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 Les polysaccharides forment une vaste classe de polymères naturels, parmi lesquels 

certains sont très importants dans l’industrie. Ils pourraient être les matériaux de demain qui 

seront pleinement utilisés quand les ressources en pétrole commenceront à se tarir. Ces 

polymères sont, en effet, des substances uniques dans le sens où elles sont naturelles, 

abondantes, issues de ressources renouvelables et exploitables dans de nombreux pays et elles 

présentent de nombreuses propriétés, à la fois physico-chimiques et biologiques. Ces 

ressources sont de nature biodégradable puisqu’elles sont d’origine naturelle.  

Parmi les polysaccharides d’intérêt pour l’homme, la chitine et son principal dérivé, le 

chitosane, occupent une place de plus en plus importante, où pratiquement tous les domaines 

d’applications industrielles, de la pharmacie à l’agroalimentaire, en passant par 

l’environnement, l’agriculture, le textile, la papeterie et les cosmétiques, sont concernés. 

Parmi ces domaines, la diététique et le biomédical sont, en plein essor (Crini et al., 2009). 

Sa production annuelle par biosynthèse a été estimée à environ 10
11 

tonnes par an (Gooday 

et al., 1999 ; Nair et al., 2003), ce qui fait de la chitine, l’un des composés naturels les plus 

abondants sur terre (Kurita, 2006). Elle est le principal constituant de la cuticule d’insectes 

ainsi que des parois cellulaires des champignons, des levures et des algues vertes (Sato et al., 

1998 ; Einbu et Vårum, 2008; Yoshihiro et al., 2008). Les champignons fournissent la plus 

grande quantité de chitine dans le sol (6-12% de la biomasse en chitine, qui correspond à 500 

à 5000 kg/ha) (Shahidi et Abuzaytoun, 2005). La chitine existe, également, dans les carapaces 

de crabes et de crevettes (Wang et Xing, 2007). 

De nos jours, la principale source commerciale de la chitine provient des déchets des 

industries de transformation des pêches situées en bordure des côtes générant chaque année 

plusieurs millions de tonnes de carapaces d'invertébrés marins riches en chitine 

principalement les crustacés tels  que les crevettes, les crabes et le krill (Chang et Tsai, 1997 ; 

Mojarrad et al., 2007 ; Xu et al., 2008), comme à Taiwan (Chang et Tsai, 1997) ou l’Indonésie 

(Handayani et al., 2008) et seulement 22 616 tonnes en Allemagne (Xu et al., 2008).  

Ces résidus chitineux sont considérés comme déchets dangereux à cause de leur grande 

putréfaction et leur pouvoir pollueur car ces carapaces sont biodégradées lentement (Crini et 

al., 2009). Dans la mer, les déchets chitineux conduisent à une eutrophisation qui exerce une 

forte demande biochimique en oxygène (DBO5). Tandis que sur terre, ces déchets sont 

rapidement colonisés par les germes pathogènes causant ainsi de grands problèmes pour 

l’environnement et la santé humaine. Donc, cette valorisation des déchets a été non seulement 

proposée pour la sauvegarde de l’environnement dans les régions où les crustacés constituent 
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l’approvisionnement principal de diverses conserveries, mais une alternative de traitement de 

ces derniers (Wang et al., 2010).  

Les principaux producteurs actuels de chitine et de chitosane sont les Etats-Unis, le 

Canada, l’Inde et le Japon. Le Japon reste le leader tant en termes de production, que de 

commercialisation et de consommation (Crini et al., 2009). La production mondiale de la 

chitine est estimée entre 2000 et 3000 tonnes par an, dont 60-70% sert à produire du chitosane 

(Crini et al., 2009). Le prix de vente du chitosane varie entre 20 et 10 000 euros le kg, en 

fonction de ses caractéristiques. 

  A l’état naturel, la chitine provenant des carapaces des crustacés se présente sous 

forme de complexes protéiques enchevêtrés dans un réseau de sels minéraux, principalement, 

constitué de carbonate de calcium. Les analyses biochimiques de la matrice protéique montre 

la présence de protéines acides et des glycoprotéines (Hirotoshi et al., 2004). Certains auteurs 

suggèrent que ces glycoprotéines sont impliquées dans le processus de minéralisation des 

carapaces (Compère et al., 2002).  

 Les protéines sont liées à la chitine par différents modes de complexation : forces de 

vander waals (~2%), liaisons ioniques (~3%), agglomérations stériques (~15%), liaisons 

hydrogènes (~25%) et liaisons covalentes (~55%). 

  L’extraction de la chitine passe par deux étapes : la déminéralisation et la 

déprotéinisation. Cette isolation peut se faire par deux méthodes : chimique et biologique. La 

méthode chimique, représente la méthode traditionnelle d’extraction de la chitine, elle 

nécessite l’utilisation des acides (4% HCl) pour la déminéralisation et des bases (4% NaOH) 

pour la déprotéinisation. Cependant, cette méthode est coûteuse et polluante (Khanafari et al., 

2008). Alors que la méthode biologique fait appel à des bactéries lactiques qui ont la capacité 

de produire l’acide lactique conduisant ainsi à la déminéralisation et d’excréter des enzymes 

protéolytiques conduisant à la déprotéinisation des carapaces de crustacés. Malgré que cette 

méthode ne soit pas encore utilisée à l’échelle industrielle, elle offre de nouvelles perspectives 

pour la production du chitosane de haute viscosité, avec des applications potentielles en 

biomédecine et en pharmacie (Handayani et al., 2008). L’utilisation d’acides organiques pour 

la déminéralisation est une idée prometteuse, puisque ces acides peuvent être produits in-situ 

avec un faible coût par les bactéries. En outre, la méthode biologique ne présente aucun 

danger pour l’environnement et peut préserver les caractéristiques de la chitine.  

Il est à noter que la majorité des études réalisées (Rao et al., 2000 ; Shirai et al., 2001), 

n’ont pas mis en œuvre des méthodes mathématiques, spécialement, les méthodes statistiques 

pour l’optimisation du processus de fermentation. Traditionnellement, les essais sont effectués 
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de manière séquentielle en faisant varier les facteurs d’entrée du système étudié, l’un après 

l’autre, sans planification préalable des essais à réaliser, une telle procédure empirique 

nécessite un grand nombre d’expériences, et ne tient pas compte des interactions entre les 

différents facteurs. Il en résulte une connaissance très relative des influences des facteurs et 

par suite des conclusions peu fiables et non généralisables. Ces limitations peuvent être  

évitées par l’application de la méthode de surface de réponse qui implique un plan statistique 

d’expérience dans lequel tous les facteurs varient en même temps. Les plans d’expériences 

servent à optimiser l’organisation des essais. Cette organisation permet d’obtenir le maximum 

de renseignements avec le minimum d’expériences. Ils permettent en effet, de modéliser au 

mieux un phénomène aléatoire, le plus souvent complexe, à l’aide d’un minimum d’essais.  

La méthodologie des surfaces de réponse (MSR) basée sur un ensemble de technique 

mathématique et statistique conduit à un modèle traduisant l'effet de plusieurs facteurs qui 

influencent la réponse en les faisant varier simultanément avec un minimum d'expériences 

(Popov et al., 2010) et même en présence des interactions complexes (Khayet et al., 2011). 

Cette méthode est, également appliquée pour comprendre l'interaction entre les différentes 

variables et pour déterminer les conditions optimales de la meilleure réponse (De Lima et al., 

2010).  

L’efficacité de la modélisation de l’extraction de la chitine utilisant la méthode de surface 

de réponse (MSR) a été récemment démontrée (Bhaskar et al., 2007; Pacheco et al., 2009). 

L’objectif, de ce présent travail, vise à optimiser les conditions d’extraction de la chitine. Pour 

cela différents paramètres sont analysés :  

a) Les paramètres physico-chimiques pouvant influencer la croissance des bactéries lactiques 

à savoir :  

- La composition du milieu de culture en faisant varier la concentration des composants 

suivants : la source de carbone, la source d’azote, la source de calcium ainsi que le volume de 

tween 80 ; 

- La température d’incubation. 

b) Les paramètres pouvant influencer le bioprocédé 

- Le volume du milieu de culture (jus de dattes) ; 

- Le volume de l’inoculum (Lactobacillus helveticus, Lactobacillus helveticus/ Lactobacillus 

plantarum) ; 

- La quantité de la poudre de carapace  traitée ; 

Cette étude était réalisée en trois principales étapes. 

Dans la première, étape on a procédé par :  
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- Un plan « un facteur à la fois ». Au cours de cette étape, on a jugé nécessaire 

d’identifier quels sont les facteurs pouvant influencer l’extraction de la chitine des 

carapaces de crevettes avec les trois facteurs choisis, à savoir la concentration et la 

nature de la source de carbone et la température d’incubation, on s’est intéressé à la 

détermination de leurs valeurs limites, qui  peuvent être optimales pour les rendements 

voulus.  

Dans la seconde étape, on a procédé par : 

- Un plan composé central pour l’optimisation de la composition du milieu de 

fermentation de Lactobacillus helvetcius. On s’est intéressé à la détermination des 

facteurs pouvant influencer la déminéralisation et la déprotéinisation, avec 

établissement d’un modèle mathématique qui permettra de déterminer les conditions 

optimales des deux réponses.  

Dans la troisième étape, la méthode de surface de réponse est réalisée pour l’extraction de la 

chitine en utilisant deux bactéries lactiques Lactobacillus helveticus et Lactobacillus 

plantarum. Lors de ces expériences, on a étudié l’influence d’autres facteurs sur l’efficacité de 

ce bioprocédé.  

Cette thèse s’organise en deux parties : 

A) Une partie théorique qui regroupe des généralités sur la chitine, sa définition, ses 

caractéristiques et propriétés (chapitre I), les méthodes d’extraction (chapitre II), ainsi que les 

applications de la chitine et ses dérivés (chapitre III). Enfin, une synthèse bibliographique sur 

la modélisation par les plans d’expériences (chapitre IV). 

B) Une partie expérimentale qui comporte deux chapitres : le premier (chapitre V) dans lequel 

nous avons présenté le matériel utilisé, les conditions expérimentales de notre étude ainsi que 

les différentes méthodes d’analyse. Dans le second (chapitre VI), nous avons présenté, 

interprété et discuté les résultats obtenus au cours de notre travail. 

 La thèse est finalisée par une conclusion générale suivie de quelques perspectives à 

envisager pour la poursuite de cette recherche. 
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I. 1. Historique 

Isolée à partir des champignons, en 1811 par Pr. Henry Braconnot (1780- 1855), la chitine 

était le premier polysaccharide azoté identifié par l’homme, il précède la cellulose d’environ 

30 ans. Il appela cette substance «fungine». En 1823, Odier a extrait un composé similaire, à 

partir de la cuticule de coléoptère (insecte) en utilisant la potasse à chaud. Il a obtenu un 

produit insoluble dans les solutions aqueuses qu’il nomma « chitine » (mot grec qui signifie 

tunique ou enveloppe). Odier fut intrigué par le fait que les insectes et les champignons 

possédaient le même composant structural (Crini et al., 2009). En 1859, Pr. Rouget a 

remarqué que le produit obtenu en traitant la chitine avec de la soude à chaud est soluble dans 

des solutions acides aqueuses. Le terme « chitosane » a été donné à la chitine désacétylée pour 

la première fois en 1894 par Hoppe-Seiler. Bien que la chitine et le chitosane soient connus 

depuis le 18
ème

 siècle, la chitine est restée comme une ressource naturelle inutilisable pendant 

une longue période (Brück et al., 2011).   

La production de chitine a débuté en 1920, mais la structure de ces biopolymères n’a été 

identifiée que 50 ans plus tard à travers la cristallographie et la spectroscopie Infra Rouge. 

L’intérêt pour ce biopolymère et ses dérivés comme le chitosane et les chitooligosaccharides a 

augmenté ces dernières années à cause de leurs propriétés biologiques et physico-chimiques 

(Vårum et al., 1991 ; Kurita, 2006). Les recherches ont réellement commencé à partir des 

années 1930. Cependant, celles-ci ont véritablement démarré après la seconde guerre 

mondiale (dés 1950) pour s’amplifier à partir des années 1970. Ainsi, la chitine et le chitosane 

ont commencé à susciter un réel intérêt en raison notamment des grandes quantités de déchets 

que produisaient les conserveries de crustacés (Crini et al., 2009).    

 

I. 2. Caractéristiques et propriétés de la chitine 

I.2.1. Définition structurale de la chitine 

La chitine est un des plus abondants biopolymères dans la nature (Einbu et Vårum, 2008), 

c’est le constituant majeur des exosquelettes d’arthropodes (tels que les crustacés et les 

insectes) et des parois cellulaires de certains champignons (tels que les basidiomycètes) (Al 

Sagheer et al., 2009).  

C’est un polysaccharide linéaire composé d’unités α-(1-4)-2 -acétamido- 2-désoxy-D-glucose 

qui peuvent être désacétylées (Sorlier et al., 2010). C’est un polysaccharide de structure 

similaire à la cellulose (Fig. I. 1). 
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Figure I. 1. Structures de a) chitine, b) chitosane et c) cellulose  (Andrade et al., 2012) 
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La chitine est une molécule hélicoïdale de structure micro-fibrillaire encastrée dans la 

matrice protéique de la carapace (No et al., 2011). Elle est fermement liée aux protéines, 

minéraux, lipides et pigments (Suzuki et al., 2000). 

La carapace des crustacés décapodes est une nano-composite biologique multiphase, 

constituée d’une matrice organique (chitine et protéines) et de biominéraux (calcite et 

phosphate). La chitine est associée à des composés protidiques variés qui lui donnent une 

consistance rigide, molle ou élastique (Grassé, 1979).Traditionnellement, la chitine est liée 

aux protéines de la cuticule par des liaisons hydrogène à travers des résidus histidine pour 

former des complexes glycoprotéiques complexes (Muzzarelli, 2011). Elle est, également, liée 

au catéchol-amine et histidine/aspartique par des liaisons covalentes (Gupta et al., 2011). 

Comme présenté dans la figure I. 2a, les plus petites sous unités de la structure de la 

cuticule de Homarus americanus (homard) sont les macromolécules de la chitine. 

L’alignement antiparallèle de ces molécules donne naissance à  chitine. L’arrangement de 

18 à 25 chaînes de chitine forme de longues unités cristallines entourées par une gaine 

protéique protectrice (6 hélices) (Kramer et al., 1985), et produit une nano-fibrille de 2-5 nm 

de diamètre et de 300 nm de longueur. Les nano-fibrilles se regroupent pour former de 

longues fibres de chitine-protéine de 50-350 nm de diamètre (Raabe et al., 2006). Ces fibres 

chitinoprotéiques, toujours disposées horizontalement, mais qui seraient regroupés en 

faisceaux parallèles entre eux et tourneraient régulièrement d’un niveau au suivant (rotation 

de 180°), pour former des plans horizontaux empilés d’une manière hélicoïdale en créant une 

structure « en contreplaqué torsadé » (Bouligand, 1988) (Fig. I. 2a). Les fibres de chitine sont 

disposées autour des cavités du système pore tubulaire (Fig. I. 2b) résultant en une structure 

de type ''nid d'abeilles'' (Raabe et al., 2006 ; Fabritius et al., 2011).                                                                                         

Le complexe chitine-protéine forme un tube dont la partie axiale claire, correspondrait à la 

chitine et la périphérie dense aux protéines. Ces sous unités s’alignent dans la cuticule en 

ménageant certains espaces accessibles à la minéralisation (Giraud-Guille et al., 2004 ; Raabe 

et al., 2006).   
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Figure I. 2. Présentation de l’encastrement des fibrilles de chitine dans la matrice protéique (homard :  Homarus americanus) 

(Muzzarelli, 2011)

a) 
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Les structures caractéristiques des fibres de chitine-protéine ne sont pas encore entièrement 

élucidées et la nature de l'interface entre les composants organiques et inorganiques dans les 

cuticules minéralisée est encore inconnue. En outre, la répartition de la phase inorganique et 

son impact sur les fonctions spécifiques doit être clarifiée (Fabritus et al., 2001). 

 

I. 2. 2. Caractéristiques 

Plusieurs études ont, clairement, montré que les caractéristiques physico-chimiques  

spécifiques de la chitine et son dérivé (chitosane), sont principalement, le poids moléculaire et 

le degré d’acétylation (DA = 100 – DD) de la chitine et le degré de désacétylation (DD) du 

chitosane qui varient en fonction des conditions d’extraction (Crini et al., 2009). Ces 

caractéristiques physico-chimiques de la chitine et son dérivé (chitosane) influencent leurs 

propriétés fonctionnelles telles que la solubilité, la réactivité chimique et les activités 

biologiques (Tolaimate et al., 2000) à savoir la biodégradabilité (Sato et al., 1998 ; Zhang  et 

al., 2005), qui diffère en fonction de la source de la chitine et sa méthode de préparation 

(Crini et coll., 2009) (Tableau 1). 

 

Tableau I. 1: Relation entre les propriétés biologiques de la chitine et de son dérivé 

(chitosane) et leurs caractéristiques (Aranaz et al., 2009) 

Propriétés Caractéristiques 

 Biodégradabilité DD, distribution des groupements acétyle, 

PM 

Biocompatibilité DD 

Mucoadhésion DD, PM 

Hémostatique DD, PM 

Analgésique DD 

Augmentation de l’adsorption DD (chitosane seulement) 

Antimicrobien PM 

Anti- choléstérolémique DD, PM, Viscosité 

Antioxydant DD, PM 

 

Des études récentes sur la chitine et son dérivé (chitosane) ont, également, révélé une 

remarquable variation dans l’activité antibactérienne (No et al., 2003), la biodégradabilité et 

les activité immunitaires (Suzuki et al., 2000 ; Tolaimate et al., 2009), ainsi que dans les 

capacités de fixation des colorants, de l’humidité et des lipides sur différentes chitines, 

chitosanes et de leurs dérivés préparés au laboratoire à partir des déchets de carapace de 

crustacés (Cho et No, 1998).  

Kofuji et ses collaborateurs (2005), ont constaté que le dérivé de la chitine (chitosane) avec 

une faible DD a tendance à se dégrader plus rapidement. Toutefois, d'autres auteurs ont 
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rapporté que les différences de dégradation sont dues à des variations dans la distribution des 

groupements acétamide dans la molécule du chitosane (Aiba et al., 1992 ; Shigemasa et al., 

1994). Ceci est dû à des différences dans les conditions de désacétylation qui influence la 

viscosité de la solution du chitosane en modifiant les forces de répulsion inter- ou intra- 

moléculaires (Sashiwa et al., 1991). Par conséquent, on peut conclure qu'il est impossible 

d'estimer le taux de biodégradation à partir du DD seul. La cinétique de dégradation semble 

être inversement liée au degré de cristallinité qui est, principalement, contrôlé par le degré de 

désacétylation En outre, la distribution des groupements acétyle affecte, également, la 

biodégradabilité car l'absence des groupements acétyle, ou leur répartition homogène conduit 

à résultats de faibles taux de dégradation enzymatique (Aiba et al., 1992 ; Francis et al., 

2000). Enfin, plusieurs études ont rapporté que la longueur des chaînes (PM) affecte, 

également, la vitesse de dégradation (Huang et al., 2004; Tomihata et al., 1997; Zhang et al., 

2001).Plus la longueur est importante, plus la dégradation est faible.  

