bhanage 2015).  
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5. Solvatation de la biomasse par les liquides ioniques 

 Comme nous l’avons précisé auparavant, de nombreuses catégories de LIs existent mais 

tous ne présentent pas la capacité de solubiliser, même partiellement, les constituants des 

biomasses dites récalcitrantes, telles que la cellulose ou la chitine. Les liquides ioniques des 

familles imidazoliums et pyridiniums comme les chlorures d’alkylimidazoliums, les chlorures 

d’alkylipyridiniums, les carboxylates d’alkylimidazoliums et les dialkylphosphates (ou 

phosphonates) d’alkylimidazoliums ont démontré leur capacité à solubiliser la cellulose 

(Auxenfans et al. 2017 ; Liu et al. 2012; Verma et al. 2019). Dans le cas de la chitine, les LIs 

capables de solubiliser ce polymère sont répertoriés dans le Tableau I.3. Certaines structures de 

LIs sont également présentées Figure I.9. Le taux de solubilisation dépend de la structure du LI 

mais également du poids moléculaire, et du degré d’acétylation de la chitine. 

                  

[C2mim][OAc]             [C2mim]Cl            [C2mim][MePO4]            [C4mim][OAc] 

Figure I.9 : Structures de LIs à base de noyau imidazolium utilisés pour solubiliser le polymère de chitine.  
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Tableau I.3 : Solubilité de la cellulose et de la chitine dans les LIs à base de noyau imidazolium après 1 h d’agitation à 100°C 

(Shamshina, 2019, Jena & Jena, 2010, Mikkola et al., 2007). 

LIQUIDES IONIQUES SOLUBILITÉ 
DE LA 

CHITINE (%) 
(100 °C ; 1 H) 

SOLUBILITÉ 
DE LA 

CELLULOSE 
(%) A 

PARAMÈTRES DE 
KAMLET TAFT 

RÉFÉRENCES 

π - β  

ACÉTATE DE 1-ÉTHYL-3-
MÉTHYLIMIDAZOLIUM : 

[C2MIM][OAC] 

≥5 % 8 0.91 (90 °C) 1.23 
(90 °C) 

Sun et al. 2014 

ACÉTATE DE 1-BUTYL-3-
MÉTHYLIMIDAZOLIUM : 

[C4MIM][OAC] 

≥5 % 12 0.89 
(90 °C) 

1.18 
(90 °C) 

Doherty et al. 
2010 

CHLORURE DE 1-ÉTHYL-3-
MÉTHYLIMIDAZOLIUM : 

[C2MIM]Cl 

Partiellement 
soluble 

10-14 1.17 
(80 °C) 

0.95 
(80 °C) 

Fujita et al. 
2013 

CHLORURE DE 1-BUTYL-3-
MÉTHYLIMIDAZOLIUM : 

[C4MIM]Cl 

Partiellement 
soluble 

20 1.13 
(Températ

ure non 
spécifiée) 

0.95 
(Températ

ure non 
spécifiée) 

Spange 2008 

CHLORURE DE 1-ALLYL-3-
MÉTHYLIMIDAZOLIUM : 

[AMIM]Cl 

Partiellement 
soluble 

14.5 1.17 
(Températ

ure non 
spécifiée) 

0.83 
(Températ

ure non 
spécifiée) 

Jingyi Hu et al. 
2014 

BROMURE DE 1-ALLYL-3-
MÉTHYLIMIDAZOLIUM : 

[AMIM]BR 

≥5 % Faible ND ND  

HEXAFLUOROPHOSPHATE DE 1-
BUTYL-3-MÉTHYLIMIDAZOLIUM: 

[C4MIM][PF6] 

Insoluble Insoluble 1.032 
(25 °C) 

0.207 
(25 °C) 

Lee, Ruckes, 
and Prausnitz 

2008 
TETRAFLUOROBORURE DE 1-

BUTYL-3-MÉTHYLIMIDAZOLIUM : 
[C4MIM][BF4] 

Insoluble Insoluble 1.047 
(25 °C) 

0.376 
(25 °C) 

Lee 2011 

BIS(TRIFLUOROMÉTHYLSULFONY
L)IMIDE DE 1-BUTYL-3-
MÉTHYLIMIDAZOLIUM: 

[C4MIM][NTF2] 

Insoluble Insoluble 0.984 
(25 °C) 

0.243 
(25 °C) 

Lee et al. 2008 

a Conditions optimisées pour chaque étude. ND : non déterminé. 

 

La capacité d’un liquide ionique, à solubiliser la chitine ou d’autres polysaccharides, 

repose en partie sur sa capacité à perturber le réseau de liaisons hydrogène inter- et intra-

chaînes. Le liquide ionique doit avoir de forts accepteurs de liaisons hydrogène pour pouvoir 

s’intercaler dans les fibres et interagir avec de potentiels atomes d’hydrogène initialement liés à 
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d’autres fibres de chitine. Ce potentiel d’interaction est évalué en fonction de la valeur du 

paramètre beta (β), un des paramètres Kamlet-Taft. β est calculé en mesurant la différence 

relative de solvatochromisme dans le 4-nitroaniline et la N,N-diéthyl-4-nitroaniline. 

β = 
(1.035∗𝑣(2)𝑚𝑎𝑥−𝑣(1)𝑚𝑎𝑥+2.64

2.8
 

(1)max et (2)max correspondent à la longueur d’onde à laquelle l’absorbance 

maximale a été mesurée dans le 4-nitroaniline (1) et la N,N-diéthyl-4-nitroaniline (2) 

respectivement. β représente la basicité de l’accepteur d’électron, il s’agit du paramètre le plus 

important pour la solubilisation de la chitine et doit être supérieur à 0.5 pour être capable de  

solubiliser la chitine (Waghorne 2020; Shamshina 2019). Finalement, il s’établit une compétition 

entre les interactions des liquides ioniques avec la chitine et des fibres de chitines entre elles. 

Plus l’anion du liquide ionique montre une basicité importante, plus il sera capable de rompre le 

réseau des liaisons hydrogène, en se liant aux hydrogènes présents sur la chitine. Pour bien 

choisir le liquide ionique, il faut prendre en compte ce facteur (Shamshina 2019; W. T. Wang et 

al. 2010).  

 Comme présenté précédemment, les liquides ioniques peuvent être recyclés, le plus 

souvent par l’addition d’un anti-solvant, utilisé lors de la régénération du LI. Après séparation de 

l’anti-solvant par évaporation, le liquide ionique devient réutilisable. Dans le cas du LI 

[C2mim][OAc], l’eau peut être utilisée comme anti-solvant. Les travaux de nos collaborateurs, 

réalisés sur une biomasse lignocellulosique (sciure de bois), prétraitée par [C2min][OAc], ont 

montré qu’il était possible de recycler jusqu’à sept fois le LI avant de perdre en efficacité 

(Auxenfans, Buchoux, Larcher, et al. 2014). Cette aptitude, à être recyclée, est extrêmement 

importante puisqu’elle permet de réduire considérablement le coût du prétraitement et de 

s’inscrire dans une stratégie de chimie durable.  

6. (Cyto)Toxicité des liquides ioniques à base de noyau imidazolium 

 Les liquides ioniques, et notamment ceux à noyau imidazolium, ne sont pas encore 

pleinement exploités, puisque leur coût de synthèse est souvent élevé en raison des purifications 

difficiles pour obtenir un produit final anhydre pur (Gnahm and Kolb 2011). De plus, un bon 
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nombre de liquides ioniques s’avèrent non biodégradables et très toxiques. Ils peuvent dénaturer 

les enzymes et perturber le fonctionnement cellulaire des organismes. En effet, Il est suspecté, 

que les cations des liquides ioniques réagissent et se lient avec les sites anioniques des enzymes, 

ce qui entraineraient des modifications de leur structure tridimensionnelle pouvant conduire à 

une perte d’activité (Stock et al. 2004). 

 Les liquides ioniques perturbent le fonctionnement cellulaire des bactéries et gênent les 

activités biologiques et la croissance des cellules. Dans le cas des LIs à base de noyau imidazolium, 

plus les chaînes alkyles présentes sur le noyau sont longues, plus le LI sera toxique (Romero et al. 

2008). Ces imidazoliums à longues chaines perturberont la croissance des microorganismes 

(Ganske and Bornscheuer 2006). Il est suspecté que la présence de longues chaines alkyles 

hydrophobes permette aux LIs de s’insérer dans les membranes des cellules, ce qui augmente 

leur perméabilité et peut induire leur rupture. La toxicité des imidazoliums peut être corrélée à 

leur caractère lipophile. La nature de l’anion, quant à lui, joue un rôle plutôt mineur dans leur 

cytotoxicité (Thuy Pham, Cho, and Yun 2010). 

 Les organismes, comme les algues, sont aussi sujets à la toxicité des imidazoliums puisque 

ces derniers perturberont le phénomène de la photosynthèse (Larson, Frost, and Lamberti 2008; 

Thuy Pham et al. 2010). Les plantes terrestres ne sont pas non plus épargnées par la toxicité de 

cette famille de LIs. En plus de perturber la photosynthèse, ils freineraient le développement des 

jeunes pousses. Cependant, il a été démontré qu’à faible concentration, les liquides ioniques 

favoriseraient la croissance des plantes ( Lin-Song Wang et al 2009). Enfin, concernant ces plantes 

terrestres, plus un imidazolium semble hydrophobe, plus il est toxique pour la plante (Thuy Pham 

et al. 2010). 

 Certains LIs à noyau imidazolium, comme le bromure de 1-méthyl-3-octylimidazolium 

([C8mim]Br), sont connus pour déclencher de sévères irritations sur les organismes exposés (Li et 

al. 2009). De plus, une étude réalisée sur des grenouilles élevées en milieu aqueux ionique, 

montre que les embryons issus des grenouilles, présentent des malformations et un taux de 

mortalité bien plus important dans la phase de neuro-développement (Li et al. 2009). Les 

expositions majeures des organismes comme l’ingestion d’eau ou de nourritures souillées aux 
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liquides ioniques peuvent conduire à la mort, s’ils sont ingérés en trop grande quantité (Li et al. 

2009).  

 Dans la majorité des cas, la toxicité des anions ne joue qu’un rôle mineur mais ces derniers 

peuvent être classés selon l’ordre de cytotoxicité décroissante suivant : [SbF6]- >[PF6]- >[BF4]- 

>[CF3SO3]- >[C8H17OSC3]- >[Br] - ≈[Cl] -(Stolte et al. 2006). 

7. Stabilité et dégradation des liquides ioniques à noyau imidazolium  

a. Dégradation forcée des noyaux imidazoliums 

 En raison de leur forte stabilité chimique et thermique, les liquides ioniques sont, par 

nature, peu biodégradables. Toutefois, ils peuvent être dégradés par oxydation chimique ou en 

étant soumis à de fortes températures. Pour ce qui est de la famille des imidazoliums, l’efficacité 

de ces deux types de dégradation dépend aussi de la longueur des chaines alkyles présentes sur 

le noyau. Nous pouvons citer l’oxydation par H2O2 couplée à des rayonnements UV. Dans ce cas, 

même si les chaines alkyles longues engendrent une forte résistance aux réactions d’oxydation, 

cette combinaison permet d’atteindre des taux de dégradation intéressants (Stepnowski and 

Zaleska 2005). À contrario, si la dégradation thermique est choisie, les longues chaînes alkyles 

facilitent la dégradation thermique (Awad et al. 2004).  

b. Biodégradabilité des imidazoliums 

 Ces deux types de dégradations sont cependant forcées et ne se déroulent pas de manière 

naturelle. Les liquides ioniques restent donc très stables dans leur environnement. Certains 

micro-organismes parviennent, avec le temps, à les dégrader mais cela reste difficile en raison de 

la toxicité des liquides ioniques envers ces derniers. Il semble que les microorganismes 

parviennent à hydrolyser les liquides ioniques à l’aide d’enzymes qui reconnaissent certains 

groupements comme des amides et des esters. D’autres enzymes, spécifiques aux groupements 

acides carboxyliques ou hydroxyles, réduisent l’efficacité des LIs. En l’absence de groupement 

hydrolysable sur les LIs, les microorganismes sont incapables de dégrader efficacement les 

imidazoliums, c’est pourquoi les LIs sont généralement très peu biodégradables (Gathergood, 

Scammells, and Garcia 2006; Gathergood, Teresa, and Scammells 2004; Thuy Pham, Cho, and Yun 

2010). 
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Par ailleurs, la nature de l’anion joue, cette fois-ci, un rôle dans le succès de la dégradation 

biologique. La biodégradabilité en fonction de l’anion décroit dans le sens suivant : [PF6]- >[BF4]- 

>[Br] -. Cela serait dû au caractère hydrophile des liquides ioniques composés de ces anions 

(Gathergood et al. 2006, 2004). La toxicité des produits de dégradation, commence à être étudiée 

et ces derniers sont généralement moins toxiques que les LIs. Cependant, de nombreuses études 

sont à poursuivre puisqu’un petit changement dans la structure d’un liquide ionique peut amener 

à une meilleure ou à une moins bonne dégradabilité (Jordan and Gathergood 2015). 

 La rétention des liquides ioniques dans les sols dépend beaucoup de leur composition et 

notamment des minéraux présents. Des interactions électrostatiques entre LIs et minéraux 

s’opèrent et peuvent même amener à des liaisons extrêmement stables pour les longues chaînes 

alkyles. Ces liaisons fortes s’effectuent aussi sur les sédiments marins. Cependant, la toxicité des 

liquides ioniques au niveau des sédiments marins n’a pas encore été étudiée (Stepnowski, 2005). 

Les liquides ioniques peuvent donc être extrêmement dangereux pour l’environnement et leur 

traitement après manipulation doit être précautionneux pour ne pas en déverser dans 

l’écosystème. 

Néanmoins, certaines plantes sont capables de dépolluer les sols contaminés par des 

liquides ioniques, si leur concentration n’est pas trop élevée. Elles stockeront généralement le 

liquide ionique majoritairement dans leurs racines mais il peut aussi être présent dans leurs 

parties foliaires. Une plante fourragère, l’ivraie, a été étudiée pour sa capacité à éliminer 

[C4min][Br] de solutions aqueuses. Une fois dans la plante, 11 à 15 % du [C4min][Br] a été 

métabolisé en différents produits observables Figure I.10 (Habibul et al. 2019). Les métabolites 

sont, pour certains, obtenus par oxydation du [C4min][Br]. 
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Figure I.10 : Biotransformation du [C4min]+ en différents métabolites dans l’ivraie (Habibul et al. 2019). 

Le choix des LIs à base de noyau imidazolium ainsi que les conditions opératoires et les 

concentrations en LIs utilisées pour réaliser nos travaux de recherche lors de cette thèse ont 

fortement été influencés par l’ensemble de ces informations et des travaux réalisés au GEC 

(Auxenfans, Buchoux, Husson, et al. 2014; Auxenfans, Buchoux, Larcher, et al. 2014; Auxenfans, 

Husson, and Sarazin 2017).  