 

I.2. 2. 1. Le degré de désacétylation (DD) 

Il est défini comme la fraction molaire des unités désacétylées dans la chaine polymorphe 

(Sorlier et al., 2001), c’est un des facteurs les plus importants pouvant influencer les 

propriétés de la chitine et du chitosane (No et al., 2003; Hobel, 2004 ; Zhang et al., 2005), tels 

que : 

1) La solubilité du biopolymère ; 

2) La flexibilité des chaînes macromoléculaires ; 

3) La conformation du biopolymère ; 

4) La viscosité des solutions. 

Le degré d’acétylation (DA), exprimé généralement en pourcentage, peut être utilisé pour 

différencier la chitine du chitosane. Il est appelé chitine quand le DA est supérieur à 50% et 

l’échantillon n’est pas soluble dans les solutions acides aqueuses; autrement, il est appelé 

chitosane (Kasaai, 2009). Un grand nombre de méthodes a été rapporté pour déterminer le DD 

de la chitine (Sato et al., 1998). 

Le DD peut être déterminé par analyse élémentaire (analyse du pourcentage d’azote) 

(Einbu et Vårum, 2008), par titrage potentiométrique (Novikov, 2004 ; Kadouche, 2013), par 

spectroscopie infra rouge à transformée de Fourier (Shigemasa et al., 1996) et spectroscopie 

UV (Brugnerotto et al., 2001), ou encore par résonance magnétique nucléaire liquide ou 

solide (Gupta et al., 2011). La technique infrarouge est la plus adaptée pour une 

caractérisation rapide et simple de la chitine et du chitosane (Crini et al., 2009).  
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I.2.2.2.  Le poids moléculaire (PM)  

Le poids moléculaire nous renseigne sur la viscosité et le taux de dégradation des 

biopolymères. Il peut être déterminé par des mesures viscosimétriques (Einbu et al., 2004) ou 

par chromatographie par perméation de  gel (chromatographie d’exclusion stérique) couplée à 

des techniques de détection comme la mesure du plan de polarisation de la lumière ou de la 

diffraction de la lumière (Khor., 2001). 

 

I.2.3. Propriétés  

I.2.3.1. Cristallinité 

La chitine rencontrée dans le milieu naturel se diffère, non seulement, par leur poids 

moléculaire (PM) et leur degré de désacétylation (DD) mais également par leur état cristallin 

(Crini et al., 2009). La cristallinité est un paramètre important car elle contrôle un certain 

nombre de propriétés comme l’accessibilité des sites internes dans les chaînes 

macromoléculaires, les propriétés de gonflement dans l’eau ou encore les propriétés 

diffusionelles (Kurita, 2006). Elle est, en général, déterminée par des mesures de diffraction 

aux rayons X (Waldemar, 2001).  

Les chaînes du polymère peuvent être agencées de différentes manières, selon l’origine du 

matériau (Rinaudo, 2006). A l’état solide, les chaînes de la chitine se présentent sous forme 

d’hélice avec une unité de répétition d’environ 1,03 nm, et chaque unité est constituée de 2 

résidus. En conséquence des divers arrangements des macromolécules, trois formes 

différentes ont été mises en évidences : α-, β-, et γ-chitines (Zhang et al., 2005 ; Dahiya et al., 

2006) (Fig. I. 3). 

L’α-chitine, présente un agencement antiparallèle des chaînes, c’est la forme de la chitine 

la plus abondante dans la nature (les crevettes et les crabes).   

 

 

Figure I. 3. Structure moléculaire et représentation conventionnelle des trois formes de la chitine 

(Aranaz et al., 2009) 
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La β-chitine présente des chaînes  parallèles, elle est rencontrée dans les plumes de 

calamar (Yasutomo et al., 2003 ; Rinaudo, 2006 ; Xu et al., 2008), et l’endosquelette de la 

seiche. Tandis que la γ- chitine présente le mélange de α- et β- chitines (Dahiya et al., 2006), 

elle est rencontrée dans les cuticules de brachiopodes et les cocons des insectes (Hobel, 2004). 

Les liaisons hydrogène inter- et intra-moléculaires jouent un rôle clé dans les propriétés 

physiques de la chitine (Kurita, 2006 ; Liu et al., 2009) à savoir la solubilité (Kurita, 2006 ; 

Rinaudo, 2006), l’élasticité (rigidité structurale), ou sa remarquable résistance (Fabritus et al., 

2011).  

Les chaînes de chitine sont organisées dans des feuillets où elles sont fermement liées 

par un certain nombre de liaison hydrogène intra-moléculaire (O3-H….O5). Ce réseau serré, 

dominé par des liaisons hydrogène C-O ... NH (C7=O7….H-N), qui maintiennent les chaines 

à une distance d'environ 0.469 nm le long de l'axe a (distance interchaînes) de l’unité 

cellulaire dont l’unité est constituée de deux chaînes de polymère dans une orientation anti-

parallèle, portant une seule unité pyranose (Mogilevskaya et al., 2006 ; Muzzarelli, 2011), à 

une distance de 1.043 nm le long de l’axe c (Mogilevskaya et al., 2006). 

Il est important de noter que dans α-chitine il existe également un certain nombre de 

liaisons intermoléculaires le long de l'axe b=1.913 nm de la cellule unitaire, impliquant les 

groupements hydroxyméthyle (CH2OH) de la chaîne adjacente (Fig. I. 4). Cette particularité 

n'est pas retrouvée dans la structure de β-chitine (Rinaudo 2006).   
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Figure I. 4. Structure de (a) α- chitine et (b) β- chitine (Rinaudo, 2006)

a) 
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I.2.3.2. Solubilité 

La chitine est une substance inerte, comme la cellulose, insoluble dans l’eau et également 

dans la plupart des solvants aqueux dilués et les solvants organiques, les acides concentrés la 

dégradent. Par chauffage, la chitine se décompose vers 250°C sans fondre. En revanche, sa 

désacétylation partielle en milieu basique permet d’obtenir le chitosane qui, lui, est soluble en 

milieu aqueux acide grâce à la protonation de ses fonctions amine (Crini et al., 2009).  

 

I.2.3.3. Electrolytes 

En milieu acide, le chitosane est l’un des rares poly-électrolytes naturels cationiques, 

capable de former des complexes électrostatiques dans un milieu acide (Rinaudo, 2006). C’est 

l’unique polysaccharide qui a un caractère  cationique (Kasaai, 2010) dont l’état d’ionisation 

est décrit par l’équilibre suivant :  

 

 

 

                                         

 

 

Le chitosane est une base faible de pka voisin de 6.3- 6.7 (valeurs moyennes des 

échantillons commerciaux). Lorsque le pH de la solution devient inférieur au pKa, le 

chitosane devient cationique et par conséquent soluble (Crini et al., 2009). 

 

  I.2.3.4. Biologiques  

De part sa structure chimique, le chitosane constitue un substitut des milieux biologiques. 

En effet, la liaison glycosidique et les résidus N-acétyl-glucosamine que l’on retrouve dans les 

macromolécules du chitosane sont également présents dans la structure de la matrice 

extracellulaire de la plupart des tissus vivants, alors que le résidu glucosamine y est absent  

(Crini al., 2009). 

 

Milieu acide 
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I.2.3.5. Autres propriétés physiques et chimiques  

Le chitosane est un matériau très stable en phase solide (par exemple, chez la sèche) et il a 

une conservation quasi infinie. En solution, il est relativement fragile et dégradable. Le 

chitosane montre, de plus, des propriétés d’adhésion à des surfaces chargées négativement.  

Comme la plupart des polysaccharides, le chitosane, en raison de la liaison glycosidique β-

(1-4), est un polymère semi-rigide et, à ce titre, est un bon agent épaississant c’est-à-dire qu’il 

augmente fortement la viscosité de la solution. En plus de ces interactions, la nature des 

liaisons glycosidique confère également à la chitine et au chitosane d’excellentes propriétés 

filmogènes (Crini et al., 2009).       

 

II. Les sources de la chitine 

La chitine est produite par les insectes (blattes, coléoptères, fourmis), les arachnides 

(scorpions, araignées), les animaux marins (crabes, crevettes, homards, langoustines, 

calamars) et les champignons (basidiomycètes…) (Di Mario et al., 2007). Dans le règne 

animal, la chitine est un élément de soutien des téguments de certains invertébrés (insectes, 

crustacés, mollusques et nématodes). On la retrouve, en particulier, dans la composition de 

leur cuticule, et à un degré moindre au niveau de la paroi intestinale, du tube digestif, des 

trachées, des tendons musculaires et du squelette interne (Nwe et al., 2011). Cette cuticule 

contient, également, des protéines, des lipides et du carbonate de calcium. En réalité, les 

structures chitineuses ne sont jamais constituées de chitine seule ; elle est généralement 

complexée à des protéines sous la forme de glycoprotéines, ce qui confère des propriétés de 

rigidité (ou de souplesse) aux cuticules. La chitine est, également, un constituant majeur des 

endosquelettes de céphalopodes comme les sèches et les calamars et des parois de certaines 

levures. Le tableau I. 2 donne les principales sources de chitine. 
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Tableau I. 2. Le pourcentage de chitine chez les différents organismes (Hobel, 2004; 

Kurita, 2006 ; Crini et al., 2009; Jo et al., 2011) 

Organismes % de  chitine Organismes % de chitine 

Crustacés : 

Euphausia sp. And 

Meganyctiphanes sp. 

(krill) 

Chionoecetes sp., Cancer 

sp., Carcinus sp. (crabe) 

Carcinus (crabe) 

Paralithodes sp. (crabe 

royale) 

Callinectes sp. (crabe bleu) 

Crangon and Pandalus sp. 

(crevettes) 

Penaeus sp. (crevette) 

Crevettes d’ Alaska 

Nephros sp. And Homarus 

sp. (homard) 

Lepas sp.  

 

 

 

20- 30 

 

 

15- 30 

 

 

35 

 

14 

17- 40 

 

40 

69,8
a
 

60- 75 

 

59 

 

 

 

 

Insectes : 

Periplaneta (cafard) 

Blatella (cafard) 

Cleoptera (coccinelle) 

Diptera 

Pieris (papillon) 

Bombyx (ver à soie) 

Calleria (ver de cire) 

 

Mollusques : 

Pallourde 

Coquilles des huitres 

Plumes de calamar 

Krill, carapace déprotéinisée 

 

Champignons 

Aspergillus niger 

Penicillium notatum 

Penicillium chrysogenum 

Saccharomyces cerevisiae 

Mucor rouxii 

Lactarius vellereus 

  

  

 

2,0
b
 

18,4
a
 

27- 35
a
 

54,8
a
 

64,0
a
 

44,2
a
 

33,7
a
 

 

6,1 

3,6 

41,0 

40,2 

 

 

 

42,0
c
 

18,5
c
 

20,1
c
 

2,9
c
 

44,5 

19,0 

 

 

 

a: basé sur la masse organique de la carapace; b: compare à la masse totale du cuticule; c: relative au poids 

sec de la paroi cellulaire. 

 

Chez les insectes, la chitine constitue environ 1,5% de la masse fraîche de l’animal, ce qui 

explique que son exploitation commerciale ne soit pas envisagée (Kiefer, 1999). Chez les 

micro-organismes, le pourcentage de chitine peut atteindre plus de 20% de la masse fraîche de 

la cellule (Wu et al., 2004). Toutefois, l’extraction à partir de micro-organismes n’a, jusqu’ici, 

été effectuée qu’à titre expérimental. Le meilleur rendement d’extraction de la chitine est, 

actuellement, observé chez les crustacés qui en constituent donc la principale source au 

niveau industriel.  
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Environ 70% des pêches de capture marines sont utilisées pour la transformation et une 

quantité considérable de la capture traitée est éliminée sous forme de déchets. Les rejets 

dépassent 20 millions de tonnes par an, ce qui est l’équivalent de 25% de la production 

annuelle (Jo et al., 2011). Chez la crevette, seulement 35% de la masse de l’animal est 

consommé tandis que cette proportion est d’environ 45% pour les crabes et les homards.  Les 

déchets de crustacés sont constitués, principalement, de 30- 40% de protéines, 30- 50% de 

carbonate de calcium et de 20- 30% de chitine (Hobel, 2004; Kurita, 2006 ; Crini et al., 2009; 

Jo et al., 2011) (Tableau I. 2) avec d’autres composants tels que les lipides, les pigments 

(caroténoides et astaxanthine) et d’autres sels minéraux qui peuvent également être valorisés. 

La proportion de chitine dans les déchets de crustacés justifie donc son utilisation 

commerciale comme matière première pour obtenir la chitine et le chitosane.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

Chapitre II 

Les méthodes d’extraction 
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II. 1. Introduction 

La chitine présente d’intéressantes caractéristiques, elles sont qui influencées par le choix 

des méthodes d’extraction. 

 

II. 2. La méthode chimique 

La méthode, la plus courante, pour la préparation commerciale de la chitine à partir des 

carapaces de crustacés consiste en trois principales étapes (Fig. II. 1) :  

1-  Isolation des protéines : déprotéinisation par un traitement alcalin ; 

2- Isolation des carbonates de calcium (et phosphates de calcium) : déminéralisation en 

milieu acide;  

3- Suivi par une décoloration avec des substances chimiques (exemple : l’acétone) pour 

obtenir un produit incolore (No et al., 1998 ; Bautista et al., 2001 ; Choorit et al., 2008) ou le 

mélange chloroforme/méthanol/eau (Kjartansson et al., 2006).  

La déminéralisation est, généralement, réalisée avec des acides tels que HCl, HNO3, 

H2SO4, CH3COOH et HCOOH. Cependant, HCl est le plus utilisé (No et al., 1998 ; Percot et 

al., 2003).  

La déprotéinisation est, habituellement, réalisée avec des bases telles que NaOH, 

KOH…etc (Percot et al., 2003). Il a été montré que l’ordre des deux étapes peut être inversé 

(Kjartansson et al., 2006). 

La préoccupation majeure dans la production de la chitine est la qualité du produit final, qui 

est fonction du poids moléculaire et le degré d’acétylation (DA). Percot et ses collaborateurs 

(2003) ont rapporté que l’utilisation des acides tels que HCl pour la déminéralisation de la 

chitine, entraine des effets néfastes sur le poids moléculaire et le degré d’acétylation qui 

affectent négativement sur les propriétés intrinsèques de la chitine purifiée (Tableau II. 1). De 

même, selon Crini et ses collaborateurs (2009), la méthode permet l’enlèvement presque 

complet des sels minéraux, mais en même temps, des réactions de désacétylation et de 

dépolymérisation peuvent se produire (Tableau II. 1). En comparant les différentes chitines, 

des variations dans les caractéristiques du polymère obtenu (DA, poids moléculaire, activité 

optique) ont été observé en fonction de l’acide utilisé pour la déminéralisation (Crini et al., 

2009). 
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Figure II. 1. Les différentes étapes d’extraction de la chitine 

 

 

 

 

Traitement acide (Hcl 0.275- 2M pendant 1- 

48h à 0- 100°C) (Sorlier et al., 2001) 

Protéines 

Carapaces 

 

 

Broyage et lavage 

Traitement alcalin (NaOH 1M pendant 1- 

72h à 65- 100°C) (Sorlier et al., 2001) 

Carapaces déprotéinisées  

Minéraux (carbonate de 

calcium et phosphate de 

calcium) 

Chitine 

Méthode chimique Méthode biologique 

Bactéries productrices de protéases 

Protéines 

  

Bactéries productrices d’acides organiques 

Minéraux  

  

Décoloration et blanchiment (mélange organique de 

chloroforme/méthanol/eau (1 :2 :4) à 25°C (Kjartansson et al., 2006)                
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En outre, la purification chimique de la chitine est consommatrice d’énergie et néfaste pour 

l’environnement à cause de grandes quantités d’acides et de bases utilisées (Healy et al., 

2001). La méthode chimique, génère des quantités élevées des effluents (acides et basiques) et 

dont un traitement est nécessaire (Wang et Chio, 1998).  

 

II. 3. La méthode biologique 

Une méthode alternative pour résoudre les problèmes d’extraction chimique de la 

chitine consiste en utilisation de la méthode biologique (Tableau II.1). L’utilisation des 

protéases pour la déprotéinisation permettait d’éviter un traitement alcalin. En plus, de 

l’utilisation des exoenzymes, les bactéries protéolytiques ont été utilisées pour la 

déprotéinisation des carapaces déminéralisées (Jung et al., 2007) sans provoquer l’hydrolyse 

ou la désacétylation de la chitine. Cette approche biotechnologique, conduit à la formation 

d’une fraction liquide riche en protéines, en sels minéraux et en pigments et une fraction 

solide riche en chitine. La fraction liquide peut être utilisée comme supplément protéines-

minéraux pour la consommation humaine ou pour l’alimentation des animaux (Rao et al., 

2000). 
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Tableau II. 1. Comparaison entre la méthode chimique et la méthode biologique 

 

 

 

 

 

 La méthode chimique  La méthode biologique 

Récupération de la 

Chitine 

 Deux étapes différentes in situ 

 Déminéralisation Solubilisation des minéraux par un traitement acide utilisant: HCl, 

HNO3, H2SO4, CH3COOH et HCOOH 

Réalisée par une bactérie productrice d’acide lactique suite à la 

conversion d’une source de carbone. 

 

 Déprotéinisation Solubilisation des protéines par un traitement alcalin (NaOH, 

KOH) 

Réalisée par des protéases secrétées dans le milieu de fermentation  

En plus, la déprotéinisation peut se faire par l’ajout des éxo-

protéases et/ou de bactérie protéolytique 

 

  Augmentation du  prix de revient de la chitine à cause du 

traitement des effluents acides et alcalins (les eaux de lavage) et 

récupération des minéraux et protéines.  

Le coût d’extraction de la chitine par  la méthode biologique peut 

être réduit en utilisant des sources de carbone bon marché. 

Les protéines et les minéraux  solubilisés peuvent être utilisés pour 

l’alimentation humaine et animale. 

 

Qualité de la 

chitine 

Poids moléculaire (PM) et le 

degré d’acétylation (DA) 

désirés. 

Une large gamme de produit final, car l’utilisation de l’acide 

chlorhydrique à différentes concentration et à de forte température 

conduit à la production de chitines de différents DD et différents 

PM (Khor et al., 2001). 

 

Produit final présente une bonne homogénéité et une très bonne 

qualité.  
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Les études de déprotéinisation biologiques réalisées, ont été portées principalement, sur 

l’extraction de la chitine à partir des crevettes utilisant des méthodes mécaniques (Jung et al., 

2007), des méthodes enzymatiques (Synowiecki et Al Khateeb, 2000 ; Valdez-Peña et al., 

2010) et des méthodes microbiologiques impliquant différentes espèces à savoir Lactobacillus 

plantarum (Rao et al., 2000), Pseudomonas aeruginosa K-187 (Oh et al., 2000) et Bacillus 

subtilis (Yang et al., 2000). La déminéralisation biologique a été, également, étudiée pour 

l’extraction de la chitine à partir des carapaces de crustacés par l’utilisation des enzymes telles 

que l’alcalase (Synowiecki et Al Khateeb, 2000) ou par procédé microbiologique utilisant des 

espèces telles que Lactobacillus pentosus 4023 (Bautista et al., 2001) ou les probiotiques 

naturelles (lait caillé) (Kandra et al., 2010). Dans ces procédés biologiques, la 

biodéminéralisation et la biodéprotéinisation peuvent se réaliser simultanément mais de façon 

incomplète (Jung et al., 2007). Un résumé de différentes études microbiologiques citées dans 

la littérature est donné dans le tableau II. 2. 

Depuis de nombreuses années, la fermentation a été utilisée pour la conservation des 

poissons, elle représente une technologie simple (artisanale) et accessible (bon marché et non 

consommatrice d’énergie) (Fagbenro, 1996). Aujourd’hui, elle est utilisée pour l’extraction de 

la chitine. Elle consiste en ensilage des carapaces de crustacés in-situ par la production 

d’acide lactique à faible coût à partir des sous-produits tels que : le lactosérum, la 

lignocellulose et l’amidon. La production d’acide lactique par les bactéries lactiques induit la 

liquéfaction des déchets semi-solides et conduit à un abaissement du pH et à l’augmentation 

de l’activité des protéases (Shirai et al., 2001). Cette méthode pourrait offrir une voie 

commerciale pour la récupération de la chitine (Bautista et al., 2001). 

 

II.3. 1. Fermentation lactique 

Les procédés biologiques pour la production de chitine  réalisés actuellement, utilisent des 

bactéries productrices des acides organiques et des enzymes pour la déminéralisation et la 

déprotéinisation des carapaces de crustacés, respectivement. Différentes sources de chitine et 

différents substrats ont été testés.  

La déminéralisation biologique des carapaces de crevette fait intervenir l’acide lactique 

produit, par hydrolyse de la source de carbone présente dans le milieu de fermentation par la 

bactérie lactique. Cette acidification a pour effet d’éviter les contaminations et de 

déminéraliser les carapaces par solubilisation des minéraux. La réaction de l’acide lactique 

avec le carbonate de calcium conduit à la formation du lactate de calcium qui peut être 

éliminé par un simple lavage (Rao et al., 2000). La déprotéinisation de ces déchets 
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biologiques et la liquéfaction simultanée des protéines des crevettes se font, essentiellement, 

par des enzymes protéolytiques produites par le lactobacille additionné, les bactéries présentes 

dans le système digestif des crevettes ou par les protéases présentes dans les déchets (Rao et 

al., 2000). Il en résulte une fraction riche en peptides solubles et en acides aminés libres 

(Fagbenro, 1996). 

La fermentation lactique des déchets de la  crevette Penaeus monodon a été étudiée en 

utilisant différentes sources de carbone comme le lactose et l’extrait de manioc (Jung et al., 

2005a). Les têtes de la crevette de rivière africaine Macrobrachium vollenhovenii ont été 

fermentées avec Lactobacillus plantarum utilisant la mélasse de canne comme source de 

carbone (Fagbenro, 1996). La déminéralisation des déchets de crevettes (Shirai et al., 2001), 

d’écrevisses (Bautista et al., 2001) et des déchets de langoustine (Zakaria et al., 1998) a aussi 

été étudiée.  

La fermentation lactique combinée au traitement chimique a été étudiée comme une 

méthode alternative à l’extraction chimique de la chitine, dans le but de réduire les quantités 

d’acide et de base utilisées (Luis et al., 2002). Ces auteurs considèrent la fermentation 

lactique comme un prétraitement des déchets de crevettes, suivi par une déminéralisation et 

une déprotéinisation utilisant de faibles concentrations en HCl (0.5 M) et en NaOH (0.4 M). 

La production de la chitine à partir des carapaces de la crevette rose Nephrops norvegicus 

par fermentation a été étudiée par Healy et ses collaborateurs (1994). Dans cette étude, des 

carapaces, préalablement déminéralisées, ont été incubées pour la déprotéinisation, avec un 

inoculum bactérien commercial (Stabisil) en présence du lactose (Nutrimink) comme source 

de carbone en aérobiose et en anaérobiose pendant 7 jours (Tableau II. 2). Stabisil est utilisé, 

principalement pour l’ensilage des déchets de poissons et se compose de cultures bactériennes 

actives (Streptococcus faecium M74, Lactobacillus plantarum et Pediococcus acidilactici). 

En général, un abaissement du taux des protéines d’environ 40% est atteint, indépendamment 

des conditions considérées (aérobiose ou anaérobiose). 

La fermentation anaérobique des carapaces de la crevette rose Nephrops norvegicus utilisant 

des bactéries lactiques en combinaison avec un inoculum spécial Sil-A1 4x 4
TM

 (Tableau II. 

2), contenant un mélange de bactéries protéolytiques sélectionnées (L. plantarum, L. 

salivarius, S. faecium et P. acidilactici) a été réalisée comme une méthode efficace pour la 

récupération et la valorisation des composants contenus dans les carapaces. Les résultats 

obtenus lors de cette étude sont satisfaisants. Le taux de déminéralisation était de 90.99 %.  
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L’analyse élémentaire, pour le calcul du taux de DP, a montré que la quantité d’azote 

résiduelle correspondait au taux théorique de l’azote de la chitine (6,69%) rapporté par la 

littérature (Healy et al., 2003 ; Crini et al., 2009).  

 

Le traitement biologique des déchets de langoustine Nephrops norvegicus, utilisant 

Lactobacillus paracasei souche A3 fermenté avec le glucose comme source de carbone a été 

réalisée par Jung et ses collaborateurs (2005a). Après 5 jours de culture discontinue à 30°C, 

une liqueur riche en protéines a été produite comme résultat de la protéolyse, avec une 

solubilisation de 77.5% et 61% de protéines et de calcium, respectivement, tandis que la 

fraction solide contient 17.5% de chitine (par rapport au poids sec) (Jung et al., 2005a) 

(Tableau II. 2). 

 

Une autre étude de fermentation des déchets de crevette par  Lactobcillus plantarum 541 

avec et sans contrôle du pH a été réalisée par Rao et ses collaborateurs (2000). Parmi les 

quatre acides testés (acide acétique glacial, acide citrique, acide chlorhydrique et acide 

lactique) pour contrôler le  pH au début et durant la fermentation,  l’acide acétique et l’acide 

citrique étaient les plus efficaces. En présence d’une source de carbone supplémentaire, telle 

que le glucose, des taux de 75% de déprotéinisation et 86% de déminéralisation des déchets 

ont été obtenus avec un pH maintenu constant à 6 avec de l’acide acétique. Tandis qu’à pH 

libre des taux de 68.1% et 64.1 % de déprotéinisation et de déminéralisation ont été obtenus, 

respectivement. 

 

Les déchets d’écrevisse Procambarus clarkia ont été, également, utilisés pour la 

récupération de la chitine par Luis et ses collaborateurs (2002). Le matériau a été fractionné 

par sédimentation-flottation en deux fractions: une fraction protéique et une fraction 

chitineuse. Les taux de déprotéinisation et de déminéralisation dans la dernière fraction après 

fermentation avec L. paracasei cultivé dans le dextrose sont 94.0% et 97.2 %, respectivement. 

La déminéralisation de la fraction chitineuse de l’écrevisse Procambarus clarkia a été 

également, étudiée en fermentation discontinue alimentée (fed-batch fermentation) en utilisant 

des cellules immobilisées de Lactobacillus pentosus-4023 (Wang et al., 1998). 
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Tableau II. 2. Revues bibliographiques sur les méthodes biologiques de récupération de la chitine par fermentation lactique 

 Souches et/ou  enzymes protéolytiques Source de 

carbone 

Durée 

   (h) 

Taux (%) Références 

DP DM 

Fermentation lactique 

Penaeus sp. Lactobacillus spp. B2 Sucrose  6 85 87.6 Luis et al., 

2002)) 

Nephrops norvegicus 

déminéralisé 

Stabisil : Streptococcus faecium M74, 

L. plantarum, Pediococcus acidilactici 

Lactose 7 40 ND (Healy et al., 

1994) 

Nephrops norvegicus Sil-A1 4X4
TM

: L. plantarum, 

L.salivarius, S.faecium, P.acidilactici 

Glucose 7 ND 90.99 (Healy et al., 

2003)) 

Nephrops norvegicus L. paracasei A3 Glucose 5 77.5 61 (Zakaria et al., 

1997)) 

Crevette  fermenté en une 

seule étape 

L. plantarum 541  Glucose – 75 86 (Rao et al., 

2000)) 

Procambarus clarkia pré-

traité 

(écrevisse) 

L. paracasei A3  Dextrose 3 94 97.2 (Cremades et 

al., 2001)) 

Procambarus clarkii Lactobacillus pentosus 4023 

immobilisé 

Lactosérum 2.1 81.5 90.1 (Bautista et al., 

2001)) 

Chionoectes japonicus L. paracasei subsp. Tolerans KCTC-

3074 

Glucose 1 54.7 55.2 (Jung et al., 

2005a)  
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Jung et ses coll. (2005b) ont étudié la déminéralisation des carapaces du crabe rouge 

Chionoecetes japonicas par la bactérie lactique Lactobacillus paracasei subsp. tolerans 

KCTC-3074, puis une comparaison a été faite avec le traitement chimique à l’acide lactique. 

Ils ont remarqué que la teneur en cendres diminue avec l’augmentation de la concentration en 

acide : 49.1% pour 5% et 16.4 % pour 10% après 12 h. Avec l’augmentation de l’inoculum : 

2.5, 5 et 10%, la teneur en cendres diminue rapidement le premier jour à 55.2, 40.9 et 44.7 %, 

respectivement. La teneur en protéines, après déminéralisation chimique varie de 51.3 à 54.7 

% et après fermentation lactique, elle diminue jusqu’à 32.3%. Ces résultats suggèrent que la 

fermentation lactique peut être une méthode alternative pour la déminéralisation des carapaces 

de crabe, même si les taux de déminéralisation étaient inférieurs à ceux obtenus lors du 

traitement chimique (Jung et al., 2005b).  

Ces auteurs ont, également, montré que la croissance microbienne a été principalement 

affectée par la concentration de la source de carbone, comme le glucose, plutôt que 

l’inoculum. Environ, 80% des cendres ont été éliminés au bout de 5 jours dans les conditions 

optimales (10% de l’inoculum, 10% de glucose et 10% de carapaces de crabe rouge à 30°C). 

Ces résultats ont aussi confirmé que la fermentation lactique pourrait être une alternative au 

traitement chimique même si ça nécessite un traitement acide plus doux (HCl 0,5M) (Jung et 

al., 2007). 

 

II. 3. 2. Fermentation Non- lactique 

Des bactéries non lactiques ont été, également, utilisées pour la récupération de la chitine. La 

fermentation des carapaces de crevettes Metapenaeopsis dobsoni dans un bouillon de jiggery 

(sucre brut) utilisant Bacillus subtilis pour la production de la chitine a montré  que la quantité 

d’acide lactique produit ainsi que l’activité protéolytique de B. subtilis ont permis la 

déminéralisation et la déprotéinisation (Sini et al., 2007). Environ 84 % de protéines et 72 % 

de minéraux ont été éliminés de la carapace après fermentation (Tableau II. 3). 

Une souche de Pseudomonas aeruginosa K-187 a été isolée à partir du sol dans le nord de 

Taiwan. C’est une souche productrice de protéases et de chitinase/lyzozyme quand elle est 

cultivée dans un milieu de culture contenant des carapaces de crevettes et de crabes comme 

sources d’azote (Wang et Chio, 1998). Il a été montré que P. aeruginosa K-187 est capable de 

déprotéiniser les carapaces par fermentation. Le taux le plus élevé de déprotéinisation est de 

l’ordre de 82% après 5 jours, montrant que P. aeruginosa K-187 est plus efficace que la 

bactérie protéolytique P. maltophilia qui est connue par sa grande capacité dans la 

déprotéinisation des déchets de crevettes. L’utilisation de protéases produites par P. 
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aeruginosa K-187 est prometteuse pour la déprotéinisation des déchets de crustacés (Wang et 

Chio, 1998). 

L’utilisation des enzymes protéolytiques dans la déprotéinisation des déchets de crustacés a 

été étudiée par Oh et ses coll. (2000). Cette équipe a montré que l’utilisation des protéases de 

P. aeruginosa K-187 a conduit, sous les conditions optimales de culture, à un taux de 72% de 

déprotéinisation de la poudre de carapaces de crevettes et de crabes après 7 jours 

d’incubation. Tandis que la déprotéinisation de la poudre de carapace crevette brute et de la  

poudre de crevette traitée par l’acide, en utilisant des protéases de P. aeruginosa immobilisée, 

était de 78 et 45%, respectivement. Dans le cas des enzymes immobilisées, un taux de 67 % 

de déprotéinisation des de la poudre de carapaces de crevettes et de crabes a été obtenue 

(Tableau II. 3). 

 Après 7 jours d’incubation à température de 30°C, 92% de déminéralisation et 63 % 

de déprotéinisation ont été obtenus sur des échantillons de carapaces de crabe inoculés avec 

une nouvelle souche de P. aeruginosa F722 (Oh et al., 2007). 

La déprotéinisation et la déminéralisation des déchets de crabe Chionoecetes opilio ont été 

réalisées par Jo et coll. (2008) utilisant Serratia marcescens FS-3 isolée à partir des 

échantillons de l’environnement (les sols de bord de mer dans la région sud-ouest de la Corée) 

qui présentait une forte activité protéolytique. La déminéralisation et la déprotéinisation des 

déchets de crabe avec 10 % d’inoculum de Serratia marcescens FS-3 était de 84 et 47 %, 

respectivement, après 7 jours de fermentation. Quand les déchets de carapace sont traités avec 

1% Delvolase
®
, comme témoin, le taux de déprotéinisation était de 90%. La combinaison de 

10% du surnageant provenant de la culture de Serratia marcescens FS-3 avec 1% de 

Delvolase
®
, le taux de déprotéinisation obtenu était de 85%, tandis que ce taux était de 81% 

avec le surnageant de la culture de  Serratia marcescens FS-3 à 10 % (Tableau II. 3). 

Deux bactéries Bacillus cereus et Exiguobacterium acetylicum ont été isolées et testées pour 

la fermentation des déchets de crevette (Sorokulova et al., 2009). La fermentation de 3% de 

carapace à 37°C conduit à 97.1 et 92.8 % de déprotéinisation et 95 et 92 % de 

déminéralisation avec B. cereus et E. acetylicum, respectivement. Le taux de protéines a 

diminué de 18.7 à 5.3% avec B. cereus et à 7.3% avec E. acetylicum. Une forte activité des 

souches isolées à partir des déchets de crevette en décomposition suggère un vaste potentiel 

pour l’application de ces bactéries dans l’extraction biologique de la chitine à partir des 

déchets riches en chitine (Sorokulova et al., 2009). 

Dans la préparation de β- chitine, la déprotéinisation de stylo de calamar a été réalisée par 

des isolats de bactéries productrices de protéases identifiées comme Bacillus sp. TKU004 
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(Wang et al., 2006). Sous les conditions optimales, la production de protéases par Bacillus sp. 

TKU004 a donné un taux de 73% de déprotéinisation (Tableau II. 3). 

Mahmoud et ses coll. (2007) ont proposé l’utilisation des acides organiques (acide lactique 

et acide acétique) produits par fermentation du lactosérum pour déminéraliser les carapaces de 

la crevette rose Pandalus borealis et la déprotéinisation biologique réalisée par le champignon 

Aspergillus niger ATCC 16513. Cette étude a montré que l’efficacité de l’acide lactique ou 

l’acide acétique pour la déminéralisation des carapaces de crevette est similaire à celle de 

l’acide chlorhydrique. 
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Tableau II. 3. Revues bibliographiques sur les méthodes biologiques de récupération de la chitine par fermentation non lactique 

 

 

Souches et/ou  enzymes protéolytiques Source    

de carbone 

Durée 

    (h) 

Taux (%) Références 

DP DM 

Fermentation Non- lactique 

Metapenaeopsis dobsoni Bacillus subtilis Jiggery – 84 72 (Cremades et 

al., 2001)) 

Carapaces de crevettes et de 

crabes 

Pseudomonas aeruginosa K-187 – 5 82 – (Wang et Chio, 

1998) 

Poudre de carapaces de 

crevettes et de crabes 

Carapace de crevette traitée 

par acide 

Poudre de carapaces de 

crevettes et de crabes 

Carapaces de crevettes 

Protéases de P. aeruginosa K-187 

 

Protéases immobilisée de P. 

aeruginosa 

– 

 

7 

 

 

72 

 

45 

 

67 

 

78 

– (Oh et al., 

2000) 

 

 

 

 

(Oh et al., 

2000) 

 

Poudre de carapaces de 

crabes 

 

P. aeruginosa F722 – 7 63 92 (Oh et al., 

2007) 

Chionoecetes opilio(Poudre 

de carapaces de crabes) 

 

 

S erratia marcescens FS-3 

 Delvolase 

 En combinaison 

 Surnageant de culture de Serratia 

marrcescens FS-3  

 7 47 

90 

85 

81 

 

84 (Jo et al., ., 

2008) 

Déchet de carapace de 

crevettes 

Bacillus cereus 

Exiguobacterium acetylicum 

 – 97.1 

92.8 

95 

92 

(Srokulova et 

al., 2009) 

Plumes de calamar Bacillus sp. TKU 004   73 ND (Wang et al., 

2006)) 

Penaeus monodon Pediococcus acidolactici CFR2182   97.9 ± 0.3 72.5 ± 1.5 (Bhaskar et al., 

2007) 

Carapaces de crevettes  Pediococcus sp. L1/2 sucrose 36h ND 83 (Choorit et al., 

2008) 
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II. 3. 3. Co-fermentation 

La purification de la chitine à partir des carapaces des crevettes Penaeus monodon et 

Crangon crangon a été, également, testée dans le processus de fermentation en deux étapes 

impliquant une première étape une déprotéinisation anaérobie au moyen de la flore 

autochtonique issue des carapaces de la crevette indonésienne et/ou une bactérie protéolytique 

suivies par une fermentation homolactique utilisant L. casei MRS1 dans la deuxième étape 

(Xu et al., 2008). Après déprotéinisation et décalcification des carapaces de Penaeus monodon 

et Crangon crangon, le taux de protéines était de 5.8 et 6.7 %, respectivement,  et le contenu 

de calcium était 0.3 et 0.4 %, respectivement. 

Différentes stratégies ont été appliquées pour extraire la chitine à partir des déchets de 

crevette utilisant la bactérie lactique L. lactis et la bactérie marine Teredinobacter turnirae 

productrice de protéase (Aytekin et al., 2009). Les deux bactéries ont été cultivées séparément 

dans une première étape et co-cultivées dans la deuxième étape. L. lactis élimine efficacement 

les protéines et les minéraux (66.5% de déprotéinisation, 78.8% de déminéralisation et un 

rendement du procédé de 52.2 %), tandis que T. turnirae était plus efficace pour la 

déprotéinisation (77.8%) avec 23.3% pour la déminéralisation et un rendement du procédé de 

49.2 %) (Tableau II. 4). Cependant, un rendement de 95.5% a été obtenu durant la co-

fermentation des deux bactéries. Bien que l’extraction biologique de la chitine fût incomplète 

par rapport à la méthode chimique, le traitement biologique utilisé pourrait encore être 

considéré comme une méthode alternative qui préserve l’environnement (Aytekin et al., 

2009). 

Une co-fermentation de L. paracasei subsp. tolerans KCTC-3074 et Serratia marcescens 

FS-3, a été testée dans le but d’extraire la chitine à partir des déchets de crabe rouge en une 

seule étape (Jung et al., 2007). La co-fermentation conduit à un haut niveau de 

déminéralisation (97.2 %), mais le niveau de déprotéinisation était seulement de 52.6% après 

7 jours (Tableau II. 4). Ces résultat montrent l’efficacité de la co-fermentation et sa faisabilité 

pour l’extraction en une seule étape de la chitine à partir des carapaces de crabe rouge, 

puisque une élimination simultanée des cendres et des protéines a eu lieu. Cependant, la 

déprotéinisation reste à améliorer (Jung et al., 2007). Ces auteurs ont, également, testé 

l’extraction biologique de la chitine à partir des carapaces de crabe rouge en deux étapes 

successives impliquant L. paracasei subsp. tolerans KCTC-3074 et Serratia marcescens FS-

3. La fermentation successive avec la combinaison de Serratia marcescens FS-3 et L. 

paracasei subsp. tolerans KCTC-3074 a donné le meilleur résultat de la co-élimination de 

CaCO3 et des protéines à partir des carapaces de crabe. Dans cette combinaison, les taux 
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finaux de la déminéralisation et de la déprotéinisation étaient 94.3 et 68.9 %, respectivement 

(Jung et al., 2007). 