IX. Objectif de nos travaux (Gael Huet et al. 2020) 

 L’objectif de ces travaux consiste à étudier l’impact des prétraitements aux liquides 

ioniques sur la chitine, dans le but, d’améliorer sa dépolymérisation enzymatique. La première 

étude est réalisée sur une chitine commerciale disponible et qui provient de carapaces de 

crustacés (Husson et al. 2017). La compréhension des changements structuraux, engendrés par 

le prétraitement aux liquides ioniques sur la chitine, est aussi l’un des grands aspects des deux 

études réalisées. Plusieurs types de chitinases ont été testés afin d’étudier leur sélectivité pour 

obtenir différents oligosaccharides. De plus, différentes méthodes de prétraitement ont été 

effectuées, dans le but de minimiser à la fois les quantités de liquide ionique utilisées et le 

nombre d’étapes à effectuer. Dans un second temps, la chitine provenant de plusieurs sources 

non commerciales seront testées dans les conditions les plus optimales (Gael Huet et al. 2020). 

Parmi ces sources, nous avons choisi celles provenant de différents insectes. En effet, si la 

littérature sur la chitine extraite de crustacés est abondante, elle l’est beaucoup moins sur celle 
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provenant des insectes. Certaines données peuvent être contradictoires ou simplement issues 

d’une simple extrapolation des données sur la chitine des crustacés. De plus, l’émergence de la 

bioraffinerie de l’insecte, nous a fortement incité à explorer cette chitine afin de la valoriser au 

mieux. Les deux sources de chitine (crustacés et insectes) seront caractérisées à différents 

niveaux d’extraction, dans le but de mieux comprendre la différence de composition de celles-ci 

et, en quoi, cela favorise leur utilisation à plus grande échelle. Enfin la fermentescibilité en milieu 

ionique par Scheffersomyces stipitis des hydrolysats obtenus a été étudiée (Figure I.11).  

 

 

Figure I.11 : Transformation des biomasses chitineuses en bioéthanol. 
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Partie B : Articles, résultats et discussion 

 

 

 

 

 

 

 

 

Article 1 
  



69 
 



70 
 



71 
 



72 
 



73 
 



74 
 



75 
 



76 
 



77 
 



78 
 



79 
 



80 
 



81 
 



82 
 



83 
 



84 
 



85 
 



86 
 



87 
 



88 
 



89 
 



90 
 



91 
 



92 
 



93 
 



94 
 



95 
 



96 
 



97 
 



98 
 



99 
 

 



100 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

Article 2 
 



101 
 



102 
 



103 
 



104 
 



105 
 



106 
 



107 
 



108 
 



109 
 



110 
 



111 
 



112 
 



113 
 



114 
 



115 
 



116 
 



117 
 



118 
 



119 
 



120 
 



121 
 



122 
 



123 
 



124 
 



125 
 



126 
 



127 
 



128 
 



129 
 



130 
 

 



131 
 



132 
 



133 
 



134 
 



135 
 



136 
 



137 
 



138 
 



139 
 



140 
 



141 
 



142 
 



143 
 



144 
 



145 
 



146 
 



147 
 



148 
 



149 
 



150 
 



151 
 



152 
 



153 
 



154 
 



155 
 



156 
 



157 
 



158 
 



159 
 



160 
 



161 
 



162 
 



163 
 

 



164 
 

Résultats : 
-E. Husson, C. Hadad, G. Huet, S. Laclef, D. Lesur,b, V. Lambertyn, A. Jamali, S. Gottis, C. Sarazin, 

A. Nguyen Van Nhien ; Effect of room temperature ionic liquids on selective biocatalytic 

hydrolysis of chitin via sequential or simultaneous strategies ; Green Chemistry ; 2017 ; 19, 

4122-4131 (DOI : 10.1039/C7GC01471F)   

- G. Huet, Caroline Hadad, E. Husson, S. Laclef, Virginie Lambertyn, M. Araya Farias, Arash Jamali, 

M. Courty, R. Alayoubi, I. Gosselin, C. Sarazin, A. Nguyen Van Nhien ; Straightforward extraction 

and selective bioconversion of high purity chitin from Bombyx eri larva: Toward an integrated 

insect biorefinery ; Carbohydrate Polymers ; 2020 ; 228 ; 115382 (DOI : 

10.1016/j.carbpol.2019.115382) 

I. Discussion et conclusions 

Les deux articles, publiés dans les journaux internationaux « Green Chemistry » et 

« Carbohydrate Polymers », sont complémentaires l’un de l’autre. 

 Le premier article traite de la faisabilité du prétraitement aux liquides ioniques, sur une 

chitine commerciale de haute pureté, avec deux voies de prétraitement/hydrolyse proposées : 

(i) la voie séquencée, où le prétraitement est réalisé en amont de l’hydrolyse, et (ii) la voie 

simultanée, où l’hydrolyse est effectuée en milieu ionique (Chart 1 (Husson et al. 2017)). Cette 

première étude nous a permis d’obtenir de précieuses informations nécessaires à l’obtention de 

rendements d’hydrolyse, concurrentiels à ceux de la littérature (Tableau 1 (Husson et al. 2017)). 

Dans le deuxième article, nous avons étendu cette méthode à des chitines de différentes sources, 

avec l’objectif, de valoriser la bioraffinerie de l’insecte, en proposant une voie de valorisation des 

cuticules d’insectes en mono-, chito-oligosaccharides. 

 L’impact du prétraitement de la chitine par deux liquides ioniques commerciaux à base 

de noyau imidazolium (respectivement acétate de 1-éthyl-3-méthylimidazolium ([C2mim][OAc] 

et méthylphosphonate de 1-éthyl-3-méthylimidazolium [C2mim][MeO(H)PO2]) sur les résultats 

des hydrolyses enzymatiques a été étudié (Figure I.12).  
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Figure I.12 : Liquides ioniques utilisés dans l’étude : (a)[C2min][OAc] et (b) [C2min][MeO(H)PO2]. 

Comme exposé précédemment, la chitine est un polymère semi-cristallin ce qui lui 

confère sa propriété récalcitrante. Cela est lié au réseau de liaisons hydrogène, hautement 

ordonné, qu’il est nécessaire de désorganiser pour permettre, dans un second temps, une 

meilleure hydrolyse enzymatique. Le « chart 1 » de notre premier article (Husson et al. 2017) 

résume la stratégie développée pour affecter la structure supramoléculaire du polymère en 

amont de son hydrolyse enzymatique. [C2min][OAc] et [C2min][MeO(H)PO2] ont été choisis pour 

leur impact positif sur le prétraitement de biomasses lignocellulosiques, en augmentant leur 

digestibilité par des hydrolases (Auxenfans, Buchoux, Larcher, et al. 2014b; Auxenfans et al. 2017; 

Yang et al. 2013). De plus, grâce à leurs chaines alkyles inférieures à 4 carbones, leur toxicité en 

est grandement réduite. Ce prétraitement doux (110 °C, 40 min) permet de solubiliser 

partiellement la chitine. L’arrêt du prétraitement se fait par ajout d’eau qui réagira, par l’effet 

anti-solvant, et faire précipiter la chitine. Des traces de liquide ionique peuvent subsister entre 

les fibres de chitine et ces dernières doivent être convenablement nettoyées par une succession 

de rinçages à l’eau, de re-dispersion des fibres au bain à ultrason et de filtration des fibres. La 

chitine est ensuite lyophilisée et est appelée chitine prétraitée.  

Lors de cette première étude, nous avons testé deux chitinases: (i) une chitinase de 

Trichoderma viride (TV, mycète), hydrolysant sélectivement la chitine en N-acétylglucosamine 

(GlcNAc, DP1), le monomère de la chitine, et (ii) une seconde provenant de Streptomyces griseus 

(SG, bactérie), pouvant hydrolyser la chitine en N,N’-diacétylchitobiose (GlcNAc2, DP2), le dimère 

du polymère de chitine. La stratégie séquencée, décrite dans cet article, démontre une efficacité 

supérieure de [C2mim][OAc] par rapport à l’utilisation du LI [C2mim][MeO(H)PO2]. En effet, la 

Figure 1 du Green Chem. 2017 (Husson et al. 2017), compare les rendements en DP1 et DP2 

obtenus à partir de la chitine non traitée, et des chitines prétraitées aux deux LIs. 
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Les hydrolyses de la chitine, non prétraitée ou prétraitée au [C2mim][MeO(H)PO2] 

catalysées par les enzymes de T. viride, ne permettent d’atteindre que de très faibles rendements 

(10.74 ± 1.40 mg/g de chitine). Seul le prétraitement au [C2mim][OAc] donne lieu à une 

augmentation des rendements en DP1 en utilisant les chitinases de T. viride. En ce qui concerne 

les hydrolyses catalysées avec les chitinases de S. griseus, le prétraitement au [C2mim][OAc] 

induit également une augmentation des rendements en DP2. [C2mim][MeO(H)PO2] n’a donc pas 

permis d’augmenter les rendements en DP1 ou DP2 et n’est donc pas efficace pour prétraiter la 

chitine en amont de son hydrolyse enzymatique contrairement à [C2mim][OAc].  

Les caractérisations, effectuées sur les chitines prétraitées, ont également montré un 

impact différent du LI [C2mim][OAc] sur la chitine pure comparé au prétraitement effectué avec 

[C2mim][MeO(H)PO2]. En effet, les images obtenues par microscopie électronique à balayage 

(MEB) indiquent un changement morphologique important de la chitine, après prétraitement au 

[C2mim][OAc]. Les particules observées dans le cas de la chitine pure, ou encore après 

prétraitement au [C2mim][MeO(H)PO2], ne sont plus visibles donnant lieu à une structure plus 

expansée sous forme de feuillets (Figure 3 (Husson et al. 2017)). Ce changement structural a 

également été mis en évidence avec le calcul de l’indice de cristallinité, réalisé à partir des 

diffractogrammes obtenus par DRX (Figure 4 (Husson et al. 2017)). Une baisse notable de cet 

indice a été notée après prétraitement au [C2mim][OAc], 50 % contre 75 %, dans le cas de la 

chitine pure alors qu’aucune baisse n’a été observée, dans le cas de la chitine prétraitée au 

[C2mim][MeO(H)PO2]. De plus, le paramètre Kamlet taft de [C2mim][OAc] est de 0,64 contre 0,48 

pour [C2mim][MeO(H)PO2] en accord avec les données de la littérature concernant d’autres 

polysaccharides (Shamshina 2019). En dessous de β<0.5, la basicité nette du liquide ne serait pas 

suffisante pour entrer en interaction avec les liaisons hydrogènes et déstabiliser le réseau intra- 

et inter-chaines au sein du polymère.  

Ces premières analyses nous ont donc permis de sélectionner le LI le plus adapté pour le 

prétraitement de ce biopolymère. Une fois ce dernier sélectionné, nous avons opté pour une 

seconde stratégie visant à limiter le nombre d’étapes intermédiaires liées à l’élimination du 

liquide ionique de la chitine et permettant de diminuer la quantité de LI utilisée. Cette méthode, 
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dite simultanée, s’opère sans retirer le liquide ionique de la chitine après prétraitement et 

l’hydrolyse enzymatique se fera alors en milieu LI. Différents essais ont été réalisés avec les deux 

chitinases et à différentes concentrations en LI entre 5 à 50 % (v/v). La Figure 5 (Husson et al. 

2017) indique l’ensemble des rendements en DP1 et DP2 obtenus, après 24 h d’hydrolyse 

enzymatique et à différentes concentrations. De cette étude, nous pouvons conclure que la 

présence du LI en milieu aqueux n'a pas d’influence sur la sélectivité de chaque enzyme. En effet, 

comme pour la stratégie séquencée, la chitinase de T. viride a généré principalement la N-

acétylglucosamine (DP1) et le produit principal obtenu avec la chitinase de S. griseus est le N, N'-

diacétylchitobiose (DP2). Notons que le meilleur rendement en DP1 est celui obtenu avec une 

concentration de 5 % (v/v) en LI (77.26 ± 2.34 mg/g chitine vs 7.89 ± 0.90 mg/g de chitine sans 

LI). A une concentration de 10% (v/v) en LI, une légère baisse de ce rendement est observable. 

En revanche, à partir d’une concentration de 20% (v/v) de [C2mim][OAc], une diminution 

importante des rendements a été notée, probablement due à la désactivation partielle de la 

chitinase, induite par une plus grande quantité de liquide ionique. Enfin, à partir de 40 % (v/v), la 

N-acétylglucosamine n’est plus détectée par HPLC suggérant une désactivation totale de la 

chitinase. Des résultats similaires ont été obtenus en présence de S. griseus, où le rendement en 

DP2 le plus élevé a été obtenu à une concentration de 10 % (v/v) en LI. Toutefois, quel que soit 

l’enzyme utilisée (T. viride ou S. griseus), les rendements obtenus, à une concentration de 5 % ou 

10 % (v/v) en LI, restent inférieurs à ceux obtenus par la stratégie séquencée (DP1 : 118.38 ± 

17.59 mg/g chitine vs 77.26 ± 2.34 mg/g chitine ; DP2 : 573.72 ± 5.99 vs 667.60 ± 20.71 mg/g de 

chitine). La stratégie simultanée est un compromis entre l’accès des enzymes au substrat avec le 

prétraitement au liquide ionique et la dénaturation des enzymes par ce même liquide ionique. 

Enfin, nous avons étudié l'influence du mélange des deux chitinases commerciales sur la 

sélectivité et sur les rendements obtenus en DP1 et DP2 après hydrolyse enzymatique par voie 

séquencée et simultanée de la chitine non traitée et de la chitine prétraitée au LI. La stratégie 

utilisée est décrite dans le Chart 1 (Husson et al. 2017): (i) les deux chitinases sont introduites en 

même temps pendant 24 h, (ii) les deux chitinases sont introduites successivement, la deuxième 

enzyme étant introduite 24 h après la première. Les résultats obtenus ont montré que quelle que 

soit la combinaison, la sélectivité s’est orientée majoritairement vers la formation du DP1, les 
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rendements résiduels en DP2 ne dépassant pas 4 mg/g de chitine non-traitée ou prétraitée. En 

revanche, pour les trois combinaisons d’enzymes testées, les rendements en DP1 ont été 

significativement améliorés que cela soit dans le cas de la chitine non traitée ou dans le cas de la 

chitine prétraitée au LI. C’est la combinaison « SG puis TV », par voie séquencée, appliquée à la 

chitine prétraitée qui conduit au rendement le plus élevé en DP1 (760.0 ± 0.1 mg/g de chitine), 

suggérant une synergie entre les deux chitinases. Il est important de noter que ce rendement en 

DP1 est largement supérieur à ceux de la littérature comme le montre le Tableau 1 (Husson et al. 

2017). 

Nous avons étendu cette méthode à différentes sources de biomasses chitineuses en 

nous affranchissant pour certaines, des étapes d’extraction de la chitine. Cette étude a fait l’objet 

du second article présenté dans ce chapitre (Gael Huet et al. 2020). 

Deux sources de chitine ont alors été sélectionnées : la première est obtenue à partir de 

cuticules de Bombyx eri, une chenille et, la seconde, à partir de carapaces de Crangon crangon, 

une crevette. De cette façon, nous avons pu comparer les avantages et les inconvénients de 

travailler sur une source provenant d’insectes ou de crustacés. En effet, ce deuxième article 

présente également la composition des biomasses chitineuses en chitine, protéines, minéraux, 

eau et lipides à différents stades de l’extraction. La « 0 étape » représente la biomasse brute 

nettoyée au préalable avec de l’eau et de l’éthanol. La « 1 étape » correspond à la « 0-étape » 

ayant subi uniquement l’étape de déprotéinisation. Enfin, la « 2 étapes » correspond à la « 0 

étape » ayant subi les deux étapes d’extraction, c’est à dire la déminéralisation et la 

déproteinisation. Le prétraitement au [C2min][OAc] a ensuite été effectué sur les différents 

échantillons, nous permettant de comparer son efficacité en fonction de la source et de la pureté 

de la chitine. Pour cela, les biomasses ont été hydrolysées par les mêmes enzymes employées 

lors de l’article précédent, selon la stratégie séquencée et en combinant les chitinases.  