Des cultures microbiennes, ne présentant pas d’activité chitinolytique, ont été isolées à 

partir des déchets de carapaces de crevette puis caractérisées. L’isolat le plus efficace était une 

culture mixte de deux souches de Bacillus licheniformis. La fermentation a été réalisée à 42, 

50 ou 55°C, à 500 r.p.m avec 2 volumes d’air par volume de liquide et par minute. Après 48 

h, les carapaces de crevette ont été récupérées, lavées puis séchées. Le produit final de 

fermentation était déminéralisé avec 0.9% d’acide lactique pendant 3 h. Les résultats ont 

montré que plus de 99% de déprotéinisation et 98.8 % de déminéralisation ont été atteints 

(Waldeck et al., 2006) (Tableau II. 4). 
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Tableau II. 4. Revues bibliographiques sur les méthodes biologiques de récupération de la chitine par co-fermentation 

 

 

 

Souches et/ou  enzymes protéolytiques Source    

de carbone 

Durée 

  (h) 

Taux (%) Références 

DP DM 

Co-fermentation 

Deux étapes de fermentation 

de  Penaeus monodon 

 

and Crangon crangon 

 1
ère

 étape: déprotéinisation 

anaérobie par la flore
 

autochtonique de crevette de  

l’indonésie et/ou bactérie 

protéolytique 

 2
ème

 étape : L. casei MRS1 

 

  97.4 

 

 

 

 

90.8 

99.6 

 

 

 

 

99.7 

(Xu et al., 

2008) 

Déchet de crevette Lactobacillus lactis 

Teredinobacter turnirae 

Co-fermentation des deux espèces 

 

 

 

 

 66.5 

77.8 

95 

78.8 

23.3 

95 

(Aytekin et al., 

2009) 

 

 

Déchets de crabes rouges  Une étape de fermentation: L. 

paracasei subsp. Tolerans KCTC-

3074 and S. marcescens FS-3 

 Deux étapes successives de 

fermentation 

 

 7 jours 52.6 

 

 

94.3 

97.2 

 

 

68.9 

(Jung et al., 

2007) 

 Deux souches de  Bacillus 

licheniformis avec un traitement par 

l’acide acétique (0.9%) du produit 

final.  

 48 h 99 98.8 (Waldeck et al., 

2006) 
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II. 4. Les facteurs clés de la récupération biologique de la chitine 

Plusieurs facteurs, tels que le volume de  l’inoculum, pH initial, la concentration et la 

nature de la source de carbone et le rapport carbone/azote ont été rapporté comme facteur 

influant le procédé de fermentation et par conséquent l’efficacité de la déminéralisation 

(Shirai et al., 2001 ; Healy et al., 2003). 

La fermentation des déchets de la crevette Penaeus monodon a été conduite utilisant 

différentes bactéries lactiques (LAB) pour sélectionner la culture la plus efficace en se basant 

sur la production d’acide. Pediococcus acidolactici CFR2182 a été déterminée comme étant  

la plus efficace parmi les cinq cultures testées. Les conditions de fermentation : le volume 

d’inoculum, la quantité de sucre et le temps d’incubation ont été optimisées en utilisant la 

méthode de surface de réponse. Les résultats ont conduit à un pH optimal de 4.3 ± 0.1, un 

inoculum de 5 % (v/w), le glucose de 15 % (w/w) et un temps d’incubation de 72 h à 

température 37 ± 1°C, des taux de 97.9 ± 0.3% de déprotéinisation et 72.5 ± 1.5% de 

déminéralisation ont été obtenus (Bhaskar et al., 2007). 

 

- La nature de la source de carbone a été étudiée par Luis et ses coll. (2002). Les 

déchets de la crevette Penaeus spp. ont été fermentés avec Lactobacillus B2 à différentes 

teneurs en inoculum 0, 5 et 10 % (volume/masse) et à différentes sources de carbone (lactose, 

sucrose et lactosérum) à une concentration de 10 ou 20 % (masse/masse). Le sucrose a été 

sélectionné comme la meilleure source de carbone qui a permis de produire la plus grande 

quantité d’acide comparant à celui du lactose et du lactosérum. Il en résulte 56.8 et 63.5% de 

déminéralisation et de déprotéinisation, respectivement. 

 

- Différentes concentrations en sucrose ont été testées pour la déminéralisation des 

carapaces de crevette. Choorit et ses coll. (2008) ont montré que 5 % de carapaces de crevette 

prétraitées, avec une solution de chlore, dans un bouillon de Pediococcus sp. L1/2 contenant 

50 g L
-1

 de sucrose conduit à 83% de déminéralisation pendant 36 h. Plusieurs études 

indiquent que la granulométrie de carapaces n’affecte pas la déminéralisation (Choorit et al., 

2008). 

 

- L’effet de la concentration initiale en glucose et la quantité de l’inoculum L. casei 

souche A3 et Lactobacillus sp. Souche B2 dans la fermentation de la crevette Penaeus spp. 

ont été étudié par Shirai et ses coll. (2001). Ils ont montré qu’une forte concentration initiale 
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en glucose 10% (masse/masse) et un inoculum de 5% (masse/masse) réduisent le temps de 

fermentation et augmentent la quantité d’acide lactique produite (Shirai et al., 2001). 

 

- Cependant, à l’échelle commerciale, l’utilisation des sources de carbone bon marché 

peuvent être utiles. Dans ce but, la farine de manioc en combinaison avec des bactéries 

lactiques amylolytiques a été testée (Rao et al., 2006). La fermentation des déchets de crevette 

a été conduite avec deux souches de L. plantarum sous différentes concentrations en sel. La 

souche non-amylolytique L. plantarum 541 et la souche amylolytique L. plantarum A6 ont 

montré une croissance moyenne en présence de 6% de sel (Rao et al., 2006). Une efficacité 

élevée de la déprotéinisation et de la déminéralisation a été obtenue avec la souche 541, elle 

est de l’ordre de 81.4 et 59.8%, respectivement. En présence d’une concentration de 2% en 

sel, la souche A6 conduit à 65.5 et 52.2 % de déminéralisation et de déprotéinisation, 

respectivement (Rao et al., 2006). 

 

- L’effet de la température dans la récupération de la chitine à partir d’un mélange de 

céphalothoraxes des espèces de crevettes Litopenaeus vannamei, Litopenaeus stylrostris et 

Litopenaeus setiferus utilisant L. plantarum a été examiné (Pacheco et al., 2009). La 

fermentation était conduite à une température qui varie de 15 à 45°C. La méthode de surface 

de réponse a montré que le taux le plus élevé de déminéralisation et de déprotéinisation a été 

obtenu avec des températures qui varient de 27 à 36°C et de 30 à 40°C, respectivement.  

 

L’effet de la granulométrie de la poudre de carapace de crabe sur la bio-déminéralisation 

par L. paracasei subsp. Tolerans KCTC-3074 a été également étudiée (Bhatangar et al., 

2009). La déminéralisation est effectuée avec quatre échantillons de différentes 

granulométries (0.84-3.35, 3.35-10, 10-20, et 20-35 mm) avec 10% d’inoculum, et 5% de 

carapace et 10% de glucose à 30°C et 180 r.p.m pendant 7 jours. La granulométrie de la  

carapace avait un effet mineur sur l’efficacité de déminéralisation (Bhatangar et al., 2009). 
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III. 1. Introduction 

La chitine et le chitosane sont des biopolymères naturels non toxiques. Aujourd’hui, ils sont 

largement produits à partir des carapaces de crevettes et de crabes (Randriamahatody, 2011). 

Durant la dernière décennie, la chitine et le chitosane ont suscité beaucoup d’intérêt en vue 

d’une large gamme de nouvelles applications proposées (Cho et al., 1998). Leur propriété 

unique : la biodégradabilité, la biocompatibilité et la non toxicité, les rendent utiles pour un 

large champ d’applications (Synowiecki et Al-Khateeb, 2000 ; Wang et al., 2010) (Tableau 

III. 1). 

La chitine est utilisée comme la principale matière première pour produire le chitosane, les 

oligosaccharides de chitine et de chitosane et la glucosamine (Einbu et Vårum, 2008). Il y a, 

maintenant, plus de 2 000 applications concrètes et le domaine de la nutrition est le plus grand 

utilisateur de chitosane avec 1000 tonnes consommées en l’an 2000. La production 

industrielle dans le monde entier de ces dérivés (en l’an 2000) est estimée à plus de 10 000 

tonnes (Kurita, 2006). 

 

III. 2. Applications dans le traitement des eaux usées 

Les propriétés polyélectrolytes, chélatantes et complexantes du chitosane, dérivé de la 

chitine, en font un bon candidat pour des applications environnementales.   

La chitine et le chitosane peuvent être utilisés pour l’adsorption et la fixation des métaux 

lourds (Bhatangar et al., 2009) et les colorants (Longhinotti et al., 1998) (Tableau III. 1).  

Le chitosane est un polymère polycationique efficace dans la coagulation, la floculation et 

la déshydratation des boues activées et donc utilisé dans le traitement des eaux usées (Kurita, 

2006 ; Crini et al., 2009).  

Une autre application est l’immobilisation des microorganismes ou des boues dans la 

matrice du polymère à base de chitosane pour le  traitement des eaux usées, permettant son 

utilisation dans des conditions environnementales extrêmes (pH extrême, présence de solvants 

organiques), la réutilisation des cellules et donc son implantation dans les procédés continus. 
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Application 

 

Utilisation spécifique References 

Traitement des eaux uses Elimination/recuperation des ions métalliques : cuivre (Cu
2+

), chrome (Cr
+6

),  

cadmium, plomb (pb
2+

), Nickel (Ni
2+

), mercure, fer, argent, zinc, cobalt, et l’arsenic 

(Schmuhl et al., 2001 ;   

Zhou et al., 2005 ; Baran et 

al., 2007 ; Camci-Unal et 

Pohl, 2009) 

 

Elimination et fixation des colorants 

 

(No et al., 1996 ; 

Longhinotti et al., 1998 ; 

Crini et Badot, 2009). 

 

Traitement et déshydratation des boues 

 

Kurita, 2006 

 

Dénitrification biologique 

 

Rabea et al., 2003 ; 

Robinson-Laura et 

Brennan, 2009. 

Agroalimentaire                    Alimentation et nutrition                                                                                                                                             Mahmoud et al., 2007. 

                                              Bioconversion pour la production des additives alimentaires                                                                                    Shahidi et al., 1999. 

                                              Préservation des aliments                                                                                                                                            Rabea et al., 2003. 

                                              Propriétés filmogènes                                                                                                                                                  Chatterjee et al., 2004. 

                                              Filtration et clarification des jus de fruits                                                                                                                    Chatterjee et al., 2004. 

                                              Agent Hypolipidémique et hypocholesterolimique (minceur)                                                                                  Kanauchi et al., 1994 ; Chen                                                                            

                                                                                                                                                                                                                                    et al., 2005.  

                                              Antioxidant                                                                                                                                                                 Yen et al., 2009.    

                                              Adsorption des composes phénoliques                                                                                                                       Spagna et al., 1996. 

                                              Hydrogels de chitosane pour l’immobilisation cellulaire (production d’acide lactique)                                            Kurita, 2006.   

                                              et pour l’encapsulation des pigments (astaxanthine)  

                                              utilisés en aquaculture pour donner la couleur typique des salmonidés                                           

                                                                            

                                              Extraction du fer (pour éviter les mauvaises odeurs dans la viande cuite)                                                                Kurita, 2006. 

 

   

Tableau III. 1. les applications de la chitine et du  chitosane 
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Biomédicale Biomédecine, brûlure et cicatrisation  

 

Percot et al., 2003 ; 

Waldeck et al., 2006. 

Activité antitumorale Koide, 1998.  

Vecteur de médicament et de gène   Nagahama et al., 2008 ; 

Özbas-Turan et al. 2003 ; 

Suresh et al., 1998.  

Peau artificielle, pharmacie Franca et al., 2008. 

Propriétés immunostimulantes chez les mammifères et les plantes. 

 

 

Activités antivirales et anti-Candida albicans. 

Propriétés adjuvant (augmentation de l’immunité spécifique) et stimule la production de cytokine  

Otterlei et al., 1994 ; 

Gogev et al., 2003 ; Cuesta 

et al., 2003. 

Morfin et al., 2002. 

En ophthalmologie comme collyre  

Regénération des nerfs Muzzarelli et al., 2004. 

 Agent thérapeutique pour les tumeurs (chitine et chitosane se conjugue avec 5-fluoro uracil) Felse et al., 1999 ; 

Dhanikula et al., 2004. 

 Encapsulation grâce à la capacité du chitosane à former des gels en présence de certains cations divalent 

comme le calcium, le barium et le strontium 

Han et al., 2008. 

   

 Regénération  tissulaire  Dahiya et al., 2006. 

 Spermicide Felse et al., 1999. 

Agriculture Eliciteur des Plantes Ait et al., 2004. 

Stimulation de la production des chitinases et glucanases (augmentation de la réponse aux pathogènes) Ait et al., 2004. 

Stimulation de l’activité des chitinases dans les compostes  Poulsen et al., 2008. 

Agent antimicrobien (antifongique) et biopesticide Wang et al., 2005 ; San-

Lang et al., 2002. 

Augmentation de la vitalité des plantes  et la capacité des plantes à dégrader la paroi des champignons  Bell et al., 1998 ; Hallmann 

et al., 1999. 

Agent fertilisant  Shahidi et Abuzaytoun, 

2005 ; Vivekananthana et 

al., 2004. 

 Augmentation de l’efficacité de biocontrôle par l’addition aux plantes  Bharathi et al., 2004 ; Ge et 

al., 2010 ; Yu et al., 2008.  

Textile et papier Fibres pour textile  Pacheco et al., 2009. 

Production de papier (additif) Felse et al., 1999. 
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Biotechnologies Chromatographie d’affinité à base de chitine pour adsorption selective des chitinases à partir d’un milieu 

de fermentation 

Kao et al., 2009. 

Immobilisation d’enzymes et de cellules Yasutomo et al., 2003 ; 

Krajewska et al., 2004. 

Production de N-acétyl chitobiose par l’hydrolyse de la chitine utilisant des enzymes commerciales Ilankovan et al., 2006. 

Production de chitinases et chitosanases à partir de  L. paracasei, Pseudomonas et Streptomyces  Wang et al., 2008a ; Wang 

et al., 2008b ; Kim et al., 

2003 ; Schrempf et al., 

2001. 

Immobilisation des microorganismes pour la bioremédiation des eaux de mers polluées  Gentili et al., 2006. 

Bioséparation Chatterjee et al., 2004 ; 

Longhinotti et al., 1998. 

Cosmétologie  Ingrédients pour les cheveux et peau (agent hydratant) Felse et al., 1999. 
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III.3. Applications agroalimentaires 

Seulement peu d’attention a été accordée à l’application  alimentaire de ces biopolymères 

polyvalents (Shahidi et al., 1999). Ils offrent un large champ d’applications uniques, qui 

peuvent être résumés dans le tableau III. 1. 

L’utilisation du chitosane dans l’industrie agroalimentaire est en relation avec ses 

propriétés fonctionnelles et nutritionnelles ainsi que ses activités physiologiques. Le chitosane 

présente une capacité de fixation d’eau (humidité), de graisses et de colorants, ainsi que des 

propriétés émulsifiantes (Rodriguez et al., 2002); il a été montré qu’il est utile dans la 

préparation des émulsions stables avec et sans d’autres surfactants (Speiciene et al., 2007).  

Dans les pays asiatiques, il a été utilisé comme un supplément alimentaire à cause de ses 

propriétés intéressantes (Tableau III. 1). Au Japon, par exemple, on peut trouver de nombreux 

produits alimentaires enrichis en chitosane (nouilles, pates de soja). Aux Etats-Unis, le 

chitosane est utilisé comme ingrédient dans certaines applications et comme film comestible 

pour protéger les aliments. Ces deux biopolymères (chitine et chitosane) sont, en effet, utilisés 

dans l’industrie des boissons afin d’éliminer des liquides alimentaires une partie des 

composés indésirables (particules organiques, flore microbienne indigène, colloïdes entrainant 

des propriétés organoleptiques de mauvaise qualité, métaux lourds, pesticides résiduels, 

mycotoxines, endotoxines) qui sont notamment les causes d’instabilité et de risques 

alimentaires. 

 

III.4. Les applications biomédicales 

La chitine et le chitosane montrent d’excellentes propriétés biologiques telles que :  

- la non toxicité (Ravi Kumar et al., 2000 ; Morimoto et al., 2002), qui est exprimée par 

une dose limite (DL50) de 17g kg
-1

 jour
-1

 (Crini et al., 2009) et  la biodégradation dans 

le corps humain (Patil et al., 2000 ; Sashiwa et al., 2003 ; Yang et al., 2004).  

- la biocompatibilité (Bal et al., 2006 ; Majtán et al., 2007), qui se traduit par son 

hémocompatibilité et sa faible antigénicité. L’hémocompatibilité du chitosane se 

manifeste par son caractère anti-thrombogène. Il trouve de ce fait des applications en 

tant que revêtement d’objets mis en contact avec le sang comme les prothèses 

vasculaires ou les valves cardiaques.  

- les activités immunologiques, antibactériennes et cicatrisantes (Koide et al., 1998 ; 

Khor et al., 2002 ; Muzzarelli et al., 2004) en favorisant une réduction de collagène 

indésirable, une augmentation du nombre d’histiocytes, une stimulation des 

fibroblastes qui produisent une quantité abondante de collagène-3, indispensable dans 
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les phénomènes de cicatrisation et hémostatique (Vongchan et al., 2003 ; Jayakumar et al., 

2007).  

Ils sont, également, utilisés dans la culture cellulaire, l’ingénierie tissulaire (Sashiwa et 

Aiba, 2004 ; Maeda et al., 2008 ; Nagahama et al., 2008) et le relargage de médicament 

(Yang, 2011 ; Mi et al., 2002), ainsi il offre une excellente biocompatibilité et un profil de 

biodégradation dans l’environnement physiologique (Nsereko et Amiji, 2002). La chitine est 

également utilisée, en médecine classique, comme un excipient et transporteur (vecteur) de 

médicaments sous forme de film, de gel ou de poudre pour les applications impliquant une 

mucoadhésivité, et en médecine régénératrice (chirurgie reconstructrice par exemple). Il faut 

noter que le chitosane ultrapur utilisé dans ces domaines possède un coût très élevé. 

 

III. 5. Les applications agricoles 

L’amendement en chitine et en chitosane peut réduire effectivement les maladies 

transmises par le sol. En plus, l’addition de la chitine présente plusieurs fonctions, y compris 

la rétention des éléments nutritifs dans le sol et contribue au cycle de l’azote (Shahidi et 

Abuzaytoun, 2005). La chitine et le chitosane ont un potentiel d’application polyvalent dans 

l’industrie agro-alimentaire (Harish et Tharanathan, 2007). En effet, la chitine, en particulier, 

pourrait devenir l’engrais naturel et le pesticide du futur. L’emploi de «bio-pesticide» est en 

augmentation et représente une alternative prometteuse.  