Il est important de noter que le ratio « chitine/protéines/minéraux/eau/lipides » dépend 

fortement de la source. C’est pourquoi une partie de ces travaux a tout d’abord été dédiée à la 

détermination des compositions en fonction de l’étape d’extraction. Toutes ces informations 

sont regroupées dans le Tableau 1 (Gael Huet et al. 2020). 
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Les résultats de composition des chitines/biomasses chitineuses permettent de mettre 

en évidence une information majeure qui est la teneur en minéraux, bien plus importante, pour 

les échantillons «0» et «1 étape» issus de Crangon crangon (respectivement 21.73 et 30.31 %) 

par rapport aux échantillons «0» et «1 étape» issus de Bombyx eri (respectivement 1.9 % et 0.75 

%). À contrario, la teneur en protéines est sensiblement égale, dans les biomasses de chitine de 

Bombyx eri et Crangon crangon n’ayant subi aucune étape d’extraction (0 étape), soit 

respectivement 45.8 % et 49.7%. Il y a donc une nette différence de la proportion de chitine 

présente dans les sources puisque la quantité de chitine pour les deux biomasses est de 45% pour 

Bombyx eri (0 étape) contre seulement 19.3% pour Crangon crangon (0 étape). Il est important 

de souligner ici, qu’après une étape de déproteinisation, la biomasse de chitine issue de Bombyx 

eri est relativement pure et prête à utilisation (89.7% de chitine, 0.75% de minéraux et 0.4% de 

protéines) alors que celle issue de Crangon crangon contient moins de 65% de chitine, le reste 

correspondant majoritairement aux minéraux. De plus, la composition de l’échantillon de 

Bombyx eri, après les 2 étapes d’extraction, est similaire à celle obtenue après 1 étape. L’étape 

de déminéralisation n’est donc pas nécessaire ce qui minimise le coût de l’extraction et pourrait 

faciliter le procédé industriel. En revanche, cette étape est indispensable, dans le cas de la 

biomasse de chitine issue de Crangon crangon , si l’on souhaite obtenir un pourcentage de chitine 

supérieur à 90%.  

Les biomasses de chitine sont ensuite prétraitées au LI et soumises à l’hydrolyse 

enzymatique. Ce prétraitement a été réalisé sur l’ensemble de nos échantillons et les indices de 

cristallinité de la chitine, ainsi que les DTGmax (dérivé maximale de l’analyse 

thermogravimétrique) avant et après prétraitement, sont présentés dans le Tableau 2 (Gael Huet 

et al. 2020). Ces données permettent, de mettre en évidence, une perte de cristallinité et une 

baisse de la DTGmax sur l’ensemble de nos échantillons prétraités au [C2min][OAc]. Le 

prétraitement au LI permet de baisser la cristallinité du polymère en déstabilisant le réseau de 

liaisons hydrogène, rendant ainsi la structure supramoléculaire de la chitine plus amorphe. 

Comme dans le cas de la chitine commerciale, les clichés MEB montrent que la structure de la 

chitine change après prétraitement et passe d’une structure condensée de petites particules à 
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une structure en feuillets beaucoup plus expansée après prétraitement au [C2min][OAc]. Cette 

structure, plus expansée, faciliterait aussi l’accès des chitinases au polymère. 

 Dans cette étude, nous avons également montré que le prétraitement au [C2min][OAc] 

permet de solubiliser les protéines et que ces dernières peuvent être partiellement éliminées des 

biomasses chitineuses quelle que soit la source.  

 En ce qui concerne les résultats obtenus lors des hydrolyses enzymatiques, la première 

constatation qui peut être faite est que, indépendamment de la source, de l’étape d’extraction 

ou encore de la chitinase utilisée, le prétraitement au LI augmente les rendements en DP1 et DP2 

obtenus par hydrolyse enzymatique. En effet, les rendements des hydrolyses réalisées sur 

Crangon crangon « 2 étapes » passent de 7 mg GlcNAc/g de chitine à 118 mg de GlcNAc/g de 

chitine lorsque la chitine est prétraitée et hydrolysée par la chitinase extraite de TV. La même 

constatation est faite pour la chitine issue de Bombyx eri où les rendements augmentent de 72 

mg de GlcNAC/g de chitine à 121 mg de GlcNAc/g de chitine. Quelle que soit la biomasse utilisée, 

les rendements atteignent une valeur maximale aux alentours de 120 mg en GlcNAc/g de chitine 

lorsque la chitinase de TV est utilisée. Les rendements maximaux sont aux alentours de 680 mg 

de GlcNAc2/g de chitine lorsque la chitinase de SG est utilisée sur de la biomasse prétraitée au 

[C2min][OAc]. Lorsque les deux enzymes sont combinées, les rendements obtenus à partir de la 

chitine de Bombyx eri « 2 étapes » prétraitée sont particulièrement élevés et atteignent 899 mg 

de GlcNAc/g de chitine. Les rendements obtenus sur la chitine de Crangon crangon « 2 étapes » 

prétraitée sont aussi élevés mais légèrement inférieurs avec des valeurs de 760 mg de GlcNAc/g 

de chitine.  

 Cette différence de rendement, entre les biomasses prétraitées et non prétraitées, peut 

s’expliquer par la différence de cristallinité, avant et après prétraitement. Comme constaté dans 

le premier article (Husson et al. 2017), l’indice de cristallinité est hautement corrélé aux 

rendements des hydrolyses (Tableau 2, (Gael Huet et al. 2020)). Plus une chitine est cristalline, 

moins les rendements sont élevés. Cette hypothèse est vérifiée sur les chitines non prétraitées 

au liquide ionique. En effet, les hydrolyses réalisées sur Crangon crangon, qui est plus cristalline 

que Bombyx eri, ont donné des rendements nettement inférieurs. Cette plus faible cristallinité 
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de la chitine d’insectes a permis aux hydrolyses réalisées sans prétraitement avec l’enzyme 

extraite de SG, d’obtenir des rendements intéressants (566 mg GlcNAc2/g de chitine). Les 

échantillons obtenus à partir de la biomasse de Bombyx eri, naturellement plus amorphe, 

seraient de meilleurs candidats puisqu’ils nécessiteraient moins de traitement pour l’extraction 

et moins de prétraitement au LI pour obtenir de bons rendements en oligosaccharides.  

 La levure Scheffersomyces stipitis a été sélectionnée, en accord avec les données de la 

littérature (Inokuma, Hasunuma, and Kondo 2016), dans le but de fermenter de la N-

acétylglucosamine et le chitobiose obtenus dans les hydrolysats en éthanol. En parallèle, La 

fermentation a également été réalisée en utilisant la N-acétylglucosamine commerciale comme 

source de carbone. Les rendements en éthanol obtenus pour chacune de ces fermentations ont 

été comparés. La production d'éthanol a été observée sur tous les échantillons contenant le 

monomère GlcNAc, quelle que soit leur origine. En revanche, aucune production d’éthanol n’a 

été détectée à partir des hydrolysats riches en DP2 (Tableau S2, supporting information, (Gael 

Huet et al. 2020)). 

Notons que la totalité de la N-acétylglucosamine a été consommée au niveau de toutes 

les expériences, même si les concentrations en éthanol déterminées sont différentes. En effet, la 

fermentation de la N-acétylglucosamine commerciale a fourni les meilleurs rendements avec une 

concentration en éthanol de 0.19 g d’éthanol /g de GlcNAc soit un rendement de 44.7 %. Le 

rendement obtenu à partir de l’hydrolysat, issu de la dégradation enzymatique de la chitine 

commerciale prétraitée, atteint 0.14 g/g soit un rendement de 32.5 %. Enfin, la fermentation, 

réalisée sur l’hydrolysat, issu de la dégradation enzymatique de la chitine prétraitée de Bombyx 

eri 2 étapes, permet d’obtenir un rendement de 0.09g/g soit un rendement de 22.3 %. Même si 

les rendements restent inférieurs à ceux obtenus à partir de la glucosamine commerciale, ces 

expériences démontrent que la fermentation n’est pas inhibée par les traitements effectués sur 

les biomasses de chitine (déprotéinisation, déminéralisation mais aussi le prétraitement au 

[C2min][OAc]). Les liquides ioniques sont connus pour leurs cytotoxicités or S.stipitis a été capable 

de fermenter la glucosamine, provenant d’un hydrolysat de chitine prétraitée, et donc avec de 

potentielles traces de [C2min][OAc]. La voie séquencée ne semble pas générer d’inhibiteur 
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potentiel pour les microorganismes responsables de la fermentation. Il est important de 

souligner, ici, que ces résultats encourageants ont été obtenus sans optimisation des conditions 

opératoires de la fermentation. 

 

II. Conclusions :  

 La chitine provenant de Bombyx eri semble être une source prometteuse, en raison de sa 

faible teneur en minéraux, permettant une extraction facilitée, moins coûteuse mais aussi moins 

polluante. Cette faible teneur en minéraux engendre une teneur en chitine plus importante dans 

les biomasses non extraites (0 étape) avec 45 % de chitine dans Bombyx eri contre 19.3 % chez 

Crangon crangon. Lorsque seule, l’étape de déprotéinisation est réalisée, cette teneur en chitine 

passe à 90 % pour Bombyx eri contre seulement 65 % pour Crangon crangon. De plus, la chitine 

de Bombyx eri est naturellement plus amorphe que celle de Crangon crangon ce qui lui confère 

une meilleure digestibilité enzymatique. 

 Le prétraitement au [C2min][OAc] a démontré son efficacité à amorphiser la chitine et à 

augmenter les performances de la dépolymérisation enzymatique, indépendamment de la 

source de chitine et de la composition de la biomasse chitineuse. La capacité d’un liquide ionique 

à solubiliser et à prétraiter la chitine provient de sa capacité à disrupter le réseau de liaison 

hydrogène. Cela est directement lié à la valeur du paramètre β des paramètres Kamlet Taft qui 

doit être supérieur à 0,5 pour pouvoir solubiliser la chitine. Plus le paramètre β est important, 

plus le liquide ionique est capable de rompre le réseau de liaisons hydrogène et ainsi de 

solubiliser la chitine. Le [C2min][MeO(H)PO2] n’ayant pas un paramètre β assez important, il n’a 

pas été efficace en tant que prétraitement de la chitine. Enfin, La fermentescibilité aérobie des 

hydrolysats riches en N-acétylglucosamine a été démontrée en présence de S. stipitis.  
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Chapitre 2 : Liquides ioniques versus liquides ioniques zwittérioniques : 

Impact des prétraitements des biomasses chitineuses et 

lignocellulosiques sur la dépolymérisation enzymatique 

Partie A : État de l’art 
Une introduction complète ayant déjà été faite sur la biomasse chitineuse et ses 

prétraitements aux liquides ioniques (LIs) dans l’introduction générale et le chapitre I, nous avons 

focalisé l’introduction de ce deuxième chapitre sur une autre ressource renouvelable riche en 

polysaccharides : la biomasse lignocellulosique (BLC) ; sa transformation et l’utilisation de néo-

solvants tels que les liquides zwitterioniques (ZILs) pour son fractionnement. 

I. Composition de la biomasse lignocellulosique  

 Il existe un large panel de biomasses lignocellulosiques, potentiellement valorisables, 

telles que les résidus forestiers (bois durs versus bois tendre), les résidus agricoles (paille de blé, 

paille de riz et tiges de maïs) ainsi que les cultures dédiées (Miscanthus x gigantus). La BLC est 

d’un intérêt majeur pour les exploitations forestières qui produisent une quantité importante de 

sciure de bois mais aussi pour les exploitations agricoles qui génèrent beaucoup de co-produits. 

Il a été estimé que la production annuelle mondiale de BLC était d’environ 181,5 milliard de 

tonnes (Dahmen et al. 2019; Kumar, Singh, and Singh 2008). Dans l’Union Européenne, connue 

pour ses nombreuses exploitations agricoles et forestières, cela représente 513 millions 

d’hectares repartis en forêts (36 %), terres agricoles (32 %) et pâturages (15 %), potentiellement 

capables de fournir de la BLC (Fischer et al. 2010).   

 La BLC est composée de trois principaux biopolymères distincts : la cellulose, 

l’hémicellulose et la lignine. Cependant, la proportion entre ces trois biopolymères varie en 

fonction de la source. De manière générale, la teneur en cellulose dans une biomasse varie de 25 

à 55 %, de 8 à 50 % en ce qui concerne l’hémicellulose et de 10 à 35 % pour la lignine (Zhao et al. 

2012). Les teneurs en cellulose et en lignine sont plus importantes dans le bois, alors que la 

teneur en hémicellulose est plus importante dans les biomasses herbacées (Zhao et al. 2012) 

(Tableau II.1).  
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Tableau II.2 : Compositions moyennes en cellulose, hémicellulose et lignine des biomasses provenant du bois ou de sources 

herbacées (Zhao et al. 2012). 

SOURCES COMPOSITION 
MOYENNE EN CELLULOSE 

(%) 

COMPOSITION 
MOYENNE EN 

HÉMICELLULOSE (%) 

COMPOSITION 
MOYENNE EN LIGNINE 

BIOMASSES DE BOIS 40-55 8-25 18-35 
BIOMASSES HERBACÉES 25-50 20-50 10-30 

  

Les trois polymères sont étroitement liés entre eux pour donner sa structure à la BLC 

(Figure II.10). Les chaines de cellulose s’assemblent entre elles, par le biais d’un réseau de liaisons 

hydrogène, pour former des fibres. Les fibres de cellulose sont, comme pour la chitine, semi-

cristallines et composées de zones amorphes et de zones cristallines (Thygesen et al. 2005). Les 

pectines peuvent aussi se retrouver, entre les chaînes d’hémicellulose et de cellulose, pour 

apporter de la stabilité au réseau. La lignine est un polymère amorphe qui donnera sa rigidité à 

la structure et la protégera des attaques microbiologiques (Brodeur et al. 2011). De manière 

générale, la cellulose et l’hémicellulose se trouvent dans les lamelles moyennes et internes de la 

paroi secondaire, alors que la lignine est localisée dans les lamelles moyennes externes. Cette 

structuration complexe est à l’origine des propriétés récalcitrantes de la BLC : principal verrou 

scientifique et technologique à sa valorisation.    

 

Figure II.10 : Vue simplifiée de l’organisation de la matrice lignocellulosique. 
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II. Cellulose 

1. Structure chimique 

 La cellulose est généralement la principale composante de la BLC. Elle est composée de 

motifs glucose, reliés entre eux, par des liaisons osidiques β 1-4 (Figure II.11). Ce polymère est 

donc polaire et possède trois fonctions hydroxyles par monomère (hors monomères aux 

extrémités) en C2, C3 (alcools secondaires) et C6 (alcool primaire). Ces fonctions libres donnent 

au polymère de cellulose, ses propriétés récalcitrantes puisqu’elles permettront la formation des 

liaisons hydrogène. Ces liaisons inter- ou intra-chaines sont à l’origine de la structure 

supramoléculaire de la cellulose. Les liaisons couramment observées sont l’hydrogène de la 

fonction hydroxyle en C3 qui interagit avec l’oxygène du cycle adjacent en C6, l’hydrogène de la 

fonction hydroxyle en C6 qui interagit avec l’oxygène de la fonction hydroxyle en C2 et 

l’hydrogène de la fonction hydroxyle en C6, qui interagit avec l’oxygène en C3 (Pérez and Samain 

2010; André Pinkert, Kenneth N. Marsh, Shusheng Pang 2009).  

 

Figure II.11 : Représentation des interactions des liaisons hydrogène inter- et intra-chaines de la cellulose (André Pinkert, 

Kenneth N. Marsh, Shusheng Pang 2009). 

2. Cristallinité et polymorphisme 

  Il est possible de trouver la cellulose sous 4 formes cristallines notées I, II, III et IV. La 

forme I de la cellulose est celle, trouvée à l’état naturel, les chaines de cellulose s’agencent de 

manière parallèle les unes par rapport aux autres (Figure II.3). Les autres formes cristallines 

découlent de la première forme. La cellulose II a ses chaines qui s’organisent de manière 

antiparallèle, les unes par rapport aux autres (Figure II.3). Cela modifie le réseau de liaisons 

hydrogène qui s’organise différemment et devient plus dense. La cellulose II contient des cristaux 
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de plus petite taille et plus denses ce qui expliquerait la meilleure stabilité thermique de cette 

dernière (Langan, Nishiyama, and Chanzy 1999).   

 

Figure II.3 : Représentation schématique des polymorphismes de la cellulose I et II. 

 

 Les celluloses III et IV sont des formes obtenues à partir des deux précédentes à l’aide de 

traitements chimiques. L’alignement des fibres est conservé, mais un changement de la structure 

supramoléculaire de la cellulose est observé. Les formes III et IV sont toutes les deux des formes 

réversibles de la cellulose (Roche and Chanzy 1981; Pérez and Samain 2010 ; Kobayashi et al. 

2011; Masahida Wada, Heux, and Sugiyama 2004; Masahisa Wada, Ike, and Tokuyasu 2010).  
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III. Applications 

   La cellulose peut être utilisée pour une multitude d’applications (Figure II.4). De manière 

générale, elle peut aussi être transformée en molécules plateformes (oligosaccharides) pouvant 

être utilisées dans de nombreuses réactions chimiques. La cellulose peut servir d’excipient dans 

le domaine biomédical à l’aide des nanocristaux qui peuvent en être extraits (Seabra et al. 2018). 

Les nanocristaux de cellulose, combinés à des encres, peuvent être utilisables pour de 

l’impression 3D (Cernencu, Lungu, and Stancu 2019).  

 Bien entendu, la fermentescibilité des sucres, issus de la dépolymérisation de la cellulose 

pour l’obtention de bioéthanol, est l’application la plus étudiée en raison de la nécessité de 

trouver des alternatives aux carburants actuels. Ces biocarburants cellulosiques disposent d’un 

avantage certain sur les carburants fossiles puisqu’ils ne sont constitués que de carbones issus 

de la biosphère. Dans un cadre raisonné, et en utilisant les déchets agricoles, les biocarburants 

sont une alternative à envisager et même à exploiter au niveau industriel puisque ces biomasses 

sont disponibles en très grosses quantités et peu onéreuses. De plus, la production de 

biocarburants à partir de biomasses cellulosiques génère peu de gaz à effet de serre (Brodeur et 

al. 2011). 

 

Figure II.4 : Principales applications de la cellulose (Cernencu, Lungu, and Stancu 2019; Kolakovic et al. 2012; Seabra et al. 

2018; Carere et al. 2008; Czaja et al. 2007; Yang et al. 2011; J. Astruc 2018). 
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IV. Fermentation alcoolique de monosaccharides  

 La fermentation alcoolique est une voie métabolique qui peut être mobilisée par certains 

microorganismes, comme Escherichia coli ou Saccharomyces cerevisiae, pour la transformation 

de sources de carbone en éthanol. La fermentation se produit uniquement sous certaines 

conditions. La température est un facteur primordial : si la température est trop basse, les 

microorganismes entreront en stase, en revanche, si elle est trop haute, les microorganismes ne 

pourront pas survivre. De plus, bien que cette voie de synthèse produise de l’éthanol dans le 

milieu de culture, ce dernier est toxique vis-à-vis des microorganismes s’il est présent en trop 

grande quantité. Il est aussi nécessaire que le milieu de fermentation contienne de l’azote qui est 

indispensable pour la synthèse de protéines. La source de carbone des levures est généralement 

composée de monosaccharides comme les hexoses (le D-glucose, le D-mannose ou bien le D-

galactose) qui sont présents dans la cellulose et l’hémicellulose (Lin et al. 2014, Carere et al. 

2008). La voie métabolique pour ces trois monosaccharides est décrite Figure II.5. 

  



179 
 

 

Figure II.5: Voies métaboliques des hexoses pour S. cerevisiae, schéma tiré de van Maris et al., 2006. Les numéros dans la figure 

représentent des enzymes ou des noms d’étape de la voie métabolique. Les codes des gènes des enzymes sont : (i) Catabolisme 

du glucose : 2.7.1.1, hexokinase (HXK1/HXK2); 2.7.1.2, glucokinase (GLK1); (ii) Catabolisme du galactose par la voie Leloir : 

2.7.1.6, galactokinase (GAL1); 2.7.7.12, galactose-1-phosphate uridyltransferase (GAL7); 5.1.3.2, UDP-glucose 4-epimerase 

(GAL10); 5.4.2.2 phosphoglucomutase (GAL5/PGM2) ;  et (iii) Catabolisme du mannose : 2.7.1.1, hexokinase I (HXK1); 5.3.1.8, 

mannose-6-phosphate isomérase (PMI40) ;G-3-P, Glyceraldehyde-3-phosphate; DHAP, dihydroxy-acetone-phosphate; PEP, 

phospho-enol pyruvate; PPP, (Pentose phosphate pathway ou voie métabolique des pentoses phosphate). 

La voie métabolique de fermentation du glucose peut être réduite à l’équation suivante : 

1 Glucose + 2 ADP (adenosine diphosphate) + 2 Phosphate → 2 Ethanol + 2 ATP (adenosine triphosphate) + 2CO2  

 La fermentation du glucose est une voie de métabolisation libérant de l’éthanol et du CO2. 

Le caractère récalcitrant de la cellulose empêche l’obtention de rendements élevés lors de son 

hydrolyse. Des prétraitements aux liquides ioniques ont déjà été réalisés au [C2min][OAc] et au 

[C2min][MeO(H)PO2] pour augmenter les rendements des hydrolyses enzymatiques (Auxenfans 

et al. 2017). Cependant, un mauvais lavage de la cellulose après prétraitement peut entrainer la 

baisse des rendements en glucose en raison de la présence de liquide ionique résiduel, limitant 

ainsi son utilisation au niveau industriel. Les liquides ioniques zwitterioniques, grâce à leur 
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cytoxicité plus faible, sembleraient être une bonne solution pour démocratiser ce type de 

prétraitement puisque cela remédierait à la baisse des rendements en glucose (Chiaki Kodo, 

Kosuke Kuroda, Keisuke Miyazaki, Hisai Ueda 2020; Grøssereid et al. 2019; Wu et al. 2018). De 

plus, le caractère zwitterionique permet de s’affranchir du phénomène de dissociation des 

cations et anions comme dans le cas de simples liquides ioniques.  

V. Objectif des travaux 

 L’objectif initial des travaux fut de trouver une alternative moins toxique et moins 

onéreuse aux liquides ioniques pour le prétraitement de la biomasse chitineuse. Pour cela, une 

nouvelle famille de LIs, appelée zwitterionique a été synthétisée. La particularité des molécules 

dites zwitterioniques est de présenter sur leur squelette, à la fois une charge anionique et 

cationique. Les ZILs ont très récemment été étudiés pour leur capacité à solubiliser la BLC (Satria 

et al. 2018). En plus de partager des caractéristiques similaires aux liquides ioniques, comme la 

solubilisation des polymères constitutifs de la BLC, certains ZILs détiendraient une toxicité 

inférieure aux liquides ioniques classiques ce qui ouvrirait une opportunité à leur utilisation à 

grande échelle (Chiaki Kodo et al 2020). La synthèse des différents ZILs synthétisés dans l’étude 

est réalisée à base d’acide urocanique, molécule bio-sourcée dérivant de la L-histidine. La 

synthèse se réalise en 4 étapes dont les rendements respectifs se situent entre 85 % et 99 %. La 

synthèse est décrite Figure 1 de l’article et de plus amples informations sont disponibles dans le 

supporting information de l’article (Gaël Huet et al. 2020). Contrairement aux synthèses de 

nombreux LIs classiques, la dernière étape de synthèse des ZILs (passage sur résine amberlite 

IRN-78 (OH-)) ne nécessite pas d’étape de purification supplémentaire. Les ZILs ont donc un 

énorme avantage puisqu’ils sont biosourcés, et dans notre cas, ne nécessitent pas d’étapes de 

purification par chromatographie. La synthèse des ZILs n’a pas été réalisée par mes soins mais 

par les membres de l’équipe du LG2A (Figure II.6). 
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Figure II.6 : Structures des ZILs synthétisés.  

  Les ZILs, dont les chaînes alkyles vont de méthyle à pentyle, ont donc été testés sur une 

chitine commerciale puis sur différentes BLC (Figure II.7). Cet article présente une étude de 

l’influence de la longueur des chaines alkyles constitutives des ZILs sur leur efficacité à prétraiter 

les biomasses animales et végétales en vue d’améliorer in fine leur dépolymérisation 

enzymatique. Les résultats obtenus ont été comparés au LI de référence [C2mim][OAc] démontré 

comme efficace dans le chapitre 1 et largement reconnu pour son efficacité sur des biomasses 

végétales (Alayoubi et al. 2020).  

 La cytotoxicité des différents ZILs synthétisés a aussi été évaluée en fonction de la 

longueur de leur chaine alkyle sur des levures (S. cerevisiae, S. stipitis), des bactéries (E. coli, S. 

aureus), ou encore des moisissures (A. brasiliensis et P. chrysogenum). L’interaction des ZILs et 

leur toxicité vis-à-vis de la membrane de S. cerevisiae a aussi été étudiée par dynamique 

moléculaire par nos collaborateurs du LG2A (Dr. Benjamin Bouvier et Dr. Christine Cézard). Ces 

résultats ont été confrontés à des résultats expérimentaux concernant la fermentation 

éthanolique par S. cerevisiae en présence de différentes concentrations de ZILs.  
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Figure II.7 : Stratégies appliquées à la chitine et la cellulose. 

 

 

  



183 
 

Partie B : Article, résultats et discussion 
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Résultats : 

- G. Huet, M. Araya Farias, R. Alayoubi, S. Laclef, B. Bouvier, I. Gosselin, C. Cézard, R. Roulard, M. 

Courty, C. Hadad, E. Husson, C. Sarazin and A. Nguyen Van Nhien; New Biobased-Zwitterionic 

ionic liquids: Efficiency and biocompatibility for the development of sustainable biorefinery 

processes. Green Chemistry, 2020, 22, 2935-2946. (DOI : 10.1039/D0GC01002B) 

 

I. Discussion et conclusions  

 Le premier aspect abordé est l’efficacité d’une famille de liquides ioniques appelée ZILs à 

prétraiter et à solubiliser les biomasses chitineuses par rapport à l’utilisation d’un liquide ionique 

à motif imidazolium couramment utilisé. Malheureusement, les expériences de solubilisation de 

la chitine par les ZILs n’ont pas été concluantes et, par conséquent, aucune amélioration de 

l’hydrolyse enzymatique de la chitine n’a été observée. En effet, les rendements en 

oligosaccharides (DP1) lors des hydrolyses enzymatiques sont du même ordre de grandeur que 

pour la chitine non-prétraitée et restent bien inférieurs à ceux obtenus après prétraitement par 

[C2mim][OAc] (Figure II.8). La solubilisation de la biomasse chitineuse nécessite des liquides 

ioniques possédant un paramètre Kamlet-Taft élevé. Ainsi, certains des LIs pouvant être utilisés 

pour le prétraitement de la BLC ne pourront pas être employés sur des biomasses chitineuses. Il 

est donc important de bien sélectionner à l’avance une combinaison biomasse/liquide ionique 

adaptée pour le succès des prétraitements. Toutefois, afin de valoriser cette nouvelle famille de 

LIs, nous avons testé l’efficacité de nos liquides ioniques zwitterioniques sur différentes 

biomasses lignocellulosiques. 

https://doi.org/10.1039/D0GC01002B
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Figure II.8 : Rendements en N-acétyglucosamine (GlcNAc) de la chitine commerciale non-traitée et prétraitée aux ZILs, ou au 

[C2min][OAc] après hydrolyse enzymatique catalysée par des chitinases extraites de T. viride. 

 

 Deux biomasses lignocellulosiques, d’origines différentes mais de compositions 

cellulose/lignine similaires (cellulose : 44 %, lignine : 25 %) ont été sélectionnées : Miscanthus x 

giganteus (culture dédiée) et la sciure de bois de chêne (résidus forestiers pré-collectés) 

(Auxenfans, Buchoux, Husson, et al. 2014; Auxenfans, Buchoux, Larcher, et al. 2014). Malgré cette 

similitude en termes de composition chimique globale, il est à noter que les motifs structuraux, 

constitutifs de leurs fractions lignines (alcools trans-p-coumarique, trans-conniférylique et trans-

sinapique) et hémicellulose, sont respectivement différentes. Ceci pourrait induire une 

différence de sensibilité aux prétraitements.  

 Ces deux biomasses ont été prétraitées par les ZIL1 à 5 et [C2min][OAc]. L’efficacité du 

prétraitement a été étudiée via la détermination des rendements en glucose, obtenus en fin 

d’hydrolyses enzymatiques catalysées par des cellulases issues de Trichoderma reesei. La Figure 

7 de l’article résume l’ensemble des rendements en glucose obtenus avec ou sans prétraitement 

des deux biomasses lignocellulosiques. Les saccharifications enzymatiques des deux biomasses 

non prétraitées ont conduit à de faibles rendements en glucose (5.74 g pour 100 g de matière 

sèche pour les deux biomasses). Ce résultat confirme la nature récalcitrante de ces BLCs. Les 
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prétraitements aux ZILs ont permis d’augmenter les rendements des saccharifications (Figure 7, 

(Gaël Huet et al. 2020)). Il est à noter que la longueur des chaînes alkyles, présentes sur le noyau 

imidazolium du ZIL, impacte considérablement le rendement de saccharification. Parmi les 5 

longueurs de chaine testées, le prétraitement au ZIL2 (R = éthyl) semble le plus efficace puisque 

les rendements en glucose obtenus à partir des 2 biomasses sont les plus élevés. La 

saccharification de la biomasse de Miscanthus x giganteus prétraitée au ZIL2, donne lieu à un 

rendement en glucose de 12,96 ±1,97 % et dans le cas de la sciure de bois, le rendement s’élève 

à 24,92 ±1,97 %. La source de la biomasse et donc la composition structurale des polymères de 

lignine et hémicellulose semblent donc influencer l’efficacité des prétraitements aux ZILs. Les 

saccharifications effectuées pour des biomasses prétraitées au [C2min][OAc] ont conduit à des 

rendements supérieurs avec 24.53±0.76% pour le Miscanthus x giganteus et 27,96 ±1,98 % pour 

la sciure de chêne. Le prétraitement au [C2min][OAc] semble donc fonctionner efficacement sur 

tout type de BLC. Néanmoins, les rendements des saccharifications de la sciure de chêne 

prétraitée au ZIL2 ou au [C2min][OAc] restent du même ordre de grandeur. 