En agronomie, l’enrobage de semences des céréales avec des oligosaccharides de chitosane 

leur permet de résister aux attaques de champignons et de bactéries pathogènes. Cette activité 

antifongique se manifeste également pendant la vie de la plante de façon directe ou par 

stimulation de certains processus de défense (Yang et al., 2010).  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

Chapitre IV 

Modélisation par les plans 

d’expériences 
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IV. 1. Historique 

La méthode des plans d’expériences est à la fois nouvelle et ancienne. Nouvelle pour 

l’ingénierie mécanique et électronique qui, traditionnellement, est portée vers les sciences 

exactes. Ce n’est que depuis quelques années qu’une approche statistique donnant la part 

aussi belle à l’incertain suscite un tel regain d’intérêt chez les esprits scientifiques, toutes 

formations confondues (Schimmerling et al., 1998 ; Karam, 2004).  

La méthode des plans d’expériences permet aux chercheurs de structurer leurs 

démarches expérimentales, de confronter et de valider leurs propres hypothèses, pour mieux 

comprendre les phénomènes étudiés et solutionner leurs problèmes. 

La méthode des plans d’expériences permet de tirer d’un nombre d’essais donné un maximum 

d’informations crédibles concernant l’influence des facteurs. Elle permet notamment de 

maximiser le ratio informations recueillies/nombre d’essais réalisés. Elle offre ainsi la 

possibilité de quantifier et de hiérarchiser les effets d’un grand nombre de facteurs du système 

étudié, et cela avec un nombre d’essais relativement faible, c’est-à-dire dans le minimum de 

temps et de coûts (Schimmerling et al., 1998). 

L’intérêt pour le développement technologique étant reconnu, la méthode des plans 

d’expériences pénètre des secteurs d’activité comme l’industrie mécanique, l’automobile, 

l’électronique, le spatial, etc., restés longtemps à l’écart de ce type d’approche. 

La méthode est cependant ancienne. Depuis longtemps, les agronomes et les chimistes 

l’utilisent pour concevoir et analyser leurs expérimentations (Droesbek et al., 1997).  

C’est en s’intéressant à la recherche agronomique que le statisticien anglais Sir R.A. Fisher 

établit, au début des années 30, les fondements des plans d’expériences. Il est à l’origine des 

principaux raffinements utilisés pour l’expérimentation en agronomie (carrés latins, blocs, 

aléarisation, etc.) avec l’analyse de la variance dont le test l’a rendu célèbre. Furent ainsi 

jetées les bases de l’expérimentation moderne. Après 1945, les plans d’expériences suscitent 

de nombreuses publications et recherches dans le monde anglo-saxon (Schimmerling et al., 

1998).  

Des statisticiens comme Yates, Youden, Cochran, Plackett et Burman, et bien d’autres, 

enrichissent et divulguent la méthode. Box et Hunter, s’appuyant notamment sur les travaux 

de Yates, développent des méthodes particulières de construction de plans fractionnaires à 

deux niveaux. Ils s’intéressent à l’étude des facteurs quantitatifs et introduisent dans les 

années 60 les modèles de surface de réponse associés à des plans tels que les plans 

composites-centrés. Certains travaux, adaptés à l’étude de nombreux facteurs quantitatifs, 

séduisent l’industrie chimique.  
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Cependant, la méthode, encore très théorique, demeurait l’apanage des statisticiens. En 

d’autres termes, seuls des spécialistes pouvaient la mettre en œuvre. 

A partir des années 50, en s’attaquant à l’amélioration de la qualité, le Japon imprime 

un nouveau souffle. Taguchi et Masuyama élaborent des tables permettant de construire des 

plans d’expériences orthogonaux adaptés à la majorité des problèmes industriels. Ces tables 

ont été publiées en 1959 et 1961. Par la suite, les méthodes initiées par Taguchi se sont 

répandues aux Etats-Unis puis en Europe, en réponse notamment aux besoins de l’industrie 

automobile. Le mérite de Taguchi est d’avoir contribué à une méthodologie facile à appliquer, 

qualifiée de «user friendly» par les Américains. L’aspect novateur est d’avoir mis les plans 

d’expériences au service de la qualité, en apportant des idées nouvelles dans ce domaine. 

Initialement difficile d’accès, la méthode des plans d’expériences se laisse apprivoiser, 

adapter et vulgariser pour conquérir un cercle d’utilisateurs de plus en plus large. La méthode 

trouve une nouvelle jeunesse comme outil de la qualité, en encourageant le travail de groupe, 

la mise en commun et la synergie des savoirs et du savoir-faire, et la réflexion préalable à 

l’action.  

Les applications des plans d’expériences ont tendance à se diversifier. La méthode 

suscite, depuis quelques années, un engouement et des recherches aboutissant à l’émergence 

de nouvelles variantes de plans. Sa diffusion à grande échelle dans les entreprises, et son 

enseignement n’en sont qu’à leurs débuts. L’effort de simplification, d’adaptation aux 

problèmes de terrain, amorcé par Taguchi, Shaïnin, et d’autres, est appelé à poursuivre. 

 

IV. 2. Introduction 

Le terme «plan d’expériences» vient de l’anglais Design experiments qui  se traduit par 

«conception des expériences». En fait, la méthode englobe aussi bien la définition de la 

séquence d’essais à réaliser pour étudier un problème donné que l’analyse, algébrique et 

statistique, des résultats de ces essais. 

Les plans d’expérience constituent essentiellement une stratégie de planification 

d’expériences afin d’obtenir des conclusions solides et adéquates de manière efficace et 

économique. La méthodologie des plans d’expériences se base sur le fait qu’une expérience 

convenablement organisé, conduira fréquemment à une analyse et à une interprétation 

statistique relativement simple des résultats (Karam, 2004).  

Selon la définition donnée par Fisher, les plans d’expériences constituent «un essai 

technologique d’utilisation maximale des données». L’efficacité d’un plan d’expériences en 
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termes d’informations acquises et de fiabilité de ces informations est supérieure à celle de 

toute autre séquence d’essais non structurée de même volume. 

L’une des différences majeures entre les méthodes classiques de réalisation d’essais et 

la méthode des plans d’expériences réside dans le fait que dans la première, la recherche de 

l’effet des différents facteurs se fait de manière séquentielle et souvent non planifiée- en 

changeant la valeur ou le niveau, d’un seul facteur à la fois, d’un essai à un autre- alors que 

dans la seconde méthode, plusieurs facteurs à la fois changent de niveau. L’interprétation ne 

se fait plus résultat d’essai par résultat d’essai, mais à partir de l’ensemble des résultats. 

 

IV. 3. Les domaines d’application des plans d’expériences 

Les plans d’expériences sont habituellement appliqués dans la recherche et le 

développement de nouveaux produits ou procédés. Les secteurs d’activités concernés peuvent 

être aussi différents que l’agronomie, la chimie, l’électronique, la mécanique ou le marketing. 

Ce qui est nouveau, c’est leur application à la qualité. Les Japonais en ont fait un outil 

privilégié d’obtention de la qualité.  

Pour le domaine industriel, les plans d’expériences peuvent s’appliquer à tous les 

stades de la vie d’un produit, que ce soit pour optimiser les performances du produit ou du 

procédé de fabrication, ou pour résoudre des problèmes de fabrication. 

 

IV. 4. Contexte d’utilisation des plans d’expériences 

 Le contexte d’utilisation des plans d’expériences recouvre des phénomènes de type 

«boite noire», que l’on cherche à "éclaircir" pour mieux en comprendre le fonctionnement et 

en optimiser les performances. La démarche est expérimentale : l’information sur le 

phénomène observé est acquise à partir d’essais.   

Cela impose une connaissance minimale sur le phénomène étudié avant d’entreprendre les 

essais.  

 On doit être en mesure de lister les paramètres susceptibles d’agir sur le 

fonctionnement de la «boite noire». Ces paramètres sont les «entrées» de la «boite noire», 

appelés par la suite facteurs ou actions (Fig. IV.1). Ce sont des variables devant, pour la 

plupart, être maitrisées, car pour un essai ou pour le fonctionnement réel, il faut pouvoir fixer 

leur valeur à un niveau donné.   
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      Paramètres d’entrée                                                                                       

 

 

 

        

        

Figure IV. 1. Description d’un phénomène de type «boite noire» 

 

Les performances observées sur le phénomène étudié sont elles-mêmes à identifier avant les 

essais. Ce sont les «sorties» de la «boite noire», appelées par la suite réponses. Avant de 

lancer les essais, on doit s’assurer de pouvoir les mesurer (Benoist et al., 1994).  

 

IV. 5. Avantages de la méthode des plans d’expériences 

La différence capitale avec la méthode classique tient au fait que l’on fait varier les niveaux 

de tous les facteurs à la fois à chaque expérience, mais de manière programmée et raisonnée. 

Parmi les avantages (Goupy, 2001) : 

- diminution du nombre des essais ; 

- nombre de facteurs étudiés très grand ; 

- détection des interactions entre facteurs ; 

- modélisation des résultats. 

- détection des optimaux ; 

- meilleur précision sur les résultats ; 

La méthode des plans d’expériences permet une interprétation rapide et sans équivoque en 

fournissant un modèle expérimental précis du système étudié (Gillon, 1997).  

 

IV. 6. Terminologie 

IV. 6. 1. Facteurs 

Les variables que l’on désire étudier sont appelées facteurs ou actions (Benoist et al., 

1994 ; Goupy, 1999). Les facteurs sont les causes, supposées ou certaines, qui provoque le 

phénomène (Droesbeke et al., 1997).  

Un facteur peut être qualitatif ou quantitatif, continu (exemple : la température) ou discontinu 

(discret exemple : des personnes ou des méthodes de mesure), contrôlable ou non contrôlable 

(Droesbeke et al., 1997). 

Facteurs, actions 

 Variables maîtrisables, ou  

Causes 

 

 

 

Boite noire 

Sorties= performances 

du phénomène étudié 
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 La notation de Yates permet une représentation simple des combinaisons des niveaux 

et permet un calcul aisé des effets et des interactions. Les niveaux sont représentés par les 

signes + et – symbolisant la borne inférieure et la borne supérieure. Dans le langage des plans 

d’expériences, on dit que le facteur varie entre le niveau bas (que l’on note le plus souvent par 

(-1)) et le niveau haut (que l’on note le plus souvent par (+1)). L’ensemble de toutes les 

valeurs que peut prendre le facteur entre le niveau bas et niveau haut, s’appelle le domaine de 

variation du facteur ou plus simplement le domaine du facteur (Goupy, 1999). 

Grâce à cette modélisation, les différentes variables se transforment en variables centrées 

réduites, ce qui permet de comparer des variables de grandeurs totalement différentes. La 

formule qui permet le passage des variables courantes aux variables centrées réduites est la 

suivante : 

   
    ̅

   
 ………………………………………......................................................................(1) 

a : variable centrée réduite 

A : variable courante 

 ̅ : valeur moyenne des variables courantes 

pas : variation entre la position moyenne de la variable et une extrémité du domaine.  

 

 

 

Figure IV. 2. Notation de yates sur la variable A (Gillon, 1997) 

 

Pourquoi centrage et réduction des données brutes ? 

En présence de grandeurs exprimées dans des unités différentes ou bien présentant des 

étendues différentes, il peut être délicat d’établir des similitudes à la fois entre variables et 

entre individus. Les résultats d’une analyse de données sont parfois influencés par l’ordre de 
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grandeur des variables, aussi pour y remédier, il est recommandé de donner la même 

importance (le même « poids ») aux différentes variables en les réduisant et en centrant. 

Ainsi, aucune variable ne pourra dominer une autre variable à cause de ces valeurs 

numériques. On peut voir sur la figure présentée ci-dessous, de façon plus implicite que coder 

des données revient à « étirer » ou à « compresser » les variables autour d’une même 

moyenne (Goupy, 1999 ; Karam, 2004).         

 

 

 

Figure IV. 3. Centrage et réduction des variables ou facteurs 

 

IV. 6. 2. Réponses 

   Une réponse expérimentale (parfois appelée variable dépendante) est une 

manifestation mesurable que l’on observe lorsque l’on fait varier les facteurs étudiés.  

Toutes sortes de réponses sont envisageables, comme un rendement ou une pureté en chimie, 

une croissance pondérale en biologie, une quantité gustative en viniculture,…. 

 

IV. 6. 3. Expériences 

Une expérience (ou point expérimental) est définie par un ensemble de conditions opératoires. 

Les facteurs, susceptibles d’avoir de l’influence sur le phénomène et dont la variation n’est 

pas étudiée, doivent être fixés à une valeur constante durant la totalité de  l’expérimentation. 
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IV. 6. 4. Matrice d’expériences 

Une matrice d’expériences est un objet mathématique qui représente, sous forme codée ou 

normée, l’ensemble des expériences à réaliser. C’est un tableau constitué de N lignes, 

correspondant aux N expériences et de K colonnes, correspondant aux K variables étudiées.   

Les plans factoriels à 2 niveaux sont les plus simples, ils permettent de bien comprendre le 

principe de la méthode. Le nombre d’expériences à réaliser se calcule par : 

 

Le nombre d’expériences = 2
k 

Il est maintenant possible d’introduire la matrice d’expériences qui permet de déterminer les 

essais ou les simulations à réaliser. Le tableau IV. 1 présente une matrice d’expériences pour 

3 facteurs à 2 niveaux. 

 

 

Tableau IV. 1. Matrice d’expériences d’un plan factoriel à 3 facteurs et valeurs des 

niveaux correspondants aux facteurs 

 

 Facteur 1 Facteur 2 Facteur 3  

N° d’expérience A B C Réponse 

1 - - - Y1 

2 + - - Y2 

3 - + - Y3 

4 + + - Y4 

5 - - + Y5 

6 + - + Y6 

7 - + + Y7 

8 + + + Y8 

niveau (-) 4 Petit 1000  

niveau (+) 10 Grand 100000  

  

 

Il est très facile d’estimer les paramètres à partir de la matrice d’expériences, il suffit de 

construire le tableau suivant : 
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Tableau IV. 2. Matrice d’expériences et vecteur des effets 

N° Moyenne  A B C AB AC BC ABC Réponse 

1 + - - - + + + - Y1 

2 + + - - - - + + Y2 

3 + - + - - + - + Y3 

4 + + + - + - - - Y4 

5 + - - + + - - + Y5 

6 + + - + - + - - Y6 

7 + - + + - - + - Y7 

8 + + + + + + + + Y8 

Diviseur 8 8 8 8 8 8 8 8  

Effets I EA EB EC IAB IAC IBC IABC  

 

On reporte, d’abord, le signe des facteurs dans la matrice d’expériences, ensuite la 

colonne I est remplie de signes « + », puis les colonnes des interactions (AB, AC, BC et 

ABC) par la règle des signes de produit. 

Donc l’effet de A (EA) se calcule comme suit : 

EA = 
 

 
 [–                        ]…………………………………… (2)   

L’interaction entre les facteurs A, B est égale: 

IAB = 
 

 
 [                        ]…………………………………… (3) 

IV. 6. 5. Le modèle  

Un avantage primordial de la méthode des plans d’expériences est qu’un modèle 

mathématique apparait spontanément à partir des effets (E) et des interactions (I). 

IV. 6. 6. Notion d’interaction 

Une interaction est une combinaison de facteurs n’agissant pas de façon indépendante 

(Benoist et al., 1994). 

IV. 6. 6. 1. Système sans interaction : 

Comme nous étudions des plans factoriels à 2 niveaux, la réponse obtenue par le modèle 

mathématique évolue linéairement par rapport à chaque variable (Gillon, 1997). 
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Figure IV. 4. Système sans interaction 

 

Sans interaction, toutes les droites sont parallèles. La variation d’un paramètre n’a aucun 

effet sur l’autre. Par exemple, pour B passant de -1 à +1 la variation totale de la réponse 

est 4 quelque soit le niveau de A (-1, 0, +1). Les variables A et B sont indépendantes. 

 

IV. 6. 6. 1. Système avec interaction : 

Afin d’apprécier la modification qu’apporte une interaction, nous allons construire un 

modèle avec une forte interaction des deux facteurs (Gillon, 1997). 
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Figure IV. 5. Système avec interaction 

 

 

Le même plan factoriel, que précédemment, est réalisé mais en ajoutant une interaction entre 

les variables A et B. La figure IV. 5 représente ce plan, il est déformé par rapport au 

précédent. Les droites ne sont plus parallèles, elles se croisent. L’interaction apparait comme 

une distorsion du plan (Cojocaru et al., 2009).   

 

IV. 7. Efficacité des plans d’expériences 

La méthodologie des plans d’expériences semble être une méthode d’expérimentation 

avantageuse par rapport aux différentes méthodes d’expérimentation utilisées. 

IV. 7. 1. Stratégie traditionnelle : « un seul facteur à la fois »    

Elle consiste à faire varier successivement chacun des facteurs à chaque expérience, tous les 

autres étant maintenus constants. Avec cette méthode, l’effet de chacun des facteurs est 

calculé pour une combinaison particulière des autres facteurs et rien ne permet de dire si cet 

effet est également valable dans les autres cas (problème d’interaction entre facteurs) (Karam, 

2004). 
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Cependant, ce type de plan peut se révéler très utile lorsqu’il y a beaucoup de facteurs et que 

le phénomène est compliqué. On n’obtient aucune interaction seuls les effets principaux sont 

connus (Goupy, 1999) 

L’inconvénient majeur de cette méthode est le nombre réduit de facteurs étudiés et le nombre 

important des expériences à réaliser. 

IV. 7. 2. Stratégie du plan factoriel complet 

Il combine toutes les combinaisons possibles des variables avec un nombre de facteurs finis. 

Mais le principal défaut réside bien sûr dans le nombre très élevé d’expériences que ce plan 

nécessite, défaut que l’on essaiera de contourner grâce à des plans d’expériences plus adaptés. 

Ce plan ne peut donc être envisagé que pour des études comportant un petit nombre de 

facteurs avec peu de niveaux.      

IV. 7. 3. Stratégie du plan fractionnaire orthogonal 

Le plan fractionnaire orthogonal est une fraction judicieusement choisie du plan factoriel 

complet qui permet de tester un grand nombre de facteurs avec un minimum d’expériences et 

d’en déduire l’effet moyen de chaque facteur avec une assez bonne précision.  

 

IV. 8. Modélisation en surfaces de réponse 

Ces plans s’utilisent dans le cadre d’une stratégie orientée vers l’optimisation ou la prévision 

des réponses. Ils permettent de décrire l’évolution de la réponse pour un nombre limité de 

facteurs. Les facteurs doivent être tous quantitatifs et continus. Leur influence est 

généralement non linéaire. Le comportement de la réponse sera représenté par une surface de 

réponse (Fig. IV. 6). 

Selon le problème étudié, le modèle peut servir simplement à faire de la «cartographie». Dans 

ce cas, on se contentera de visualiser la surface de réponse, avec des courbes d’isoréponses ou 

avec une représentation tridimensionnelle en perspective pour décrire les influences. Les 

courbes d’isovaleurs permettent de délimiter des zones admissibles pour les facteurs pour 

lesquels la réponse sera stable, ou cantonné dans une plage de valeurs données. La 

visualisation des courbes d’isovaleurs et des surfaces de réponses est un des principaux 

résultats de l’analyse.  

Pour modéliser les surfaces des réponses, on pourra recourir notamment aux plans composites 

centrés. 
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Figure IV. 6. Courbe de réponse à 2 niveaux 

 

IV.8. 1. Les plans composites centrés 

 Les plans composites sont des plans souvent utilisés car ils se prêtent bien au 

déroulement séquentiel d’une étude. Ils sont développés, en particulier, dans la méthodologie 

des surfaces de réponses (Benoist et al., 1994). Ces plans sont conçus précisément pour être 

conduits en plusieurs séquences (Fig. IV. 7). Généralement les deux premières séquences 

servent à estimer la partie linéaire du modèle, et la dernière les effets quadratiques. 

 

IV.8. 1.1. Première séquence 

Il s’agit de réaliser un essai répété au centre du domaine expérimental. Cet essai 

permet d’estimer la variance de la variabilité naturelle. Pour cela, il est conseillé de réaliser au 

minimum 4 à 6 répétitions.  

IV. 8. 1. 2. Deuxième séquence 

Il s’agit de réaliser un plan factoriel complet ou un plan fractionnaire. Cette séquence 

permet d’estimer les effets linéaires des facteurs et leurs interactions. 

Toutefois, avant d’engager la troisième séquence, il est recommandé d’analyser 

d’abord les résultats des deux premières séquences, pour notamment s’assurer que cette 

troisième séquence se justifie. 
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                                                                                                                      Essais en étoile 

                                                                                                                      Plan à deux niveaux 

                                                                                                                      Essais au centre 

 

Figure IV. 7. Configuration d’un plan composite centré complet dans le cas de deux facteurs 

 

L’analyse de la deuxième séquence permet d’estimer les effets des facteurs et des 

interactions, et de vérifier si l’influence quadratique est importante. Si les effets sont 

négligeables, ou si les résultats fournissent déjà une solution au problème, il sera alors inutile 

de continuer le plan.   

 Pour vérifier l’influence quadratique, on effectue une prévision au centre à partir des 

résultats du plan à deux niveaux et on examine la différence entre cette prévision et la réponse 

moyenne observée lors des répétitions au centre. Le modèle sera présumé non linéaire si cette 

différence est supérieure à une différence critique. 

IV.8.1.3. Troisième séquence 

 Dans cette séquence, il s’agit de compléter les essais déjà réalisés lors des deux 

premières séquences. Pour cela, les nouvelles combinaisons à tester dessinent une étoile dans 

l’espace des facteurs. Le plan, ainsi obtenu, est appelé plan en étoile. Les niveaux extrêmes 

pris par chaque facteur se situent aux extrémités d’une branche de l’étoile, les autres facteurs 

étant fixés à une valeur centrale. 

Ces points centraux sont importants et ils ont plusieurs rôles : 

- Ils servent à tester la validité du modèle du premier degré ; 

- Ils servent à s’assurer qu’il n’y a pas de glissement (stabilité) entre les deux séries d’essais ; 

- Ils permettent d’obtenir une estimation de l’erreur expérimentale ; 

- Ils diminuent l’erreur de prédiction prés du point central.   
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Cette séquence permet de tester l’effet quadratique des facteurs. Si pour un facteur l’effet 

quadratique n’est pas à tester, il suffit d’omettre les deux essais en étoile concernés.  

 

L’intérêt des plans composites réside dans le fait qu’ils prennent facilement la suite 

d’un premier plan factoriel dont les résultats sont inexplicables par un modèle du premier 

degré. En effet, ils se prêtent bien au déroulement séquentiel de l’étude du modèle 

mathématique. On effectue une première étude qui est basée sur une approximation de 

premier degré de la réponse, en utilisant un plan factoriel complet 2k. Par des points au centre 

du domaine on teste la validité du modèle mathématique. Si les tests sont positifs, c’est à dire 

les réponses mesurées au centre sont très proches de celles calculées, l’étude s’achève. Mais 

s’ils sont négatifs, on entreprend des essais supplémentaires pour établir un modèle du second 

degré. Les essais supplémentaires constituent la seconde étape du déroulement de l’étude. Il 

suffit d’effectuer les expériences correspondant aux points en étoile et de faire les calculs sur 

l’ensemble de toutes les expériences. Les plans composites sont parfaitement adaptés à 

l’acquisition progressive des résultats. Le nombre de niveaux d’un plan composite est de cinq 

par facteur: le point central, les deux niveaux du plan factoriel et les deux niveaux des points 

en étoile (Bahloul, 2005). 

 

IV. 9. Construction du plan d’expérience 

IV. 9. 1. Choix de la stratégie expérimentale 

Les plans d’expériences ont pour but d’apporter le maximum d’informations avec un 

minimum d’expériences. La méthodologie des plans d’expériences consiste à fabriquer un 

modèle approximatif qui apportera des éléments d’informations à l’expérimentateur.  

Pour cela, le choix du plan d’expériences à mettre en œuvre dépend du problème posé. Dans 

le cas de notre travail, on a choisi de travailler avec un plan d’expérience composite central.  

Le modèle mathématique postulé est un modèle polynomial du second degré avec interaction :  

 Yi = β0 + ∑βixi + ∑βiix
2
i + ∑βijxi xj                               (1) 

 

où :  

Yi est la réponse prévue, 

xi et xj sont les variables indépendantes (facteurs) qui influencent la variable de réponse Y ; 

β0 est l'ordonnée à l'origine ou la moyenne; 

ßi est le coefficient ième linéaire; 

βii est le coefficient quadratique ième 

βij est le coefficient d'interaction. 
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IV. 9. 2. Analyse statistique des résultats 

Toutes les hypothèses faites en amont d’un plan d’expérimentation doivent etre vérifiées pour 

pouvoir valider ensuite les conclusions. C’est à cette étape que le recours aux outils 

statistiques intervient.  

Dans tout les cas, l’utilisateur des tests statistiques est étroitement lié à la connaissance de 

l’écart type expérimental, estimé par des essais de répétabilité. 

Les valeurs expérimentales introduites dans le modèle sont entachées d’erreurs qui se 

transmettent aux coefficients du modèle (descriptive et prédictive) puis aux valeurs calculées. 

Des tests statistiques permettent d’évaluer la qualité du modèle, sa validation (analyse de la 

variance) et la significativité des coefficients (test de Student). 

La mise en œuvre de tests statistiques doit permettre aux opérateurs de porter un jugement sur 

les résultats obtenus à savoir : 

- Un modèle décrivant la variation de la réponse dans le domaine expérimental ; 

- Des estimations des coefficients associés aux différents monômes du modèle ; 

- Des résidus traduisant les écarts entre les valeurs mesurées et les valeurs calculées. 

IV. 9. 2. 1. Qualité descriptive 

On peut aussi chercher à savoir si le modèle explique bien l’ensemble des résultats en 

calculant le coefficient de détermination R
2 

tel que : 

R
2
 = 

∑ (     )  
    

∑ (    )   
   

  ………………………………………………………………………(3)     

 i  la réponse prédite (théorique) 

ȳi  la moyenne des réponses 

yi  la réponse observée (expérimentale) 

N  nombre d’essai 

 

Ce coefficient mesure la proportion de variation totale de la réponse qui est expliquée par sa 

relation avec des variables (Quinn and Keough, 2002). Plus R
2 

sera grand, meilleur sera le 

modèle (les réponses calculées seront fortement corrélées avec les réponses expérimentales). 

Cependant, si le nombre d’expériences est égal au nombre d’inconnues du système, le 

coefficient R
2
 sera toujours égal à 1. C’est pour éviter cela que le coefficient de détermination 

ajusté (R
2

a) a été introduit. Le R
2

a ajusté est défini comme la différence à 1 du rapport entre le 

carré moyen des écarts des résidus et le carré moyen des écarts expérimentaux, il s’écrit :  

 

R
2

a = 1- 
   

   
 (    ) ………...…………………………………………………………(2) 
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N : nombre d’essai et L : nombre de coefficients indépendants pour N L. 

Dans le cas ou N=L, on dit que le modèle est descriptif. 

De même que pour R
2
, le meilleur modèle à L variable sera obtenu pour R

2
a maximum. 

Ce critère permet d’apprécier la qualité descriptive du modèle et permet de comparer des 

modèles qui n’ont pas le même nombre de termes. Il ne nous indique pas si le modèle 

représente bien le phénomène.  

IV. 9. 2. 2. Analyse de la variance 

Cette analyse constitue un test statistique (test de Fisher-Snedecor). Dans le contexte 

des plans d’expériences, l’objectif de l’analyse de variance (ANOVA ANalysis Of Variance) 

est de détecter et de hiérarchiser les influences des actions (facteurs) du modèle (Benoist et 

al., 1994) et à rechercher les sources de variation des réponses (Goupy et Creighton, 2006).    

Pour chaque action, on se pose la question suivante : l’action influe-t-elle sur la réponse ; est-

elle significative ? Ce qui revient à se demander si les variations de la réponse sont causées 

par les variations de l’action entre ses différents niveaux, ou par les fluctuations aléatoires 

dues à la dispersion de la réponse (Benoist et al., 1994).      

C’est le test de signification globale de la régression que nous appellerons le test de 

validation.  

IV. 9. 2. 2. 1. Tableau d’analyse de la variance 

Le test de Fisher-Snedecor va nous informer si l’équation établit bien une relation 

entre la variation des facteurs et de la réponse, ou si c’est du à un changement, une fluctuation 

aléatoire de la réponse dans le domaine expérimental. La présentation classique des résultats 

de l’analyse de variance se fait au moyen d’un tableau de synthèse appelé tableau d’analyse 

de variance.  

On ne s’intéressera plus, seulement, à un seul facteur, mais on considérera successivement 

toutes les actions du modèle. 

Les facteurs peuvent être classés par ordre de probabilité croissante (les facteurs les plus 

significatifs sont en début de tableau) ou par ordre d’introduction dans le modèle (Benoist et 

al., 1994).   

Les principales informations fournies par le tableau de l’analyse de la variance sont présentées 

dans le tableau IV. 3 (Schimmerling et al., 1998). 
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Tableau IV. 3. Analyse de la variance 

 

n :nombre de résultats du plan d’expériences, répétitions comprises ; p : nombre de coefficients indépendants dans le modèle, nA : nombre de 

niveaux du facteur A ; ak : estimation du coefficient du facteur A correspondant au niveau k dans le modèle ; r(Ak) : nombre de résultats dans le 

plan pour lesquels A prend le niveau k, répétitions comprises ; (ab)k1 : estimation du coefficient de l’interaction AB correspondant au niveau k de 

A, et au niveau 1 de B, dans le modèle ; r(Ak, B1) : nombre de résultats dans le plan pour lesquels A prend le niveau k, et B le niveau 1, 

répétitions comprises    

Source de 

variation 

 

Somme des carrés des écarts 

Degrés 

de 

liberté 

(ddl) 

Variances Moyenne des 

carrés 

F PC 

% 

Remarque 

 

Modèle     ( )   ∑(    )  

 

   

 

 

p-1 

 

σ
2

n-1 (y) 

∑ (    )   
   

   
 

 

∑
(    ) 

   
 
   

    ( )
 

100%  

Facteur A 

SCE(A)=
 

   
 ∑           nA-1 

 

VA = 
    ( )

    
       ( )

    ( )
 

  

Facteur B 

SCE(B)=
 

   
 ∑           nB-1 

 

VB = 
    ( )

    
       ( )

    ( )
 

  

Facteur 

AB 
SCE(AB)=

 

      
∑       ∑    (     )(  )        k1 

(nA-1)( 

nB-1) 

VAB = 
    (  )

(    )(    )
 

  
    (  )

    ( )
 

 

Résiduelle 

SCE  (ε)= ∑          n – p 

  ( )

  
∑         

   
 

  
    ( )

    ( )
 

  

Totale SCT = SCE (y) + SCE (ε) n-1      
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a) Moyenne ou ordonnée à l’origine  

Par définition, la moyenne arithmétique d’un ensemble de valeurs est la somme de toutes les 

valeurs divisées par le nombre de valeurs. C’est la valeur de la réponse au centre du domaine 

d’étude. 

β0=  
∑   

 
 ………………………………………………………………………………………………(4) 

b) Écart-type 

La définition de l’écart-type est un peu moins simple que celle de la moyenne. Nous allons 

décrire son calcul pas à pas : 

1. On commence par calculer les écarts à la moyenne, c’est-à-dire la différence entre chaque 

valeur et la moyenne. Il faut noter que la somme de ces écarts à la moyenne est égale à zéro. 

On démontre, d’ailleurs, que c’est toujours le cas. On ne peut donc pas prendre la somme des 

écarts comme mesure de la dispersion. C’est pourquoi on fait disparaître le signe négatif en 

prenant les carrés des écarts. 

2. Ces écarts à la moyenne sont donc élevés au carré et additionnés. On obtient ainsi la somme 

des carrés.  

3. Cette somme des carrés est divisée par les ddl pour obtenir les variances.  C’est une 

grandeur fondamentale de la science statistique. On la retrouve partout et il en sera fait un 

grand usage. 

4. Enfin l’écart-type est obtenu en prenant la racine carrée de la variance (Goupy et al, 1999).  

c) La valeur de F de Fisher qui est le rapport du carré moyen du modèle à celui des résidus. 

Il indique la significativité de chacune des actions du modèle, compte tenu du niveau de 

confiance choisi. La significativité du modèle (valeur F) est une mesure de la variation des 

données autour de la moyenne. La valeur F indique également l’adéquation du modèle 

considéré pour prédire les résultats expérimentaux. 

- Lorsqu’une action se révèle non significative, elle est éliminée du modèle, et on intègre la 

variance des actions non significatives dans la variance résiduelle.  

d) Le t de Student : pour évaluer l’importance d’un coefficient, la théorie des statistiques 

compare ce coefficient à son écart-type en faisant le rapport (coefficient/écart type). Ce 

rapport est appelé le t de Student. À partir du t de Student, on peut évaluer la probabilité que 

le coefficient soit nul ou, autrement dit, sans importance ou peu significatif. Cette probabilité 

est la p-value. 

e) La valeur-p est utilisée comme un outil pour déterminer l'importance et la significativité de 

chaque coefficient, plus la p-value est faible, plus le coefficient correspondant est important 
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(Schimmerling et al., 1998 ; Noret al., 2010). C’est le risque maximal de se tromper en 

affirmant que l’action est influente. p est à comparer à α : 

Si p ≤ α, on en conclut que l’action est influente. 

Si p ≥ α, on en conclut que l’action n’est pas influente. 

Une grande valeur de t et une faible valeur de p indiquent que l’effet du paramètre 

correspondant est important.  L'effet du paramètre est estimé en tant que double de la valeur 

du coefficient de régression pour ce paramètre. 

f) Le pourcentage de contribution (PC%) permet de hiérarchiser l’importance des effets 

significatifs. C’est un indicateur pratique important. Il arrive fréquemment qu’une interaction 

soit déclarée significative par le test d’analyse de variance, alors qu’un de ses composants 

quantitatifs ne l’est pas. Cela peut avoir des causes très différentes : 

- Soit l’interaction est confondue avec une action (facteur) non prise en compte dans le 

modèle et qui agit vraiment ; 

- Soit le facteur composant l’interaction agit, mais il manque un niveau pour le mettre en 

évidence ; 

- Soit le facteur composant l’interaction agit, mais dans un autre intervalle de variation que 

celui pris en compte dans le plan. Il peut alors être intéressant de décaler le domaine du 

facteur en programmant des essais complémentaires.    

Après exécution de l’analyse de la variance, les coefficients des actions non significatives 

sont généralement remplacés par zéro dans le modèle, les coefficients des actions 

significatives restant inchangés. 

 

IV. 10. Analyse des surfaces de réponse 

Les graphes tridimensionnels des surfaces de réponse est une représentation graphique 

de l'équation de régression. Ils servent à comprendre l'interaction entre les variables et à 

localiser le niveau optimal de chaque variable pour une réponse maximale (De Lima et al., 

2010). 

Les coefficients des termes au carré indiquent la nature de la surface de réponse 

(maximum, minimum ou minimax) et le type des courbes isoréponses (ellipses ou 

hyperboles). Les valeurs de ces coefficients indiquent la vitesse de variation de la réponse le 

long des axes de la conique. La variation est rapide si le coefficient est fort, elle est lente si le 

coefficient est faible (Goupy, 1999).  
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IV. 11. Optimum multicritère : fonction de désirabilité 

La fonction de désirabilité est très utile quand il faut trouver le meilleur compromis entre 

plusieurs réponses. Cette fonction a été proposée par Derringer et Suich et elle figure dans de 

nombreux logiciels de plans d’expériences (Goupy et Ceighton, 2006).  

L’utilisation du modèle pour la recherche d’une solution nécessite une transformation des 

réponses afin de les rendre comparables. On utilise ici les fonctions de désirabilité qui 

facilitent, grâce à des représentations graphiques simples, l’interprétation de ces 

transformations mathématiques. 

La recherche d’un optimum multi-critères avec la fonction désirabilité se fait en trois phases : 

- La première phase : consiste à transformer chacune des réponses en une fonction de 

désirabilité individuelle dont la nature dépend des objectifs de l’étude : la recherche d’un 

minimum, la recherche d’un maximum ou encore la recherche d’une valeur particulière 

(valeur cible). Cette transformation donne lieu à une représentation graphique (Fig. IV. 8) 

 

 

Figure IV. 8. Variation de la fonction de désirabilité en fonction des réponses 

 

Les réponses modélisées ont donc été transformées en fonction de désirabilité variant de 0 

à 100%. La désirabilité représente le degré de satisfaction des expérimentateurs en fonction de 

la valeur obtenue de la réponse modélisée dont on souhaitait les fortes valeurs, après lui avoir 

donné une valeur cible à atteindre. 

On attribue un indice de satisfaction égal à 100% lorsque l’objectif est atteint. Cet indice est 

égal à zéro si la valeur de la réponse modélisée se situe à l’extérieur de l’intervalle de 

tolérance qu’on lui a associé.  
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- La deuxième phase : consiste à définir une fonction de désirabilité globale à partir de la 

moyenne géométrique des fonctions de désirabilité individuelle (Popov et al., 2010). On peut 

pondérer les fonctions de désirabilité individuelle dans le calcul de la désirabilité globale pour 

tenir compte de l’importance relative des réponses : 

 

D= √          
 

 

- La troisième phase : consiste à rechercher le niveau des facteurs qui permet d’atteindre le 

maximum de la fonction de désirabilité globale. Toute valeur strictement positive de la 

fonction de désirabilité globale traduit un réglage particulier des facteurs permettant 

d’atteindre, à partir des modèles empiriques, des valeurs des réponses à l’intérieur des 

intervalles de tolérance. Cette recherche se fait de manière itérative dans les logiciels. 

Le meilleur compromis est obtenu pour la plus forte désirabilité globale. Les calculs 

d’optimisation nécessitent un logiciel programmé pour les réaliser. 