 Les micrographies MEB, réalisés sur Miscanthus x giganteus prétraitée au ZIL2, 

expliqueraient les plus faibles rendements obtenus puisqu’aucun changement structural n’a été 

observé. En revanche, après prétraitement au ZIL2, les micrographies MEB de la sciure de chêne 

montrent, quant à eux, une structure fibrillaire et expansée similaire aux biomasses ayant subi 

un prétraitement au [C2min][OAc] (Figure 8, (Gaël Huet et al. 2020)). L’influence du prétraitement 

aux ZILs sur la BLC dépend aussi de la nature de la source.  

 L’impact des prétraitements sur la BLC a aussi été étudié par diffraction aux rayons X 

(DRX) et analyse thermogravimétrique (ATG). Les diffractogrammes, obtenus à partir de la sciure 

de chêne, permettent de déterminer la cristallinité de la cellulose (Figure 9, (Gaël Huet et al. 

2020)). La cristallinité de la sciure de chêne non prétraitée est estimée à 51 % contre 46 % pour 

la sciure de chêne prétraitée par le ZIL2. Cette baisse mineure de la cristallinité suggère que les 

changements cristallins liés au prétraitement au ZIL2 seraient peu significatifs. En revanche, le 

prétraitement au [C2min][OAc] permet de fortement diminuer l’indice de cristallinité, puisqu’il 

passe de 51 % à 33 %. Combiné à cela, un déplacement du principal pic caractéristique de la 
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cellulose de 22 ° à 20 °, permet de suggérer une transformation de la cellulose de la forme I à la 

forme II. La forme II a des feuillets de cellulose plus espacés les uns par rapport aux autres. Cette 

différence structurale permettrait d’expliquer la meilleure digestibilité lors des hydrolyses. 

 Les résultats des analyses thermogravimétriques sont regroupés Figure 10 et dans le 

Tableau 3 de l’article, avec T1max, représentant la température de dégradation maximale de 

l’hémicellulose et T2max, la température de dégradation maximale de la cellulose. 

L’augmentation de T2max, pour la sciure de chêne prétraitée au ZIL2, amène à une meilleure 

stabilité thermique, engendrée par une nouvelle conformation de la cellulose. Cette nouvelle 

conformation serait due à la déminéralisation de la biomasse. A l’inverse, la sciure de chêne 

prétraitée au [C2min][OAc] voit sa T2max diminuer ce qui indique une dégradation des 

composantes de la biomasse.  

 En mettant en corrélation, les données fournies par ATG et DRX, le prétraitement au ZIL2 

préserverait la structure supramoléculaire de la biomasse et éviterait que des dépolymérisations 

partielles aient lieu, tout en augmentant sa digestibilité aux enzymes en expansant la biomasse 

ce qui faciliterait l’accès des enzymes au substrat. Le traitement au [C2min][OAc], quant à lui, 

changerait la nature de la cellulose de la forme I à II et augmenterait l’écart entre les différents 

feuillets, accroissant ainsi sa digestibilité. Cette étude démontre que les deux prétraitements 

augmentent, tous deux, la digestibilité de la biomasse bien que leur effet respectif sur les 

propriétés structurales soit différent.  

 L’intérêt du prétraitement aux ZILs, comme alternative au LI à noyau imidazolium, a été 

étudié vis-à-vis de leur cytotoxicité sur différents microorganismes (bactéries, levures, 

moisissures). Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des différents ZILs et de 

[C2min][OAc] ont été déterminées. Enfin, la fermentation éthanolique du glucose par S. cerevisiae 

a été étudiée en présence de différentes concentrations en ZIL 2 et de [C2min][OAc] pour mesurer 

l’impact des LIs sur la production de bioéthanol. Ces résultats ont été confrontés aux résultats de 

dynamique moléculaire concernant les interactions ZILs/membrane de S. cerevisae. 

 Les CMI des différents ZILs et de [C2min][OAc] sont répertoriées dans le Tableau 2 de 

l’article (Gaël Huet et al. 2020). De manière générale, les ZILs se sont montrés moins toxiques 
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que [C2min][OAc] pour les microorganismes à l’exception du ZIL5 sur A. brasiliensis. Les valeurs 

sont plus élevées pour les ZILs que pour [C2min][OAc] démontrant ainsi une meilleure 

biocompatibilité. La cytotoxicité des ZILs est généralement inférieure à celle de [C2min][OAc] sauf 

pour ZIL5 sur les moisissures. La cytotoxicité des différents ZILs n’est pas équivalente et semble 

dépendre de la longueur des chaînes alkyles. En effet, les valeurs de CMI augmentent lorsque les 

chaînes alkyles diminuent. Le ZIL, le moins cytotoxique, est le ZIL2 qui détient les CMI les plus 

élevées, quels que soient les microorganismes testés. La toxicité paraît être corrélée à la longueur 

des chaînes alkyles. Notons que pour les LIs à base d’imidazolium, il est admis qu’une chaîne 

alkyle inférieure à 4 carbones permet au LI d’obtenir une cytotoxicité acceptable (Romero et al. 

2008). 

 Les résultats de dynamique moléculaire, modélisant les interactions des ZILs sur une 

membrane lipidique de S. cerevisiae, montrent que ZIL1, n’a pas d’effet sur la membrane mais 

qu’il interagit de manière transitoire avec celle-ci. Les ZIL2 et ZIL3 n’ont plus aucun effet sur les 

membranes mais les interactions transitoires durent bien plus longtemps que celles de ZIL1. Les 

résultats sur ZIL4 et ZIL5 montrent qu’ils pénètrent profondément dans la membrane lipidique 

jusqu’à potentiellement la déstabiliser, voire la rompre. Les ZILs, ayant une chaîne alkyle 

suffisamment longue, s’inséreraient dans la membrane grâce à leur caractère lipophile. Les 

molécules ZIL4 et ZIL5 ont tendance à s’agréger une fois dans la membrane. Lorsque le 

regroupement de molécules de ZIL est trop important, la membrane se désorganise. Ce 

phénomène est lié à l’augmentation de la densité lipidique de la membrane combinée à la 

répulsion des dipôles des têtes des phospholipides. De plus, cet effet est amplifié par la nature 

dipolaire des ZILs. Les résultats sur [C2min][OAc] démontrent que celui-ci s’insère également 

facilement dans la membrane lipidique. La grande présence de [C2min][OAc] dans la membrane 

ne conduira pas à sa perforation mais induire une augmentation de la porosité en raison de la 

perte d’homogénéité des lipides dans celle-ci. Un autre effet peut également expliquer la 

cytotoxicité supérieure de [C2min][OAc]. L’interaction du cation du liquide ionique avec la 

membrane entraine sa dissociation avec l’anion. Une importante charge positive s’agrège à la 

surface de la membrane ce qui perturberait les transporteurs transmembranaires. La présence 
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de [C2min][OAc] peut aussi perturber le fonctionnement métabolique des microorganismes le 

rendant encore plus cytotoxique.  

 La biocompatibilité du ZIL2 et de [C2min][OAc], à différentes concentrations en présence 

de levures, a ensuite été testée lors de la fermentation du glucose en éthanol (Tableau 4 (Gaël 

Huet et al. 2020)). La fermentation sans [C2min][OAc] et sans ZIL2 permet d’obtenir des 

rendements en éthanol de 84,2 ±1,6 %. Des rendements similaires de 81,5 ±4,1 % ont été obtenus 

avec 0,5% de [C2min][OAc] dans le milieu. En augmentant le pourcentage à 2 % de [C2min][OAc] 

dans le milieu, le rendement de fermentation chute drastiquement. En ce qui concerne les 

fermentations réalisées en présence de ZIL2, elles ont permis d’atteindre des rendements en 

éthanol de 83,7 ±0,6 % avec 2 % de ZIL2 dans le milieu, de 80,9 ±0,6 % avec 5 % de ZIL2 et enfin 

de 69.1±0.6% avec 10 % de ZIL2 dans le milieu. Ces résultats démontrent donc une meilleure 

tolérance de S. cerevisiae au ZIL2 par rapport au [C2min][OAc]. 

II. Conclusions : 

 Les prétraitements aux ZILs ont permis d’augmenter les rendements de la saccharification 

des différentes biomasses lignocellulosiques. ZIL2 s’est montré plus efficace que les autres ZILs, 

à des niveaux comparables au [C2min][OAc], pour la saccharification de la sciure de chêne 

prétraitée. Le [C2min][OAc] est efficace quelle que soit la biomasse utilisée contrairement aux 

ZILs qui ont été moins performants  sur Miscanthus x giganteus. Lors de l’utilisation des ZILs, le 

choix de la biomasse reste important. Cependant le frein majeur des LIs est leur importante 

cytotoxicité combinée à leur non biodégradabilité. En revanche les ZILs ont montré des qualités 

supérieures dans ce domaine.  

 La toxicité des ZILs sur différents microorganismes est bien inférieure à celle de 

[C2min][OAc], particulièrement, lorsque les chaines alkyles substituées du ZIL sont courtes. En 

revanche, la toxicité des ZILs tend à augmenter avec la longueur des chaines alkyles qui 

s’agrègeraient et s’insèreraient dans la membrane lipidique de S. cerevisae, créant ainsi des 

lésions. La biocompatibilité du ZIL2 est aussi largement supérieure à celle de [C2min][OAc]. En 

effet, au-delà d’une concentration en [C2min][OAc] de 0,5 % v/v aucun développement microbien 

n’est observé, alors que pour des concentrations équivalentes en ZIL2, la croissance de S. 
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cerevisae et la production d’éthanol ne sont pas affectées. Au niveau structural, les ZILs et 

[C2min][OAc] n’affectent pas la biomasse de la même manière. [C2min][OAc] modifierait la 

structure supramoléculaire de la BLC de la forme I à la forme II, en augmentant l’écart entre les 

différents feuillets. Cependant, une dépolymérisation partielle de la fraction cellulosique semble 

inéluctable avec ce type de LIs. A l’inverse, les traitements au ZIL2 ne semblent pas compromettre 

l’intégrité structurale de la cellulose, la rendant plus stable thermiquement mais tout aussi 

digestible par voie enzymatique. La famille des liquides ioniques zwitterioniques (ZIL) représente 

une classe de composés prometteurs pour le prétraitement ménagé de la BLC car elle permet, 

sur certaines biomasses, d’obtenir des performances de saccharification compétitives et résout 

le problème majeur des liquides ioniques lié à leur forte cytotoxicité. 
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Chapitre 3 : Liquides ioniques versus solvants eutectiques profonds : 

Impact des prétraitements sur l’obtention de chitosanes purs et 

hautement fonctionnalisables. 

Partie A : État de l’art 

I. Le chitosane 

Le chitosane est un polymère, composé de motifs glucosamines, reliés entre eux par des 

liaisons osidiques β 1-4 (Figure 1 de l’Introduction générale). Il détient d’excellentes propriétés 

biologiques (antibactériennes et antifongiques) et compte parmi les biopolymères à haut 

potentiel, pour l’industrie pharmaceutique, cosmétique et agroalimentaire (Ravi and Majesti 

2000) avec de multiples applications déjà décrites dans la préface de cette thèse. 

 Contrairement à la chitine, le chitosane est soluble en milieu acide aqueux grâce à la 

présence de fonctions amines qui, par protonation, entrainent la solubilisation du polymère et 

dans certaines conditions spécifiques (poids moléculaire, concentration et degré d’acétylation), 

à la formation d’un gel. Ce pouvoir gélifiant trouve un intérêt dans des applications nécessitant 

la création d’objets à 2D ou 3D, en particulier, dans les domaines de l’énergie, de la dépollution 

ou encore du biomédical (Adiera et al. 2020; Francis Suh and Matthew 2000; Gerente et al. 2007). 

Le chitosane est, par exemple, utilisé pour sa capacité à accélérer le processus de cicatrisation de 

plaies ouvertes (Bonferoni et al. 2014).  

Bien que le chitosane soit un polymère biodégradable, biocompatible, non toxique et 

ayant de bonnes propriétés biologiques (Xia et al. 2011), il reste de nombreux efforts à fournir 

pour abaisser son coût de fabrication, contrôler sa pureté, son degré de désacétylation et son 

poids moléculaire. Le chitosane peut s’obtenir de deux manières : (i) par extraction de la paroi 

de certains champignons ou (ii) par désacétylation de la chitine (Chen et al. 2017 ; Rane and 

Hoover 1993). Pour une valorisation au niveau industriel, l’extraction du chitosane n’est pas 

encore envisageable puisque la quantité présente dans la paroi des champignons est 

généralement faible (1 à 2 % de la matière sèche) (Dhillon et al. 2013). En revanche, l’obtention 
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du chitosane, à partir de biomasses animales, est possible et consiste, tout d’abord, en 

l’extraction de la chitine des carapaces de crustacés ou de cuticules d’insectes suivie d’une 

réaction de désacétylation, en présence de soude concentrée (40 à 50 % (w/v)) à haute 

température. Toutefois, le procédé reste coûteux et non respectueux de l’environnement 

puisque son efficacité est faible et doit être répété plusieurs fois. Cette technique génère des 

effluents qui doivent être traités pour ne pas polluer l’environnement. De plus, il est important 

de préciser que pour obtenir des chitosanes avec de faibles DAs, il est souvent nécessaire de 

répéter la réaction de désacétylation ce qui a des conséquences sur la structure du polymère 

(faible DP par exemple) (Sivashankari and Prabaharan 2016). Dans le but de préserver la structure 

du chitosane, certains groupes de recherche se sont tournés vers l’optimisation de cette réaction.  

II. Méthodes de désacétylation de la chitine 

1. Réaction de désacétylation assistée par micro-ondes 

 La désacétylation de la chitine, assistée par micro-ondes, est aussi réalisée avec de la 

soude caustique (40 à 45 % (w/v)) mais permet de considérablement réduire le temps de 

réaction, tout en augmentant l’efficacité de la réaction. Il est alors possible d’obtenir un meilleur 

degré de désacétylation, plus rapidement, tout en conservant un haut poids moléculaire (Tableau 

III.1). Cette technique a notamment permis d’obtenir un chitosane à partir de nanocristaux de 

chitine, normalement résistants aux méthodes de désacétylations classiques. De plus, la durée 

de cette réaction passe de 21h à seulement 3h (15 % de DA et un PM allant de 85kDa à 147kDa 

en 6h de réaction en fonction de la concentration en soude) limitant ainsi le cout de la réaction 

et la rendant moins polluante (Sahu, Goswami, and Bora 2009; Lertwattanaseri et al. 2009).  

2. Réaction de désacétylation catalysée par des désacétylases 

 Cette méthode, dite verte, permettrait de conserver le poids moléculaire du chitosane 

puisque ces enzymes sont des hydrolases spécialisées dans le clivage des liaisons C-N. Cette 

technique permet d’obtenir une bonne répartition des motifs désacétylés, le long des chaines 

saccharidiques. Cependant, de nombreuses limitations existent comme (i) l’insolubilité de la 

chitine, qui ne permet pas aux enzymes de désacétyler correctement le polymère, (ii) un indice 

de cristallinité de la chitine trop élevé qui peut empêcher l’accès des désacétylases aux 
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groupements amides et (iii) le cout des enzymes qui reste élevé (Sivashankari and Prabaharan 

2016 ; Aspras, Jaworska, and Górak 2017).  

3. Réaction de désacétylation par explosion à la vapeur 

 Cette méthode est assez unique, puisqu’elle n’utilise pas directement la soude pour 

désacétyler la chitine. Elle est considérée comme une méthode verte. Le principe consiste à 

amener à haute pression et haute température, la chitine. Cette étape est appelée la 

compression. Une décompression est ensuite réalisée en ramenant brusquement l'enceinte à 

pression atmosphérique. La vapeur produite éclatera ainsi la chitine et générer de la porosité 

dans la structure du polymère. Une baisse du DA a été observée sur les chitines ayant subi ce 

procédé (DA ≥à 57%) (1) (Tan et al. 2015).  Cependant, les DAs restent élevés et cette technique 

est réalisée sous haute pression et peut présenter un risque d’explosion. 

4. Désacétylation dans une enceinte pressurisée 

 Cette méthode consiste à introduire la chitine dans une solution de soude concentrée, 

placée dans une enceinte pressurisée à haute température et à haute pression, pour accélérer la 

réaction de désacétylation et obtenir de faibles DA (9.6%) (Tableau III.1). Plusieurs brevets et 

publications utilisent des systèmes pressurisés comme des autoclaves ou des bombes Parr. Cette 

méthode a pour avantage de réduire le temps de réaction et d’obtenir de faibles DA. Les auteurs 

ont également montré qu’il était possible d’abaisser la quantité de soude nécessaire à la réaction 

en allongeant modérément le temps de contact. Cette méthode est efficace, applicable sur de 

grosses quantités, et industrialisable (No et al. 2000;  He et al. 2016).  
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Tableau III.1: Comparaison des méthodes classiques et non classiques de désacétylation de la chitine. 

MÉTHODE SOURCE DA PM RÉFÉRENCE 

ALCALINE 
Carapaces de 

crevette 
18 % Faible PM  

Sivashankari and 
Prabaharan 2016 

MICRO-ONDES 
Carapaces de 

crevettes 
15 % 85 kDa à 147 kDa Sahu et al. 2009 

DÉSACÉTYLASES ND 
Entre 99.5 % et 5 % 

(dépend de la 
solubilité) 

ND Aspras et al. 2017 

EXPLOSION À 
VAPEUR 

Carapaces de 
crevettes 

57 % ND Tan et al. 2015 

ENCEINTE 
PRESSURISÉE 

Carapaces de 
crevettes 

9.6 % 1560 kDa No et al. 2000 

 

III. Les solvants eutectiques profonds (DES) 

 Les solvants eutectiques profonds (DES) sont composés d’un mélange d’acide et de base 

de Lewis ou de Brønsted qui, dans les bons ratios molaires, formeront un liquide. Ce ratio est 

appelé « point eutectique » Figure III.1. De par leur nature, les DES sont des composés similaires 

aux liquides ioniques et sont même parfois considérés comme une sous classe de liquides 

ioniques.  

 

Figure III.1 : diagramme de phase d’un mélange chimique binaire. Figure extraite de : 

https://www.wikiwand.com/fr/Solvant_eutectique_profond 
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 En effet, les propriétés physiques des DES sont proches de celles des ILs avec leur faible 

pression de vapeur et une viscosité assez proche. Ils sont considérés ininflammables, 

thermiquement et chimiquement stables (Zdanowicz, Wilpiszewska, and Spychaj 2018). Ils sont 

aussi relativement faciles à synthétiser puisqu’il s’agit de mélanger deux ou plusieurs composés 

au bon ratio et à une température minimale pour atteindre le point eutectique (cf figure III.1). 

Au point eutectique, le mélange de vient un liquide uniforme qui se comporte comme un corps 

pur. Les DES, contrairement aux liquides ioniques, ne nécessitent pas d’étape de purification 

supplémentaire. Cependant, les propriétés chimiques des DES diffèrent de celles des ILs. Cette 

différence serait due à la grande taille des ions et au volume relativement libre dans le système 

ionique. Les DES sont de manière générale, chimiquement moins inertes que les liquides 

ioniques, ce qui peut ouvrir ou fermer des champs d’applications. Les DES ont généralement une 

plus haute viscosité et une plus faible conductivité. Cela n’a rien de surprenant puisque la 

viscosité est reliée à la température, elle-même reliée à la conductivité électrochimique. Bien 

que tous les DES ne soient pas non toxiques, les types III (Tableau III.2) détiennent généralement 

une faible toxicité et sont souvent composés d’urée, de glycérol, d’éthylène glycol et de fructose. 

Certains de ces composants sont aussi facilement synthétisables et même produits par des 

procédés industriels de l’agroalimentaire.   

La formule générale des DES peut être réduite à l’équation suivante : 

(1) Cat+X-zy 

 Où Cat+ est en principe un cation ammonium, phosphonium ou sulfonium et X- une base 

de Lewis (généralement un ion halogénure). Le complexe se forme entre X- et « y » qui représente 

lui l’acide de Lewis ou de Brønsted. « z » correspond au nombre de molécules en interaction avec 

l’anion. D’après cette formule générale, quatre catégories de DES sont déterminées et 

répertoriées dans Le Tableau III.2. Des exemples de couples couramment utilisés et pouvant 

former des DES sont regroupés Figure III.2. Les DES de types III sont souvent formés à partir de 

chlorure de choline et d’un donneur d’hydrogène. Ils sont simples à préparer, réagissent peu avec 

l’eau, sont biodégradables et peu couteux. La grande variété des donneurs d’hydrogène 
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disponibles rend ce type de DES très adaptable dans leur utilisations (Smith, Abbott, and Ryder 

2014). 

Tableau III.2 : Classification générale des DES (Smith et al. 2014). 

TYPE FORMULE GÉNÉRALE TERMES 

TYPE I Cat+X-zMClx M = Zn, Sn, Fe, Al, Ga, In 

TYPE II Cat+X-zMClx.yH2O M = Cr, Co, Cu, Ni, Fe 

TYPE III Cat+X-zRZ Z = CONH2, COOH, OH 

TYPE IV MClX + RZ = MClX-1+ RZ + MClX+1 M = Al, Zn et Z=CONH2, OH 

 

 

Figure III.2 : Structures de certains sels d’halogénures et de donneurs d’hydrogène couramment utilisés dans la synthèse des 

DES (Smith et al. 2014). 

 Les DES ont été beaucoup étudiés, pour leur capacité à remplacer l’eau, dans certains 

procédés industriels de traitement des métaux (Smith et al. 2014). En effet, les DES sont plus 
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efficaces que l’eau pour solubiliser des ions métalliques. Il peuvent être utilisés pour les procédés 

d’électro-déposition de métal, pour l’extraction de métal ou pour polir des métaux (Smith et al. 

2014). Ils ont également été utilisés dans différentes réactions de synthèse organique. Des 

réactions de Diels-Alder, et d’annulation d’indole Fischer ont ainsi été étudiées (Abbott et al. 

2002; Morales et al. 2004). Même si les DES sont moins conducteur que les liquides ioniques, Ils 

restent de bons conducteurs et peuvent être employés en électrochimie (Ruggeri et al. 2019). 

Des biotransformations comme des transestérifications ont aussi été réalisées dans des DES à 

l‘aide d’enzymes (Gorke and Kazlauskas 2008; Zhao, Baker, and Holmes 2011). Leur utilisation 

dans divers champs de la chimie a été déjà largement étudiée et semble une alternative moins 

onéreuse et moins toxique pour l’environnement que les méthodes dites classiques. 

 Récemment, les DES ont été étudiés pour leur propriétés de solubilisation/solvatation, 

pour la délignification et pour le prétraitement de la biomasse lignocellulosique (Lynam, Kumar, 

and Wong 2017 ; Jablonský, Andrea, and Kamenská 2015 ; Liu et al. 2017 ; Z. Chen and Wan 2018 ; 

Zhang 2016 ; Atikah et al. 2016 ; Xu et al. 2016 ; Ren et al. 2016 ; Karimi et al. 2016; Sirviö, Ukkola, 

and Liimatainen 2019 ; Suopajärvi, Sirviö, and Liimatainen 2017 ; Laitinen 2017). Des travaux 

similaires, sur l’utilisation des DES sur des biomasses chitineuses, ont rapidement vu le jour. 

Certains DES semblent ainsi pourvoir solubiliser la chitine (entrée 1, Tableau III.3). Les DES de 

type III ayant démontré leur pouvoir de solubilisation, sont généralement des DES à base de 

choline chloride. Le couple « Choline chloride : urée » est le DES ayant montré le plus fort pouvoir 

de solubilisation, avec un pourcentage de 8 % (entrée 1, Tableau III.3). De plus, le caractère acide 

de certains DES permet d’éliminer les minéraux de la biomasse chitineuse et certains DES, comme 

« CC : acide Malonique », sont également capables d’éliminer une grande fraction de protéines 

(entrée 3, Tableau III.3).  Enfin, l’utilisation de certains DES (Choline chlorine : acide lactique, 

CC :LA) permet d’extraire des nanofibres ou des nanocristaux de chitine (entrées 2 et 4, Tableau 

III.3).  
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Tableau III.3: Utilisation des DES sur la biomasse chitineuse. 

ENTRÉE EFFET DU DES DES 
RATIO 

MOLAIRE 
RÉSULTAT RÉFÉRENCE 

1 Dissolution 

CC : urée 
Choline bromide : 

urée 
CC : thiocarbamide 

betaine 
hydrochloride :urea 
CC : éthylène glycol 

1 :2 

1 :2 
 
 

1 :2 
 

1 :4 

Solubilité à 8 % dans 
CC : urée (100°C) 

Sharma, 
Mukesh, 

Mondal, & 
Prasad, 2013 

2 
Extraction de 
nanocristaux 

CC : acide lactique 
CC : acide malonique 

CC : acide citrique 
monohydrate 

CC : acide DL-malique 
CC : acide oxalique 

dihydraté 

1 :2 
O-acylation des 

nanocristaux 

Yuan, Hong, 
Lian, Zhang, & 
Liimatainen, 

2020 

3 
Extraction de 

la chitine 

CC : acide lactique 
CC : acide malonique 

CC : acide malique 
CC : acide levulinique 

1 :2 
Déminéralisation, 

déproteinisation et 
dépolymérisation 

Hong, Yuan, 
Yang, Zhu, & 

Lian, 2018 

4 
Extraction des 
nanofibres de 

chitine 

CC : urée 
CC : thiocarbamide 
CC/Bromide : urée 

1 :2 
Production de 

nanofibres d’α-chitine 

Mukesh, 
Mondal, 

Sharma, & 
Prasad, 2014 

  

Bien que les DES aient prouvé leur efficacité à solubiliser, à extraire la chitine et ses 

nanofibres/nanocristaux, l’effet des DES, en tant que prétraitement de la chitine est encore peu 

étudié. Il existe, à ce jour, un seul article qui traite du prétraitement aux DES de la chitine, dans 

le but de faciliter la réaction de désacétylation. Dans cette étude, CC : AL semble être un 

prétraitement efficace pour obtenir un chitosane fortement désacétylé, tout en utilisant de la 

soude caustique à plus faible concentration (30 % (w/v))(Vicente et al. 2020). Toutefois, aucune 

étude comparative, portant sur l’impact d’un prétraitement au LI classique par rapport à un 

prétraitement au DES sur l’efficacité de la réaction de désacétylation, n’a encore été reportée. 

Le chitosane est un produit d’intérêt et faciliter son obtention par l’utilisation de prétraitements 

peu onéreux et peu polluant pour l’environnement serait un atout majeur pour généraliser son 

utilisation. 
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IV. Fonctionnalisation du chitosane 

1. Agents de greffages 

 Le chitosane détient une réactivité chimique supérieure et supplémentaire à la chitine, 

grâce à la fonction amine disponible. En effet, en plus des réactions d’estérification possibles en 

position C6 majoritairement et C3 minoritairement, il est possible de réaliser des réactions de 

couplage sur les amines libres. Les réactions de fonctionnalisation sur la chitine ne sont pas 

aisées, puisque la cristallinité et l’insolubilité des polymères de chitine peuvent empêcher 

l’obtention de bons rendements. La solubilité du chitosane peut permettre de faciliter les 

réactions et la fonction amine du chitosane offre une fonctionnalisation supplémentaire, d’un 

point de vue chimique. La littérature suggère que les rendements des réactions de greffage, 

effectuées sur le chitosane, dépendent de son degré de polymérisation ainsi que de sa solubilité 

dans le milieu réactionnel (Aytekin, Morimura, and Kida 2011). 

 Les réactions de N-acylation entre un acide carboxylique et le groupement amine du 

chitosane se fait généralement en présence d’agents de couplage. En milieu aqueux, le 1-éthyl-

3-(3-diméthylaminopropyl)-carbodiimide (EDC) et la N-hydroxysuccinimide (NHS) sont 

couramment utilisés. Les synthèses organiques, en milieu aqueux, permettent de limiter la 

pollution générée car le traitement des déchets est moins lourd. Il est également possible de 

réaliser des réactions d’estérification en présence d’EDC, toutefois, dans le cas du chitosane, la 

formation de la liaison peptidique sera généralement privilégiée grâce à la plus grande 

nucléophilicité de la fonction amine (Hermanson 2013). Le mécanisme de la réaction de 

couplage, entre un acide carboxylique et une amine en présence d’EDC et de la NHS est présenté 

Figure III.3. 
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Figure III.3 : Mécanisme de la réaction de couplage entre un acide carboxylique et une amine primaire en présence d’EDC et 

de NHS (tiré de https://www.fishersci.fr). 

2. Propriétés des acides gras 

 Les acides gras sont des acides carboxyliques à chaînes aliphatiques, dont la longueur 

varie et peut atteindre 36 atomes de carbone. Les acides gras peuvent être dit saturés, mono-

insaturés ou poly-insaturés en raison de l’absence, ou de la présence, d’une ou de plusieurs 

doubles liaisons sur la chaîne aliphatique. Dans le cas des acides gras insaturés, les molécules 

peuvent adopter une configuration dite cis ou trans (Figure III.4).  
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Figure III.4 : Représentations chimiques de (a) l’acide stéarique, (b) l’acide élaïdique (conformation Trans) et (c) l’acide 

oléique (conformation Cis). 

 

 La solubilité des acides gras dépend de la nature de la chaîne aliphatique, plus celle-ci est 

longue, plus il est difficile de les solubiliser en milieu aqueux. C'est donc cette chaîne carbonée 

qui confère aux acides gras, leur caractère hydrophobe. Cependant, la fonction carboxylique est 

polaire et donne lieu à des interactions avec les solvants aqueux. Le caractère amphiphile des 

acides gras peut permettre, à la bonne concentration et à certains pH, la formation d’émulsion 

et donc de micelles et de vésicules. Cette propriété est similaire à la formation des membranes 

cellulaire à base de phospholipide (Figure III.5). En effet, les micelles sont les regroupements des 

chaînes d’acides gras sur elles-mêmes, exposant ainsi la fonction carboxylique vers l’extérieur au 

contact de la solution aqueuse. Les vésicules se présentent comme une membrane mais ont la 

forme d’une micelle. Les têtes des acides gras sont concentrées vers l’extérieur mais aussi vers 

l’intérieur.  