La figure IV. 9, illustre la notion de désirabilité globale pour deux réponses différentes (y1, 

y2). Elle montre que la désirabilité dy1 dépend des niveaux des 4 facteurs d’étude. Cette 

courbe vaut (Goupy, 1999) : 

-  0 jusqu’à 2 ; passe de 0 à 1 de 2 à 2,5 et vaut 1 au dessus de 2,5 : 

dy1= f(X1, X2, X3, X4) 
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Figure IV. 9. Recherche du niveau des facteurs pour une fonction de désirabilité globale 

maximale 

 

Il en est de même de la réponse y2 (Fig. IV.9), mais la fonction de désirabilité est différente de 

celle de la réponse y1 : elle vaut 0 jusqu’à 2,5, passe de 0 à 1 de 2,5 à 2,8 et vaut 1 au-dessus 

de 2,8 : 

dy2= f’(X1, X2, X3, X4) 

 

Le logiciel calcule la valeur de la fonction désirabilité D à partir des fonctions dy1 et dy2. Il 

obtient une fonction qui dépend des niveaux des quatre facteurs et des fonctions désirabilité 

choisies pour chaque réponse. Le logiciel calcule la fonction de désirabilité D pour chaque 

point du domaine d’étude. Par exemple la figure IV. 9, indique que la fonction de désirabilité 

D vaut 0,996 pour le point en unités codées X1=+1, X2=-1, X3=0, X4=0,67. On obtient ainsi 

les niveaux des facteurs donnant la désirabilité la plus forte (Karam, 2004). 
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V. 1. Matériels  

Trois types de matériau biologique ont été utilisés : 

a) Les bactéries lactiques : la première bactérie est homofermentaire Lactobacillus 

helveticus souche milano fournie par le Dr. A. Fur (Even Ltd, Ploudaniel, France). Pour sa 

conservation, elle est cultivée (à 42°C pendant 24h) sur lait écrémé reconstitué à 10% 

(masse/volume) puis placée à –18°C. La seconde est hétérolactique Lactobacillus plantarum 

DSM 20205 fournie par l’institut Leibniz DSMZ-Allemagne (collection des microorganismes 

et cultures cellulaire). 

b) Les déchets de crevette : ce sont les carapaces, y compris têtes et thorax, provenant des 

crevettes Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846), identifiées au niveau du laboratoire 

Halieutique de la Faculté des Sciences Biologiques de l’U.S.T.H.B.  

c)  Les dattes : ce sont des dattes (Deglet Nour) pourries, récoltées au niveau de la wilaya 

d’El-Oued, destinées à la consommation de bétail.  

V. 2. Procédure expérimentale 

V. 2. 1. Préparation de la poudre de carapace   

Avant leur utilisation, les carapaces des crevettes sont débarrassées de la chair, des antennes 

et des pattes. Les carapaces, sont ensuite bouillies dans de l’eau, pendant 1h, et ce pour 

enlever le maximum de tissus. Puis, elles sont séchées dans l’étuve à 163°C pendant 1h 

(Mukherjee, 2001), on laisse ensuite, refroidir.   

Après séchage, les carapaces sont débarrassées d’éventuels tissus encore présents, par 

frottement. En dernier, les carapaces sont broyées à l’aide d’un broyeur pour obtenir une 

poudre de granulométrie variable d’environ 0,31 à 1 mm pour étudier l’effet de la 

granulométrie sur la déminéralisation et la déprotéinisation.  

V. 2. 2. Préparation du jus de dattes  

Les dattes sont, soigneusement, lavées et dénoyautées. L’eau est additionnée à raison de 2 

litres/Kg de pulpes. Le mélange est chauffé à 80°C pendant 2h. L’extrait obtenu est centrifugé 

à 5000 r.p.m pendant 30mn afin de séparer les débris cellulosiques. Le surnageant, recueilli 

puis dilué aux proportions voulues, est utilisé comme source de carbone et d’énergie pour la 

croissance bactérienne (Boudjelal et Nancib, 2001).  

V. 3. Méthodes analytiques 

V. 3. 1. Analyses physico-chimiques de la carapace et du milieu de fermentation  

- Détermination du pH à 10% (masse/volume)  

Ce paramètre nous permet d’avoir une idée sur le caractère alcalin ou acide de la carapace. 

Pour estimer son pH, 10 g de poudre de carapace sont mis à macérer dans 100ml d’eau 
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distillée pendant 1h. La valeur du pH est déterminée par une lecture directe à l’aide d’un pH 

mètre (METRÔHM). 

- Mesure de l’humidité 

La teneur en eau de la carapace est déterminée, selon RAO et ses collaborateurs (2000), après 

un étuvage à 105°C pendant 24h. La perte de masse est équivalente à la quantité d’eau 

présente dans la carapace. L’humidité H se calculera par : 

100
0

10 

















M

MM
H  ………………………………………………………………………(1) 

 

H : % d’humidité.  

M0 : masse de la prise d’essai (g). 

M1 : masse de la prise d’essai après étuvage (g). 

 

- Détermination du taux de cendres    

Le taux de cendres correspond au pourcentage de la matière minérale présente dans la 

carapace. Il nous permet ainsi, de déduire le taux ou le pourcentage de déminéralisation de la 

carapace après la fermentation. Le principe repose sur l’incinération d’1g de poudre de 

carapace à 900°C pendant 2,5h dans un four à moufle (Mirzadeh et al., 2002). Le taux de 

minéralisation (TM) se calculera par : 

100
01

02 















MM

MM
TM ……………………………………………………………………(2) 

 

M2 : masse du creuset avec les cendres (g). 

M0 : masse du .creuset vide (g). 

M1 : masse du creuset chargé de la prise d’essai (g). 

TM : taux de minéralisation avant la fermentation.. 

 

Il en déduira le pourcentage de déminéralisation noté DM: 













 


0

0

TM

TMTM
DM

f
………………………………………………………………………(3) 

 

TM0 : taux de minéralisation avant fermentation.  

TMf : taux de minéralisation après fermentation. 
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- Détermination de la teneur en chitine   

La détermination de la teneur en chitine dans les carapaces est réalisée par dosage des résidus 

N-acétyl glucosamines libérés par hydrolyse acide de la chitine réalisée avec de l’acide 

chlorhydrique 6N pendant 6h. Le dosage des résidus N-acétyl glucosamines libérés est réalisé 

selon la méthode de Reissig (Loiseleur, 1963). Il s’agit de la réaction de Morgan-Elson qui, en 

milieu alcalin et à chaud, les N-acétylhexosamines conduisent à des chromogènes (dérivés du 

furane) alors qu’en milieu acide, les N-acétylhexosamines se condensent au p-

diméthylaminobenzaldéhyde (réactif d’Ehrlich) conduisant à une coloration rouge violacée 

(Percheron et al., 1981).  

Cette méthode utilise deux réactifs :  

- Le tetraborate de potassium (Panreac) (réactif A) : solution 0,8M dans le borate. Le pH est 

ajusté à 9,1 avec KOH (Prolabo). 

- Réactif à la p-diméthylaminobenzaldéhyde (réactif B) : on dissout 10mg de ce réactif 

(Fluka) dans 100ml d’acide acétique glacial très pur (Panreac), qui contient 12,5% en volume 

de HCl 10N . Le réactif se conserve bien pendant un mois à +2°C. Au moment de l’usage, on 

le dilue avec 9 volumes d’acide acétique glacial très pur. 

 

Préparation de la gamme étalon   

On a choisi une gamme comprise entre 0 et 8mg d’acétyl glucosamine dans un volume 

d’un litre d’eau distillée. On répartit 0,5ml de chaque solution préparée, de concentration 

connue, dans une série de tubes à essai. On ajoute 0,1ml de tetraborate de potassium et on 

chauffe dans un bain marie (Memmert) bouillant pendant exactement trois minutes.  

On refroidit dans un bain d’eau froide, puis on ajoute 3ml de réactif B. On mélange et on 

porte immédiatement dans un bain à 36°C. On refroidit dans un bain d’eau froide (20°C) et on 

lit l’absorbance à 530nm au spectrophotomètre (SECOMAM, modèle Prim) après 20 minutes 

aussi vite que possible, l’intensité de la couleur baissant d’environ 0,5% toutes les cinq 

minutes après avoir atteint son maximum en 20 minutes (Loiseleur, 1963).  

La teneur des carapaces en chitine (%) se calculera par : 

100
lond'échantil masse

eglucosamin d'acétyl masse
chitine  








enTeneur  ……………………………………(4) 

  

La fraction d’azote dans la chitine contenue dans 100g de carapaces se calculera par : 

(Cremades et al., 2001) 
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14,5
chitineen  )( teneurchitineN  ……………………………………………………………...…(5) 

 

-  Dosage de l’azote total par la méthode de Kjeldahl (AFNOR, 1982) 

Le dosage de l’azote total dans la carapace, nous permet de calculer le taux de protéines et par 

conséquent estimer le pourcentage de déprotéinisation de la carapace après fermentation. La 

méthode utilisée est la celle de Kjeldahl (AFNOR,1982). Elle s’effectue en trois étapes : la 

minéralisation par l’acide sulfurique en présence d’un catalyseur, l’alcalinisation des produits 

de la réaction de minéralisation, la distillation de l’ammoniac libéré et le titrage. L’azote total 

(Nt) se calculera par : 








 


m

V
Nt

14,0
 …………………………………………………………………………..…(6) 

 

V : volume d’acide sulfurique versé à la burette lors du titrage (ml). 

m : masse de la prise d’essai (g). 

 

 Dans le cas des carapaces, l’azote total comprend l’azote protéique et l’azote non 

protéique qui correspond à l’azote de la chitine : L’azote des protéines (Nprotéique) se calculera 

par :  

)(chitineNNN tprotéique  …………………………………………………………………...…(7) 

 

La teneur en matière azotée protéique (TP) se calculera par : 

25,6 protéiqueNTP …………………………………………………………………………….(8) 

 

Ce taux de protéines nous permet de calculer le taux de déprotéinisation (DP) de la carapace : 

 













 


0

0

TP

TPTP
DP

f
  ………………………………………………………………………(9) 

 

 

TP0 : taux de protéines avant fermentation. 

TPf : taux de protéines après fermentation. 
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- Dosage des sucres réducteurs par la méthode de l’acide dinitrosalycilique :   

C’est une méthode basée sur la formation d’un chromatophore entre le réactif DNS 

(voir annexes) et les terminaisons réductrices des molécules des sucres. En effet, à 

température élevée, en milieu basique et en présence des sucres réducteurs, le réactif DNS de 

couleur jaune est réduit en acide 3-amino-5-nitrosalicylique (brun), et les groupements 

aldéhyde des sucres sont oxydés en groupements carboxyle. 

Mode opératoire :  

- Mettre 3ml d’échantillon convenablement dilué dans un tube à essai.  

- Ajouter 3ml du réactif DNS. Agitez et plongez-le dans un bain-marie bouillant pendant 5mn. 

- Ajouter, alors, 1ml de Rochelle salt (tartrate double de sodium- potassium) et laisser 

refroidir. 

- Lire la densité optique à 575nm.    

 

- Dosage de l’acide lactique :  

L’acidité titrable exprime le nombre de grammes de l’acide lactique présent dans un litre 

d’échantillon. Sa détermination est basée sur le principe de titrage par l’hydroxyde de sodium.  

Mode opératoire :  

- Prélever 10ml d’échantillon ;  

- Titrer l’échantillon jusqu’à un pH de 8,3 avec une solution d’hydroxyde de sodium 0.02M. 

 

- Mesure de la concentration en biomasse 

La mesure de l’opacification du milieu de culture est une technique très précise pour mesurer 

la biomasse, c’est la masse bactérienne sèche présente par unité de volume. Il est en effet 

possible d’utiliser une loi, analogue à celle de Beer-Lambert (Leveau et al., 1993). 

Etalonnage : La détermination de la matière sèche cellulaire est la méthode la plus 

rigoureuse. La biomasse microbienne est récupérée généralement par centrifugation, lavée 

afin d’éliminer le milieu de culture retenu entre les cellules et séchée à 105°C jusqu’à poids 

constant (Scriban, 1999 ; Leveau et al., 1993). 

 Mode opératoire :  

- 200ml de culture bactérienne sont centrifugées puis lavées avec de l’eau distillée 3 fois ;  

- Le culot est remis en suspension dans 60ml d’eau distillée ;  

- La DO est lue à 600nm ;  

- 50 ml de cette suspension est séchée à 105°C jusqu’à l’obtention d’un poids constant (soit 

m). La concentration en biomasse notée X se calcule par l’équation suivante :  
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X (mg/ml)= [
 

  
]       ……………………………………………………………………(10)  

- Le reste (10ml) est utilisé pour la préparation des dilutions à différentes concentrations. Pour 

chaque dilution, la prise de DO est effectuée à 600nm ;  

- La courbe de DO en fonction de la concentration en biomasse est ainsi établie.  

 

V.3. 2. Analyse spectroscopique infrarouge à transfomée de Fourier (FTIR) 

La spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier est utilisée pour caractériser les 

groupements fonctionnels présents à la surface des échantillons (carapace brute et fermentée). 

Les spectres FTIR ont été enregistrés sur un spectromètre Bruker IFS113v (Bruker AXS SAS, 

Champs-sur-Marne, France), dans la région spectrale située entre 4000-500cm
-1

 avec une 

résolution de 2cm
-1

. Les échantillons ont été broyés, mélangés avec du KBr en poudre et 

ensuite comprimés pour former des pastilles transparentes. 

 

V.3. 3. Analyse par fluorescence aux rayons X 

Cette technique permet de déterminer les atomes et leurs proportions respectives dans 

l'échantillon analysé (carapace brute et fermentée), mais elle ne donne pas l'organisation ou la 

forme chimique des atomes. La fluorescence des rayons X est effectuée à l'aide de Magix Pro 

(Panalytical, Limeil-Brévannes, France), pour déterminer la composition élémentaire de la 

carapace avant et après fermentation lactique. Le logiciel d’analyse est dénommé SuperQ ®. 

 

V.3. 4. Analyse par microscopie électronique à balayage (MEB) 

L'échantillon, séché et broyé, est observé grâce à un microscope électronique à balayage 

ESEM XL 30. Les observations sont réalisées sous une tension allant de 10 à 25 KV et à 

différents grossissements allant de 1μm à 100 μm . 

 

V. 4. La fermentation  

Des cultures en batch ont été réalisées dans des erlenmeyers de 250- 1000 ml, avec un volume 

utile de 100- 500 ml, 4- 10g de carapace ont été additionnés au milieu de fermentation et une 

agitation douce de 200 r.p.m est effectuée afin d’optimiser les paramètres d’extraction et 

étudier l’effet de leur variation sur les rendements de la biodéminéralisation et de la 

biodéprotéinisation.  
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La chaîne d’ensemencement comporte trois étapes qui précèdent l’ensemencement du 

fermenteur : 

- Une pré-culture consiste à prélever quelques colonies, de Lb. helveticus ou de Lb. plantarum  

pour les ensemencer dans 5ml de milieu MRS liquide puis incubée à 30°C pendant 24h.  

- Cette pré-culture servira à ensemencer une culture de 10 ml à raison de 5% 

(volume/volume). Cette culture sera également incubée à 30°C pendant 24h (Rao et al., 

2000).  

- La culture, ainsi, obtenue servira à ensemencer le fermenteur. 

 

V. 5. Optimisation de la fermentation par la méthode des plans d’expériences 

L’optimisation de la fermentation par la méthode des plans d’expériences a été réalisée en 

deux parties successives : la première partie en utilisant une culture pure  Lb. helveticus, et 

une deuxième partie, basée sur les résultats de la précédente, a été réalisée en utilisant une co-

culture de deux bactéries lactiques Lb. helveticus et Lb. plantarum. 

V. 5. 1. La fermentation par culture pure Lb. helveticus   

V. 5. 1. 1. Plan « un facteur à la fois » 

Le traitement biologique de la carapace de Parapenaeus longirostris par Lactobacillus 

helveticus dans le but d’extraire la chitine a été réalisé en étudiant l’influence de quelques 

paramètres, un à un, qui peuvent jouer un rôle important sur les performances de ce procédé.  

Parmi les nombreux facteurs physico-chimiques pouvant influencer la bioextraction de la 

chitine, trois paramètres jugés importants sont la nature de la source de carbone (glucose et 

jus de dattes), concentration de la source de carbone (0- 400g/l pour le glucose et 40- 250g/l 

pour le jus de dattes) et la température d’incubation (30, 40 et 42°C).  

Cette étude a permis la compréhension des phénomènes liés à la purification de la 

chitine à partir des carapaces de crevettes. A cet effet, le suivi dans le temps de fermentation 

du pH, de la consommation de la source carbonée (glucose ou sucres réducteurs), de la 

production de biomasse et de l’acide lactique dans le milieu permettra d’atteindre ou d’obtenir 

des informations très intéressantes.    

Il est à noter que tous les essais ont été réalisés dans des erlenmeyers de 250 ml avec 

un volume utile de 100ml à pH libre avec 10g de poudre de carapace.    

Des cinétiques de pH, de consommation de substrat (glucose ou sucres réducteurs) et 

de production de biomasse ont été suivies en prélevant un volume du milieu de fermentation à 

différents temps de fermentation. La durée de la fermentation est d’environ 15 jours.  
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V. 5. 1. 2. Plan composite centré 

L’optimisation des paramètres (la concentration en sucres réducteurs présents dans le jus de 

dattes) (X1), la température d’incubation (X2), la quantité de la poudre de carapace (X3), le 

volume du milieu de culture (jus datte) (X4), le volume d'inoculum (X5), le traitement 

thermique (X6), le temps de fermentation (X7), la concentration de la source d'azote [(NH4)2 

Fe(SO4)2] (X8), la concentration de la source de calcium (CaCl2) (X9) et la  granulométrie de 

la poudre de carapace (X10)) pour la déminéralisation et la déprotéinisation des carapaces des 

crevettes en culture pure par Lb. helveticus a été faite par un plan composite central, qui a 

nécessité trois niveaux codés des variables: (+1), (0) et (-1) (N = 16 expériences avec dix 

facteurs). Le tableau V. 1 montre les différents niveaux de chaque paramètre. L’évaluation 

statistique des résultats du plan composé central et l’analyse des données sont réalisées par le 

logiciel STATISTICA (Version 8). 

 

Tableau V. 1: les niveaux des différents facteurs du plan d’expérience utilisant une 

souche pure Lb. helveticus 

 

 Facteur Niveau 

de base 

Intervalle 

de variation 

Valeurs des facteurs 

−1 0 +1 

Sucres réducteurs  (gL
-1

) X1 150 50 100 150 200 

Température (°C) X2 30 10 20 30 40 

Quantité de la poudre de 

carapace (g) 

X3 7 3 4 7 10 

Volume du milieu de 

culture (ml) 

X4 300 200 100 300 500 

Volume de l’inoculum 

(mL) 

X5 15 5 10 15 20 

Traitement thermique (°C) X6 60 60 0 60 120 

Temps de fermentation (h) X7 162 138 24 162 300 

Source d’azote (g ) X8 1.4 1.4 0 1.4 2.8 

Source de calcium (g) X9 0.65 0.65 0 0.65 1.3 

Granulométrie (mm) X10 0.655 0.655 0.31 0.655 1 

 

 

V. 5. 2. La co-fermentation par un mélange de bactéries lactiques Lb. helveticus et Lb. 

plantarum 

Dans le but d’étudier l’influence de la co-culture des deux bactéries lactiques sur le rendement 

de la bioextraction de la chitine, un autre plan composé centré a été réalisé en utilisant un 

mélange de bactéries lactiques Lb. helveticus et Lb. plantarum. En se basant sur les résultats 

du premier plan composé centré, des paramètres ont été éliminés à savoir (le traitement 



Chapitre V                                                                                              Matériels et méthodes 

71 
 

thermique, la source d'azote ((NH4)2Fe(SO4)2 et la granulométrie), d’autres ont été gardés (la 

concentration en sucres réducteurs (X1), la température d’incubation (X2), la quantité de la 

poudre de carapace (X3), volume du milieu de fermentation (X4), volume de l’inoculum Lb. 

helveticus (X10), le temps de fermentation (X7), la concentration de la source d'azote (NH4Cl) 

(X8), la concentration de la source de calcium (CaCl2) (X9).  

L’influence de nouveaux paramètres (volume de l’inoculum Lb. plantarum (X5) et le Tween 

80 (X6)) a été introduit.  

Le tableau V. 2 montre les différents niveaux de chaque paramètre. L’évaluation statistique 

des résultats du plan composé central et l’analyse des données sont réalisées par le logiciel 

STATISTICA (version 8). 