  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrophobe


241 
 

 

Figure III.5 : Représentations schématiques d’une vésicule (liposome), d’une micelle et d’une bicouche de membrane à partir 

de phospholipide (Extrait de https://www.lipolife.co.za/). 

  Les liposomes ou vésicules peuvent être très utiles dans le transport de principes actifs. 

Elles sont susceptibles d’encapsuler des molécules et de les libérer lorsque le pH de 

l’environnement déstabilisera la bicouche lipidique (Figure III.6).  

 

Figure III.6 : Schéma représentant la  formation de micelles ou de vésicules en fonction du pH et du degré de protonation 

(titration d’une solution à 80mM d’acide oléique et de sodium oléate)(extrait de (Morigaki and Walde 2007)). 
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3. Applications des chitosanes fonctionnalisés 

 Les chitosanes, greffés avec des acides gras, peuvent être utilisés dans le domaine 

biomédical par le biais de films, en raison de leurs propriétés antibactériennes et 

régénératrices(El Fray, Niemczyk, and Pabin-Szafko 2012; Sharma and Singh 2017; Srinivasa, 

Ramesh, and Tharanathan 2007). De plus, contrairement aux films obtenus à partir de chitosane 

non modifié, ceux obtenus à partir de chitosane fonctionnalisé par des chaines grasses, 

présentent une meilleure résistance à l’eau et seront plus résistants à leur environnement 

(Srinivasa, Ramesh, and Tharanathan 2007; Maria Vargas et al. 2009). Le greffage d’acide gras sur 

le chitosane commence à être étudié pour répondre à des besoins très spécifiques. Ainsi, ce type 

de greffage a permis la fabrication de cathéter qui sont plus résistants à l’humidité et plus 

biocompatibles (Niemczyk et al. 2019). Les chitosanes greffés ont aussi la capacité de former des 

micelles utilisables dans des applications biomédicales. Ainsi, les solutions, contenant des 

micelles de chitosane greffé, peuvent être utilisées directement pour accélérer les processus de 

guérison de tissus endommagés (Bonferoni et al. 2014). Des micelles, obtenues à partir 

d’oligosaccharides de chitosane greffés à de l’acide linoléique, ont permis de transporter la 

doxorubicine, utilisée pour traiter les cancers, à l’intérieur des cellules (Du et al. 2009; Bonferoni 

et al. 2014). 

Dans le domaine de l’agroalimentaire, les films de chitosane peuvent aussi servir à recouvrir 

les aliments. L’intérêt de ce genre de films repose sur leur propriété antibactérienne, permettant 

ainsi une meilleure conservation des aliments tout en étant comestible (Elsabee and Abdou 

2013). Ces films conservateurs sont également résistants à l’eau.  
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V. Objectif de nos travaux 

 L’impact du prétraitement au DES, sur l’efficacité de la réaction de désacétylation de la 

chitine, a été décrit une seule fois sur une chitine pure, en poudre, et issue de carapaces de 

crevettes (Vicente et al. 2020). Une comparaison du prétraitement de la biomasse chitineuse 

brute par les LIs versus celui réalisé par les DES n’a, à ce jour, jamais été reportée. L’objectif 

principal de cette étude est d’étudier l’impact du prétraitement sur l’efficacité de la réaction de 

désacétylation. Cette étude a également été étendue à trois biomasses chitineuses (Bombyx eri, 

Hermetia illucens et Crangon Crangon) à différentes étapes d’extraction (Figure III.6). 

Les chitosanes obtenus par cette méthode seront ensuite modifiés chimiquement par 

réaction de couplage peptidique, en milieu aqueux, avec l’acide oléique et en présence 

d’EDC.HCl, dans le but d’augmenter la résistance à l’eau des chitosanes modifiés. L’efficacité du 

greffage a donc été étudiée en fonction de la source, du prétraitement effectué au préalable dela 

désacétylation et de la pureté (biomasses brutes/biomasses déprotéinisées et déminéralisées).  

Figure III.6 : LI versus DES : impact du prétraitement sur l’efficacité de la réaction de désacétylation.  
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Partie B : Article, résultats et discussion 
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Résultats 
- G. Huet, C. Hadad, J.M. González-Domínguez, M. Courty, Arash Jamali, D. Cailleu, A. Nguyen Van 

Nhien; IL versus DES: Impact on chitin pretreatment to afford high quality and highly 

functionalizable chitosan. Carbohydrate Polymers, 2021 (soumis en mars 2021) 
 

I. LI versus DES 

 Dans cette étude, trois sources de chitine ont été utilisées, deux provenant d’insectes, 

Bombyx eri (BE) et Hermetia illucens (HI) et une provenant de crustacés, Crangon crangon (S). Les 

cuticules d’insectes sont séparées de la biomasse animale à l’aide d’un extracteur à jus de cuisine 

et les carapaces de crustacés sont décortiquées manuellement. Les biomasses subissent alors un 

lavage à l’éthanol et à l’acétone pour éliminer une grande partie des lipides, nous appellerons 

ces échantillons : BE-0, HI-0 et S-0. Ensuite, les deux étapes d’extraction (déminéralisation et 

déprotéinisation) ont été réalisées sur BE-0, HI-0 et S-0 pour donner les échantillons nommés BE-

2, HI-2 et S-2 possédant une pureté supérieure à 90%.  

 Chacun de ces échantillons a été prétraité au liquide ionique 1-éthyl-3-méthyl 

imidazolium ([C2min][OAc]) ainsi qu’au DES Choline chloride : acide lactique (CC : AL, 1 :2) (Figure 

III.7) dans les conditions énoncées dans la section expérimentale de notre article. Les réactions 

de désacétylation ont ensuite été effectuées sur chacun de nos échantillons donnant lieu à des 

chitosanes de différentes puretés. Les chitosanes de haute pureté et possédant de faibles DAs 

ont ensuite été fonctionnalisés par des chaines grasses. Le « chart 1 » de notre article résume 

l’ensemble des étapes de notre étude.   

L’impact des prétraitements à base de LI ou de DES sur l’efficacité de la réaction de 

désacétylation est, à ce jour, encore peu connu. Nous avons préalablement travaillé sur 

l’utilisation du LI [C2min][OAc] pour prétraiter la chitine provenant des sources S et BE dans le 

but d’augmenter la digestibilité de la chitine en oligosaccharides par des chitinases (Gael Huet et 

al. 2020; Husson et al. 2017). Nous avons alors montré que [C2min][OAc] a le pouvoir de 

partiellement solubiliser la chitine en rompant le réseau  de liaisons hydrogène. Cela se traduit 

par l’expansion de la structure de la chitine, qui perdra sa structure α, et une baisse de cristallinité 
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la rendant ainsi plus digestible. Des travaux récents, dans la littérature, ont démontré que les DES 

dits « acides », c’est-à-dire à base d’acide malonique ou encore d’acide lactique par exemple, ont 

démontré leur efficacité à solubiliser partiellement les biomasses chitineuses et à en extraire la 

chitine (Hong et al. 2018). Les compositions chimiques, avec ou sans prétraitements aux LI ou 

DES, de l’ensemble de nos échantillons sont résumées dans la Tableau 1 de l’article (Huet et al. 

2021).  Comme attendu, les biomasses d’insectes BE-0 et HI-0 possèdent une faible teneur en 

minéraux avec des taux à 1,9 % et 1,8 % respectivement alors que la biomasse S-0 contient 30,4 

% de minéraux. Bien que la déminéralisation ne soit pas nécessaire dans le cas des sources BE et 

HI, cette étape a tout de même été réalisée afin de comparer au mieux l’impact des 

prétraitements sur des sources pures et ayant subi les mêmes traitements chimiques (BE-2, HI-2 

et S-2). Le prétraitement des chitines pures (BE-2, HI-2 et S-2) au [C2min][OAc] induit une baisse 

de l’indice de cristallinité et la perte de la structure cristalline α quel que soit la source. Les 

clichées MEB des chitines 2 étapes prétraitées au [C2min][OAc] montrent une structure expansée 

par rapport aux non prétraitées (Figure 2 , (Huet et al. 2021)).  

 Le prétraitement des biomasses BE-0, HI-0 et S-0 montre qu’une partie importante des 

protéines a été éliminée (jusqu’à 51,9 % dans le cas de S-0-DES). Toutefois, aucune baisse du 

pourcentage de minéraux n’a été observée. La présence d’impuretés ne nous permet pas de 

déterminer avec précision les indices de cristallinité des biomasses même après prétraitement 

au LI. De plus, ces impuretés « polluent » les spectres IR. Il s’avère difficile de noter les 

changements structuraux dus au prétraitement, la présence de protéines empêchant 

probablement l’accès du liquide ionique aux fibres de chitine. Cependant, il est important 

d’ajouter que la solubilisation de la chitine dépend aussi du poids moléculaire et que l’étape de 

déminéralisation lors de l’extraction de la chitine est connue pour l’abaisser. Dans le cas des 

échantillons BE-0-IL, HI-0-IL et S-0-IL, le haut poids moléculaire de la chitine est un facteur 

supplémentaire dans la non-solubilisation des biomasses non extraites (BE-0-IL, HI-0-IL et S-0-IL). 

Les protéines résiduelles ne permettent pas de conclure sur la modification de la structure 

supramoléculaire des biomasses puisqu’elles parasitent les mesures de DRX et d’IRTF.  
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 Les propriétés acides du DES CC : AL (1 :2) permettent de déminéraliser la biomasse 

chitineuse et d’éliminer des protéines. En effet, la biomasse S-0 prétraitée présente seulement 

12,6 % de teneur en minéraux contre 30,4 % pour la S-0 non prétraitée et 24,8 % de protéines 

contre 47,8 %. Des résultats similaires ont été obtenus sur les biomasses d’insectes BE et HI. 

Toutefois, le caractère acide du DES pourrait engendrer une hydrolyse des zones amorphes du 

polymère, entrainant une augmentation de l’indice de cristallinité et des rendements aux 

alentours de 65 %. A l’inverse du prétraitement au [C2min][OAc], celui réalisé avec le DES 

n’implique pas de changement de structure supramoléculaire de la chitine comme nous pouvons 

l’observer sur le spectre IR (Figure 1 , (Huet et al. 2021)) et sur les clichés MEB (Figure 2, (Huet et 

al. 2021)). 

 

II. Réaction de désacétylation 

  Les réactions de désacétylation ont été réalisées sur l’ensemble de nos échantillons en 

présence de NaOH (50 %), à 100 °C et pendant 16 h. Les degrés de désacétylation ont ensuite été 

mesurés par RMN du solide (13C) pour étudier l’impact du prétraitement sur l’efficacité de la 

réaction.  

 Le prétraitement au [C2min][OAc] permet d’expanser la structure de la chitine et 

d’obtenir ainsi une désacétylation facilitée. En effet, les DAs obtenus, pour les chitosanes issus 

des chitines pures prétraitées au LI, sont plus faibles que ceux obtenus pour les chitines pures 

non prétraitées (Tableau S1 e l’ESI, (Huet et al. 2021)). Le prétraitement rendrait la chitine plus 

perméable à la soude caustique et permettrait une désacétylation plus en profondeur quelle que 

soit la source. Contrairement aux données de la littérature, qui montrent que la désacétylation 

s’avère compliquée à mettre en œuvre dans le cas de chitine possédant un indice de cristallinité 

assez élevé, les DAs des chitosanes obtenus après désacétylation de chitines pures prétraitées au 

DES et possédant des ICs proches de 90 % sont plus faibles que ceux des chitosanes obtenus sans 

prétraitement (Tableau 1, (Huet et al. 2021)). Cela peut être lié au fait que l’élimination des zones 

amorphes, entraine une baisse considérable de la MM et une meilleure accessibilité aux 
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groupements acétamides par la soude. Ces valeurs restent tout de même plus élevées que dans 

le cas du prétraitement au LI.  

 Les prétraitements ne semblent pas avoir d'impact sur l'efficacité de la désacétylation 

lorsque l'on travaille avec des chitines non purifiées (BE-0, HI-0 et S-0). En effet, les valeurs de DA 

sont très faibles, particulièrement dans le cas des sources BE-0 et S-0. Il est toutefois important 

de préciser que les spectres RMN du solide (13C) et les analyses thermogravimétriques montrent 

que les chitosanes, obtenus à partir de BE-0, BE-0-IL et BE-0-DES, sont purs alors que ceux 

obtenus à partir des sources S-0 et HI-0 (traitées et non traitées) contiennent des pourcentages 

importants d’impuretés ce qui restreint fortement les domaines d’applications.  

 La solubilité des chitosanes dépend en grande partie du DA et du poids moléculaire, eux-

mêmes dépendants de la source, de la méthode d’extraction utilisée et de la méthode de 

désacétylation. Seuls, les échantillons dBE-2-IL et dS-2-IL, sont solubles en milieu acide (acide 

acétique 1 %). Ils possèdent les plus bas DAs et ont également subi une étape de 

déminéralisation, connue pour réduire la MM du polymère de chitine. 

 

III. N-acylation des chitosanes de haute pureté 

 Le greffage de l’acide oléique a été réalisé sur les chitosanes de haute pureté (dBE-2-IL, 

dBE-0-IL, dS-2-IL, dBE-2 et dBE-2-DES). Le contrôle du pH lors de la réaction, nous a permis de 

réaliser sélectivement des réactions de N-acylation (versus O-acylation) et un lavage intensif de 

nos chitosanes fonctionnalisés a été effectué pour éliminer toutes traces d’acide oléique 

susceptibles d’être absorbées à la surface du polymère.  

 Les analyses IRTF effectuées sur l’échantillon OA-dBE-2, Figure 4 de l’article, confirment 

la sélectivité de la réaction puisqu’aucune bande caractéristique du groupement ester n’est 

observée. Les mêmes constatations ont été faites pour les chitosanes fonctionnalisés OA-dBE-0-

IL et OA-dS-2-IL (Figures S13 et S16 de l’ESI, (Huet et al. 2021)). En revanche, les greffages 

entrepris sur dBE-2 et dBE-2-DES semblent selon les spectres IRTF moins efficaces (Figures S14 

et S15 de l’ESI). Ces résultats ont été confirmés par RMN (Figures 5 de l’article) et les degrés de 
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substitution ont été calculés à partir des pourcentages respectifs en C, H and N (Tableau 2, (Huet 

et al. 2021)). 

  

IV. Conclusion 

 Même si le liquide ionique [C2min][OAc] et le DES (CC : AL) sont capables de solubiliser 

tous les deux partiellement la chitine, ils impactent la structure supramoléculaire de la chitine de 

façon différente.  Le prétraitement au [C2min][OAc] permet l’expansion de la structure de la 

chitine, engendre la perte de sa structure α et facilite la réaction de désacétylation, 

indépendamment de la source. Toutefois, même si le prétraitement au LI permet l’élimination 

d’une partie des protéines, il n’a aucun effet sur les minéraux. A l’inverse, le prétraitement par le 

DES permettrait la conservation de la structure cristalline α du polymère, tout en éliminant les 

zones amorphes et une partie importante des minéraux et des protéines.  Le prétraitement aux 

DES hydrolyse donc la chitine en fibres hautement cristallines, rendant l’accès de la soude 

caustique plus facile aux fonctions amides. 

 Les chitosanes obtenus après prétraitement au LI sont de haute pureté et possèdent des 

DAs faibles. La fonctionnalisation covalente, effectuée sur ces échantillons, donne lieu à des 

degrés de substitution assez élevés alors que les greffages n’ont pas été concluants dans le cas 

des chitosanes obtenus sans prétraitement ou après prétraitement au DES. 

 Le poids moléculaire des chitosanes reste à être déterminé mais le manque de solubilité 

des chitosanes obtenus rend les mesures de viscosités difficiles à effectuer. Les propriétés des 

chitosanes fonctionnalisés comme leur caractère antibactérien, antifongique, régénérant ainsi 

que l’augmentation de leur résistance à l’eau, doivent être évalués. 
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Conclusion et perspectives 

Conclusions 

 Bien que la chitine ait été découverte depuis près de deux siècles, de nombreux 

problèmes empêchent son exploitation à son plein potentiel. Ses atouts majeurs, comme sa 

biocompatibilité, sa biodégradabilité et sa non-toxicité, ne compensent pas le coût monétaire ou 

environnemental induit par son extraction. De nouvelles méthodes d’extraction et de 

valorisation plus vertes doivent être mises au point et c’est dans cette optique que cette thèse a 

été menée.  

Quatre articles, dans des journaux internationaux, ont été publiés au cours de ma thèse :  

-Deux articles portent sur la valorisation de la chitine en oligosaccharides (Chapitre I)  (Gael Huet 

et al. 2020; Husson et al. 2017). 

-Un article est dédié à la valorisation de la biomasse lignocellulosique (Chapitre II) (Gaël Huet et 

al. 2020). 

-Enfin, le dernier article compare l’impact de deux prétraitements en milieux non conventionnels, 

sur l’efficacité de la réaction de désacétylation de la chitine en chitosane. La modification 

chimique du chitosane par des chaines grasses est aussi reportée (Chapitre III) (Huet et al. 2021). 

Le lien, entre ces différents chapitres, est l’étude de l’impact d’un prétraitement de la 

biomasse chitineuse (ou BLC) sur l’obtention de ses différents composés et la comparaison entre 

les différents milieux non conventionnels utilisés (LI, ZIL ou DES). L’objectif principal étant 

d’atteindre des rendements de synthèse élevés, en prenant en considération différents 

paramètres comme le coût de l’extraction ou des synthèses et la toxicité des milieux non 

conventionnels utilisés. 

 La transformation de la biomasse chitineuse en oligosaccharides, par hydrolyse 

enzymatique, est un défi compte-tenu de la nature récalcitrante de la chitine. Plusieurs liquides 

ioniques ont été testés pour améliorer la digestibilité de la chitine. Deux stratégies de 

prétraitement, par voies dites séquencée et simultanée, ont été mises au point. La voie 

séquencée est la plus efficace pour hydrolyser la chitine et les rendements en DP1 sont 
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concurrentiels à ceux reportés dans la littérature. Toutefois, la voie simultanée a permis de 

démontrer qu’il est possible, pour les enzymes, d’hydrolyser la chitine, en présence d’une 

quantité de liquide ionique relativement élevée (20 % (v/v) maximum). La méthode a ensuite été 

transposée à une source de chitine, issue de cuticules d’insectes (Bombyx eri). Cette dernière 

s’est révélée être une source de choix pour obtenir des rendements en COS élevés (DP1 et DP2) 

mais aussi pour la facilitation de l’extraction. En effet, sa faible teneur en minéraux nous dispense 

de l’étape de déminéralisation, réduisant ainsi le coût global de son extraction. Les mono-

oligosaccharides, provenant des hydrolysats, ont ensuite pu être fermentés en bioéthanol. Ces 

résultats sont une preuve de concept pour une future bioraffinerie d’insecte.  

Deux facteurs sont à prendre en considération dans cette première étude : (i) le coût des 

liquides ioniques à base d’imidazolium et (ii) la toxicité de ces derniers. Pour cela, une nouvelle 

famille de liquides ioniques a été synthétisée au laboratoire, les liquides zwitterioniques. Leurs 

synthèses ont été optimisées et les rendements sont excellents. Aucune étape de purification par 

chromatographie n’est nécessaire, réduisant ainsi considérablement le coût des synthèses. 

  Malheureusement, le prétraitement de la biomasse chitineuse, par les liquides 

zwitterioniques synthétisés, n’a pas augmenté les rendements en DP1 et DP2 en comparaison 

aux rendements obtenus, à partir d’une chitine non traitée. Ils sont même très nettement 

inférieurs à ceux obtenus à partir de la biomasse prétraitée au [C2min][OAc].  Nous avons alors 

transposé cette méthode à la biomasse lignocellulosique. Les prétraitements aux ZILs sur 

certaines BLC, comme la sciure de chêne, ont permis d’obtenir des rendements comparables aux 

prétraitements réalisés avec [C2min][OAc]. Cependant, les prétraitements sur Miscanthus x 

giganteus n’ont pas permis une saccharification au niveau de celle réalisée avec [C2min][OAc]. 

Les ZILs sont donc moins polyvalents que [C2min][OAc] mais peuvent permettre d’atteindre des 

rendements similaires si la biomasse à prétraiter est correctement choisie. Il est important de 

préciser que [C2min][OAc] et les ZILs n’affectent pas le BLC de la même manière. [C2min][OAc] 

affectera la structure supramoléculaire de la cellulose, en changeant sa conformation de la forme 

I à la forme II ou en écartant les feuillets de cellulose des uns des autres. Les ZILS, quant à eux, 
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ne changent pas la structure supramoléculaire de la cellulose mais permettent, tout de même, 

d’augmenter la digestibilité du polymère. 

 Ce nouveau type de liquide ionique présente une faible toxicité par rapport au 

[C2min][OAc]. La présence de ZIL, dans le milieu de fermentation, en présence de S. cerevisae, 

n’affecte pas les rendements obtenus en éthanol. La toxicité des LIs à base d’imidazolium et des 

ZILs dépend de la longueur de leurs chaines alkyles qui peuvent s’insérer dans les membranes 

lipidiques et engendrer des perturbations importantes. Nous avons donc montré que les ZILs, 

avec des petites chaines alkyles (éthyle), sont très peu toxiques, comparativement à 

[C2min][OAc]. Les ZILs semblent donc être d’excellents candidats pour remplacer les LIs 

classiques, comme prétraitement de la BLC, au préalable, des réactions de saccharification.   

Enfin, dans notre dernière étude, nous avons comparé l’impact des prétraitements au LI 

([C2min][OAc]) et au DES  (CC :AL) sur l’efficacité des réactions de désacétylation de la chitine en 

chitosane. Nous avons mis en évidence un comportement différent des biomasses de chitine vis-

à-vis de ces deux solvants. En effet, [C2min][OAc] est capable de rompre le réseau de liaisons 

hydrogène de la chitine ce qui se traduit par une baisse de l’IC et une structure supramoléculaire 

plus expansée. En revanche, le prétraitement au DES induit une augmentation de la cristallinité 

du polymère. Le prétraitement par le DES permettrait la conservation de la structure cristalline 

α du polymère, tout en éliminant les zones amorphes et une partie importante des minéraux et 

des protéines. Les chitosanes, obtenus après prétraitement au LI, sont de haute pureté et 

possèdent des DAs faibles. La fonctionnalisation covalente, effectuée sur ces échantillons, donne 

lieu à des degrés de substitution assez élevés alors que les greffages n’ont pas été concluants, 

dans le cas des chitosanes obtenus sans prétraitement ou après prétraitement au DES. 
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Perspectives 

 

 Les travaux de thèse ont permis de valoriser la chitine sous de nombreux aspects, avec 

notamment, la dépolymérisation de la chitine pouvant conduire à l’obtention d’oligosaccharides, 

à la fonctionnalisation du chitosane mais aussi de l’extraction de nanocristaux de chitine. Bien 

que cette thèse ait amené à la publication de quatre articles scientifiques, de nombreux points 

restent encore à étudier dans les différents domaines explorés. 

 La preuve de concept sur l’intérêt d’un prétraitement chimique par des liquides ioniques 

a permis d’augmenter significativement les rendements en DP1 et DP2 obtenus à partir de la 

chitine. L’accès à des oligosaccharides de DP supérieurs est encore un verrou. Deux stratégies 

sont envisagées pour la suite de ce travail. La première consiste à trouver des microorganismes 

pouvant générer un mixte de chitinase capable d’hydrolyser la chitine en oligosaccharides de 

taille supérieure. La seconde stratégie consiste à étudier la synergie des chitinases existantes afin 

d’orienter les réactions vers un type spécifique d’oligosaccharides.  

 La désacétylation des chitines préalablement prétraitées au LI ou au DES, a permis 

d’obtenir des chitosanes fortement désacétylés en un seul cycle de désacétylation classique à la 

soude. La pureté des chitosanes a pu être augmentée mais elle est également dépendante de la 

source de chitine. Cependant les poids moléculaires des chitosanes obtenus n’ont pu être 

déterminés. Il reste encore un énorme travail à réaliser à ce sujet. La détermination du poids 

moléculaire peut se faire à l’aide d’un viscosimètre capillaire ainsi que par SEC MALLS. Le 

viscosimètre capillaire permet de mesurer un temps de chute, directement relié à la viscosité 

intrinsèque qui est elle-même reliée au poids moléculaire. Cependant, ces techniques sont 

dépendantes de la solubilisation du chitosane dans le solvant utilisé. Or les chitosanes obtenus 

ne sont pas totalement solubles, dans la plupart des cas. Lors des tests effectués, les impuretés 

et la solubilité partielle des chitosanes de très haut poids moléculaire empêchent une bonne 

mesure du temps de chute. De plus, il est difficile de réaliser une gamme étalon du poids 

moléculaire du chitosane puisqu’il existe peu de chitosanes commercialement disponibles 

présentant un poids moléculaire précis. Des travaux récents semblent indiquer que les LIs 
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peuvent être utiles dans la détermination du poids moléculaire de la chitine. Il est envisageable 

de transposer cette méthode aux chitosanes.  

 Bien que le chitosane fonctionnalisé avec de l’acide oléique ait été développé avec l’idée 

de former des films de chitosane détenant une résistance à l’eau supérieure, ses propriétés n’ont 

pas été testées. La continuité de l’étude serait donc de tester les capacités antibactériennes et 

antifongiques des films de chitosane. Dans un second temps il serait nécessaire de réaliser des 

expériences permettant d’observer les propriétés régénératrices des films de chitosane. Et enfin 

il serait indispensable d’effectuer des mesures d’angle de contact pour pouvoir caractériser 

l’augmentation de la résistance à l’eau des films.  

 Enfin, bien que le prétraitement au DES CC : AL n’ait pas permis une désacétylation aussi 

efficace sur la chitine extraite par rapport au prétraitement au [C2mim][OAc], il n’est pas 

impossible que d’autres DES soit tout aussi efficaces ou plus que [C2mim][OAc], dans le cadre 

d’un prétraitement avant la désacétylation. D’autres DES biosourcés peuvent être testés, comme 

le mixte de chlorure de chloline et l’acide malonique qui a aussi fait ses preuves dans la 

solubilisation de la chitine. 
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Résumé de thèse 

 La chitine est le second biopolymère le plus répandu sur terre après la cellulose. On la retrouve 
essentiellement dans les crustacés, les insectes et les champignons. Actuellement, ce polysaccharide est 
majoritairement extrait des carapaces de crustacés dont le procédé comprend deux étapes importantes : 
la déminéralisation et la déproteinisation. Bien qu’efficace, cette méthode reste à ce jour polluante, 
énergivore et chronophage. Dans ce manuscrit, nous nous sommes focalisés sur les deux sources de 
crustacés et d’insectes. Cette dernière a été dictée par l’émergence et le développement de la 
bioraffinerie de l’insecte. En effet, les cuticules d’insectes possèdent la particularité d’être naturellement 
pauvres en minéraux (<6% vs 30-50% dans le cas des crustacés) permettant ainsi de nous affranchir de 
l’étape de déminéralisation. En plus de son abondance élevée, la chitine est dotée de propriétés 
physicochimiques et biologiques exceptionnelles. Toutefois, ce biopolymère semi-cristallin possède un 
réseau de liaisons hydrogène qui lui confère un caractère récalcitrant réduisant considérablement les 
champs d’applications potentielles. La valorisation de ce polymère en produits à haute valeur ajoutée 
nécessite alors au préalable une étape de prétraitement chimique/mécanique. Les travaux reportés dans 
ce mémoire sont basés sur la solvatation partielle de biomasses brutes de chitine (crustacés, insectes) et 
de chitines purifiées (>90%) en milieu non conventionnel de type liquide ionique. En fonction de leurs 
propriétés physicochimiques, de leur cytotoxicité et de l’application visée, trois familles de LIs ont été 
choisies : les liquides ioniques à base de noyau imidazolium (ILs), les liquides ioniques zwitterioniques 
(ZILs) et les solvants eutectiques profonds (DES). L’impact de ces prétraitements sur la structure 
supramoléculaire de la chitine est décrit et nous avons alors mis en évidence, dans certain cas, une rupture 
du réseau cristallin. Une meilleure accessibilité aux fibres par les enzymes (hydrolyse enzymatique de la 
chitine) ou par la soude (désacétylation de la chitine) a également été démontrée.  
Mots clefs : Chitine, Chitosane, Valorisation de biomasse, Oligomères, Liquides ioniques, Prétraitements 

Abstract 
 Chitin is the second most common biopolymer on earth after cellulose. It is mainly found in 
crustaceans, insects and fungi. Currently, this polysaccharide is mainly extracted from crustacean shells. 
The process includes two important steps: demineralization and deproteinization. Although efficient, this 
method remains polluting, energy consuming and time consuming. In this manuscript, we focused on the 
two sources of crustaceans and insects. The latter was dictated by the emergence and development of 
the insect biorefinery. Indeed, insect cuticles have the particularity of being naturally low in minerals (<6% 
vs 30-50% in the case of crustaceans) allowing us to free ourselves from the demineralization step. In 
addition to its high abundance, chitin has exceptional physicochemical and biological properties. 
However, this semi-crystalline biopolymer has a network of hydrogen bonds which gives it a recalcitrant 
character that considerably reduces the fields of potential applications. The valorization of this polymer 
into high added value products requires a chemical/mechanical pre-treatment step. The work reported in 
this thesis is based on the partial solvation of raw chitin biomasses (crustaceans, insects) and purified 
chitins (>90%) in non-conventional media of ionic liquid type. Depending on their physicochemical 
properties, cytotoxicity and intended application, three families of LIs were chosen: imidazolium core-
based ionic liquids (ILs), zwitterionic ionic liquids (ZILs) and deep eutectic solvents (DES). The impact of 
these pretreatments on the supramolecular structure of chitin is described and we have then highlighted, 
in some cases, a disruption of the crystal lattice. A better accessibility to the fibers by enzymes (enzymatic 
hydrolysis of chitin) or by soda (deacetylation of chitin) has also been demonstrated.  
Keywords: Chitin, Chitosan, Biomass valorization, Oligomers, Ionic liquids, Pretreatments 