 

Tableau V. 2 : Les niveaux des différents facteurs du plan d’expérience utilisant  Lb. 

helveticus et Lb. plantarum 

 

 Facteur Niveau 

de base 

Intervalle 

de variation 

Valeurs des facteurs 

−1 0 +1 

Sucres réducteurs  (gL
-1

) X1 200 120 80 200 320 

Température (°C) X2 30 10 20 30 40 

Quantité de la poudre de 

carapace (g) 

X3 7 3 4 7 10 

Volume de milieu de 

culture (ml) 

X4 300 200 100 300 500 

Volume de l’inoculum (Lb. 

plantarum)(mL) 

X5 15 5 10 15 20 

Tween 80 (ml) X6 1 1 0 1 2 

Temps de fermentation (h) X7 162 138 24 162 300 

Source d’azote (g) X8 1.4 1.4 0 1.4 2.8 

Source de calcium (g) X9 0.65 0.65 0 0.65 1.3 

Volume de l’inoculum (Lb. 

helveticus)(mL) 

X10 10 10        0 10 20 

 

 

Il est à noter que le choix de la source d'azote utilisée, dans la présente étude, a porté sur une 

source d’azote minérale, car on a montré que l’utilisation d’une source d’azote organique 

complexe telle que l’extrait de levure n’a pas amélioré les rendements de déminéralisation et 

de déprotéinisation (Arbia et al., 2011). En outre, les ions ammonium influencent le 

métabolisme de certains acides aminés, chez les lactobacilles, par leur incorporation soit avec 

α-cétoglutarate ou du glutamate (De Lima et al., 2010). Les ions ammonium sont, d'abord, 
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converties en acides aminés et ensuite utilisés pour la synthèse des protéines nécessaires à la 

croissance et à la production d'acide lactique (De Lima et al., 2010). 

La déminéralisation DM (Y1) et la déprotéinisation DP (Y2) sont les réponses (variables 

dépendantes) à modéliser. Le modèle conçu est ensuite validé en utilisant une combinaison 

aléatoire des variables indépendantes (essai supplémentaire).  

Le tableau V. 3 représente la matrice du plan à 16 expériences. Dans notre travail, on a fait 

appel à un logiciel de la statistique spécialisé pour les plans d’expérience STATISTICA 

logiciel (version 8) afin d’analyser les données et construire le modèle quadratique. Les 

conditions optimales de fermentation pour augmenter les rendements de déminéralisation et 

déprotéinisation sont obtenues par la résolution  de l'équation de régression et par l'analyse 

des graphes de surface de réponse en utilisant le même logiciel. 

 

Tableau V. 3 : La matrice d’expérience pour les deux cultures 
  

Essai 

n° 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 

1 + + - + + + - - - + 

2 - + + - + + + - - - 

3 + - + + - + + + - - 

4 - + - + + - + + + - 

5 - - + - + + - + + + 

6 - - - + - + + - + + 

7 + - - - + - + + - + 

8 + + - - - + - + + - 

9 + + + - - - + - + + 

10 - + + + - - - + - + 

11 + - + + + - - - + - 

12 - - - - - - - - - - 

13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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VI.1. Caractérisation de la carapace des crevettes et du jus de dattes  

La composition physico-chimique de la carapace brute est présentée dans le tableau 

VI. 1. La carapace brute  de Parapenaeus longirostris est caractérisée par un pH basique qui 

varie entre 8 et 9. Selon Rao et coll. (2000), les déchets de crevettes utilisés dans leur travail 

a, également, atteint cette gamme de pH (8.02 à 8.06). La teneur en cendres est de 25.06%, 

cette valeur concorde avec celles citées dans la littérature : 20.8% dans les carapaces des 

écrevisses (Zakaria et al., 1998) et entre 18 et 23% dans les carapaces des crevettes tropicales 

(Rao et al., 2000). Par contre, les crabes rouges ont montré une plus forte minéralisation 

d’environ 41.2% (Jung et al., 2005).  

La teneur en protéines que renferme la carapace étudiée est de l’ordre de 29.23%. Ce 

taux est de 22.4% chez les crabes rouges (Jung et al., 2005) et entre 30 et 40% chez la crevette 

tropicale (R ao et al., 2000). Le taux de la chitine est de 26.98%, il est en accord avec le taux 

rapporté par No et al.,(1989) (14-27% chez la crevette). Un faible taux d’humidité (3.25%) est 

obtenu, ce qui indique une faible hydratation. 

 

Tableau  VI. 1. Propriétés physico-chimiques des carapaces de crevettes 

 

 
 

 

 

 

 

Tout procédé de fermentation est lié à la qualité du milieu de culture utilisé. Par 

conséquent, la détermination de la composition du jus de dattes est nécessaire. Les résultats 

sont résumés dans le tableau VI. 2. 

L’analyse physico-chimique a montré que le jus de datte possède un pH acide allant de 

4 à 5.6 et une teneur en sucres réducteurs qui est de l’ordre de 208 g/l. Le dosage 

d’oligoéléments a montré que le jus de dattes contient environ 75,14mg/l de calcium, 1,58 g/l 

de potassium, 25 mg/l de sodium et 1mg/l de zinc. Par contre, il présente une faible teneur en 

protéines (0.086 mg/l). 
 
 
 
 

Paramétres Valeurs 
pH 8-9 
Humidité(%) 3.25 
Cendres(%) 25.06  
Protéines(%) 29.23 
Chitine(%) 26.98 
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Tableau VI. 2. La composition  de jus de  dattes 
 

 
pH 

Sucres 
réducteurs  

(g/l) 

 
Minéraux (mg/l) 

4- 5.6 208 Ca K Na Zn Fe Cu Cr Cd Pb 
75.14 1580 25 1 0.2 0.29 <0.05 <0.01 <0.01 

 
Cette composition nous a permis d’utiliser le jus de dattes comme milieu de 

fermentation de la bactérie lactique pour la récupération de la chitine à cause de sa richesse en 

sucres réducteurs et en éléments minéraux  qui sont utiles à la croissance des bactéries ainsi 

que co-facteurs pour les enzymes protéolytiques. 

 

VI.2. Etude des effets des facteurs physico-chimiques sur la biodéminéralisation et la 

biodéprotéinisation par la méthode d’« un facteur à la fois » en utilisant une souche pure 

Lactobacillus helveticus.   

Une fermentation lactique a été réalisée, à pH libre, dans un volume de fermentation de 100ml 

où est additionné 10g de carapace et 10% d’inoculum (Lb. helveticus) sous une agitation 200 

r.p.m. Dans cette partie, trois facteurs ont été variés, un par un, ce sont : la concentration 

initiale en glucose, la température d’incubation et la nature du substrat (source de carbone). 

Des taux maximums de DM et de DP ont été recherchés. 

VI.2.1. Effet de la concentration initiale en glucose  

Différentes concentrations en glucose allant de 20 à 400g/l et une température d’incubation de 

30°C, ont permis d’obtenir les résultats représentés dans la figure VI. 1. 
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Fig. VI. 1 : Evolution du pH, de la biomasse et de la concentration en glucose en fonction du 
temps à différentes concentrations initiales en glucose (a) 80g/l et (b) 300g/l (Volume de 

fermentation 100ml, 10g de carapace, 10% d’inoculum, agitation 200 r.p.m, température 
d’incubation 30°C, pH libre) 

 
 

On remarque que, plus la concentration initiale en glucose augmente plus 

l’acidification est importante. En effet, avec 20g/l en glucose, la mesure de pH du milieu de 

fermentation a montré que le pHmin est de l’ordre de 6,9 alors qu’avec 80g/l en glucose, il est 

de 6,19 (Fig. VI.1a). Ceci a conduit à obtenir des taux de déprotéinisation de 30,5% avec 20 

g/l en glucose et 76% avec 80 g/l en glucose, alors que le taux de la déminéralisation est nulle 
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(Fig.VI.2). La très faible acidité du milieu (pH 6,19) est favorable à l’activité des protéases et 

insuffisante pour la solubilisation des minéraux. En augmentant la concentration en glucose 

au delà de 80g/l (Fig.VI.2), on note une diminution du taux de déprotéinisation et une 

augmentation du taux de déminéralisation. Cette dernière commence à avoir lieu à partir de 

100g/l en glucose (5,35% de DM) pour atteindre à 300g/l en glucose un taux de 53%. La 

concentration élevée en glucose (300 g/l) produit une acidification avec un pHmin stable de 

l’ordre de 5,02. (Fig. VI.1b).  
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Fig. VI. 2 : Evolution des taux de DM et DP en fonction de la concentration 
initiale en glucose 

 
VI.2.2. Effet de la température d’incubation 

L’influence de la température d’incubation (30°C, 35°C et 42°C) a été étudiée en 

choisissant deux concentrations en glucose : 80g/l correspondant au meilleur taux de 

déprotéinisation (76%) et 300g/l correspondant au meilleur taux de déminéralisation (53%) 

(Fig.VI. 2). 

Afin d’éviter la dégradation des enzymes protéolytiques, une seule température de 30°C 

a été étudiée pour améliorer la déprotéinisation. Par contre, les deux températures 35°C et 

42°C ont été étudiées pour améliorer la déminéralisation. Le caractère thermophile du 

Lactobacillus helveticus et son important pouvoir acidifiant à la température optimale de 

croissance qui est de 42°C (Leveau et al., 1991) justifient le choix effectué. 

La figure VI.3 montre qu’à température d’incubation de 35°C, le pH diminue jusqu’à 

atteindre la valeur de 6,2 au bout de 24h de culture puis remonte moins rapidement pour 

atteindre une valeur presque neutre située à 6,5 (Fig. VI.3).  
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Avec 80 g/l en glucose, la remontée du pH plus rapide à 30°C (Fig. VI.1a) qu’à 35°C 

(Fig.VI.3) montre l’existence du métabolisme oxydatif du glucose par la bactérie (Axelsson, 

2004). Ceci est confirmé par l’épuisement total du glucose, initialement présent dans le milieu 

(80 g/l), qui se transforme en gaz carbonique et en eau. Le calcul du taux de DP, à la fin de la 

fermentation, a donné 76% de déprotéinisation à la température de 30°C et seulement 9% à la 

température de 35°C. L’absence de la déminéralisation à 35°C est dûe à l’insuffisance de 

l’acidification du milieu (Fig. VI.3). La température de 30°C est donc favorable à l’activité 

des protéases.  
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Fig. VI. 3 : Evolution du pH, des concentrations en glucose et en biomasse avec 80g/l glucose à 
35°C (volume de fermentation 100ml, 10g de carapace, 10% d’inoculum, agitation 200 r.p.m., 

pH libre) 
 
 
Avec la concentration de 300 g/l en glucose, l’augmentation de la température de 30°C 

à 42°C, nous a permis d’obtenir les résultats illustrés dans la figure VI.4.  
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Fig. VI. 4 : Taux de DM et DP à différentes températures et avec 300g/l en glucose 

 
Cette figure montre que la température de 35°C donne les meilleurs rendements en 

(DM 61% et DP de l’ordre de 42%) par rapport à 30°C (53% de DM et 20,6% de DP) ou à 

42°C (48% de DM et 34% de DP). 

Afin d’expliquer la différence de ces rendements obtenus, un suivi des cinétiques du 

pH, des concentrations en glucose et en biomasse à 35°C et à 42°C a été réalisé et les résultats 

sont représentés sur la figure VI.5. 
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Fig. VI. 5: Evolution du pH, des concentrations en glucose et en biomasse en fonction du temps 
avec 300g/l en glucose à 35°C (a) et  42°C (b) (volume de fermentation 100ml, 10g de carapace, 

10% d’inoculum, agitation 200 r.p.m, pH libre) 
 

Il est à signaler que sur les courbes donnant l’évolution du pH dans le temps avec 

300g/l en glucose, il y a une persistance et une stabilité de l’acidité du milieu de fermentation 

(pHmin= 4,72 à 35°C et pHmin= 4,9 à 42°C) (Fig. VI.5), contrairement avec 80g/l en glucose 

(pHmin= 6,19 à 30°C et pHmin =6,2 à 35°C). Ce résultat s’explique par le métabolisme 

fermentaire du glucose par la bactérie (Mohammedi, 1993) à cause de l’anoxie créée par la 

forte concentration en glucose. Il se produit une libération du gaz carbonique dans le milieu, 

ce gaz résulte de la dissociation du carbonate de calcium (extrait de la carapace) par l’acide 

lactique produit par Lactobacillus helveticus et avec probablement formation du lactate de 

calcium (Rao et al., 2000).   
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Le dosage de l’acide lactique produit au cours des deux fermentations confirme le 

résultat obtenu. La figure VI.6 montre que la quantité finale produite à 35°C est supérieure à 

celle produite à 42°C, elle est de 7,39 g/l et 5,6 g/l, respectivement.  
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Fig. VI . 6 : Evolution de la concentration en acide lactique en fonction du temps avec 300g/l en 

glucose à 35°C et 42°C (Volume de fermentation 100ml, 10 g de carapace, 10% d’inoculum, 
agitation 200 r.p.m., pH libre) 

  

En conclusion, dans un milieu de fermentation contenant le glucose comme substrat 

simple, la déprotéinisation maximale des carapaces nécessite une faible concentration en 

glucose (80g/l) et une température de 30°C. Par contre, la déminéralisation maximale 

nécessite des conditions totalement différentes : une forte concentration, en glucose (300g/l) 

et une température d’incubation de 35°C. Cette étude a montré que la bioextraction avec le 

glucose, comme source de carbone simple, de la chitine des carapaces de crevette s’effectue 

en deux étapes différentes.  

VI.2.3. Effet de la nature de la source de carbone  

En ce qui concerne la nature de la source de carbone, plusieurs études d’extraction de la 

chitine ont travaillé avec différents substrats souvent complexes et naturels. On cite le lactose 

ou l’extrait du manioc (Jung et al., 2005), les mélasses (Fagbenro, 1996), le lactosérum (Luis 

et al., 2002).  

Dans notre étude, on a choisi un produit alimentaire comme source de carbone car bon 

marché puisqu’il fait partie de la richesse nationale. Il s’agit « des déchets de dattes » riches 

en sucres réducteurs. Sa transformation en jus va servir de milieu de fermentation pour la 

croissance du Lactobacillus helveticus en vue de l’extraction de la chitine. 
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La variation de la concentration en sucres réducteurs allant de 40 à 250g/l et à 

température d’incubation de 30°C, nous a permis d’obtenir l’histogramme présenté dans la 

figure VI.7.  
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Fig. VI. 7 : Taux de DM et DP à différentes concentrations initiales en sucres réducteurs (40-

250g/l) 

La figure VI.7 montre qu’avec la concentration de 200g/l en sucres réducteurs, des taux 

maximums ont été atteints, conjointement, avec 61% de DM et 83% de DP à 30°C. 

Le dosage de l’acide lactique produit par Lactobacillus helvetius (Fig. VI.8), à la fin de la 

fermentation, explique clairement ce résultat. En effet, la plus grande quantité d’acide lactique 

est produite avec une concentration de 200g/l en sucres réducteurs et elle est de l’ordre de 

15,98g/l. Notons que cette teneur est très élevée comparativement aux teneurs obtenues avec 

le glucose (maximum 7,39 g/l) (Fig. VI.6). 
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Fig. VI. 8 : Taux de production finale d’acide lactique à différentes concentration initiales en 

sucres réducteurs (40- 250 g/l) 

Les cinétiques d’évolution de pH du milieu, de la consommation des sucres 

réducteurs, des concentrations en biomasse ainsi qu’en acide lactique produit par la 

conversion des sucres réducteurs (Fig. VI. 9), montre que la majorité de cet acide était 

produite entre la phase stationnaire et la phase de déclin de la courbe de croissance et que 

cette quantité se stabilise à 15,98g/l au pHmin de 4,74. Cette stabilisation provoque une 

déminéralisation de 61% de la carapace des crevettes. Ce taux de DM est identique avec celui 

obtenu avec le glucose. 

Le taux important de déprotéinisation obtenu (83%) est expliqué par l’évolution de pH 

du milieu au cours du temps (Fig. VI.9). On remarque que le pH diminue pour se stabiliser à 

une valeur de 6, favorable à l’activité des protéases (Chantal et al., 1996) libérées par la 

bactérie, pendant une durée de 25h. Au cours de cette phase, correspondante à la phase de 

croissance proprement dite, nous remarquons que la quantité d’acide lactique produite (Fig. 

VI.9) est assez faible (environ 3g/l), la déprotéinisation se trouve favorable puis elle 

commence à augmenter après l’arrêt de la croissance où c’est la déminéralisation qui se 

trouve favorable. 

En outre, la richesse du jus de dattes en oligo-éléments tels que le calcium et le 

magnésium (Abouzeid et al., 1991) va jouer un rôle de co-facteurs pour les protéases ainsi 

que d’activateurs de conversion des sucres en acide lactique. Ce résultat peut expliquer 

l’amélioration du taux DP et la réalisation simultanée des deux étapes avec des taux 

appréciables (taux de DP 83%), contrairement au milieu additionné de glucose (DM de 61% 
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avec 300g/l en glucose et à 35°C et DP de 76% avec 80g/l en glucose et à 30°C).   
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Fig. VI. 9: Evolution du pH, des concentrations en sucres réducteurs, en acide lactique et  

en biomasse en fonction du temps avec 200g/l en sucres réducteurs à 30°C (volume de 

fermentation 100ml, 10g de carapace, 10% d’inoculum, agitation 200 rpm) 

 
En conclusion, l’utilisation du jus de dattes comme milieu de fermentation avec une 

concentration en sucres réducteurs de 200g/l et à une température d’incubation de 30°C, 

permet conjointement une déprotéinisation et une déminéralisation de la carapace et à des 

taux appréciables (61% de DM et 83% de DP) contrairement au milieu à base de glucose et au 

traitement chimique. Ces résultats sont très intéressants du point de vue économique car le 

déchet de dattes pourra remplacer le milieu synthétique à base de glucose. 

 

VI. 2.4. Caractérisation de la carapace fermentée avec le glucose et le jus de dattes 

A- Spectroscopie Infra rouge à transformée de Fourier 

Les spectres Infrarouge de la carapace brute, de la chitine purifiée et de la chitine 

commerciale sont présentés dans la figure VI.10. Le spectre de la carapace brute (figure 

VI.10a) montré la présence des pics caractéristiques de la calcite situés à 871.8 cm-1, 1404.1 

cm-1 et 2522.7 cm-1 et quelques pics de l’α-chitine à 1658.7 cm-1, 1319.2 cm-1, 1072.3 cm-1 et 

586.3 cm-1 (Mikkelsen et al., 1997; Zhou et al., 2005 ; Griffiths et Haseths, 2007 ; Mario et 

al., 2007; Stawski et al., 2008) (Tableau VI. 3). 

La figure VI.10b (DM 61%, DP 42,14% avec glucose) a montré la disparition des pics 

caractéristiques de la calcite et l’apparition des bandes intenses à 1658 cm-1 et 1558 cm-1. Ces 

You created this PDF from an application that is not licensed to print to novaPDF printer (http://www.novapdf.com)

http://www.novapdf.com


Chapitre VI                                                                                            Résultats et discussion                 

84 
 

deux derniers sont spécifiques des amides et correspondent aux vibrations d'élongation des 

groupements carbonyle, inclus dans les chitines (C=O amide, généralement, appelé amide I) 

et de NH (amide II), respectivement (Heredia et al., 2007). En outre, le spectre montre, d’une 

part, la disparition du signal à 1540 cm-1, qui correspond au pic d’absorption des protéines 

(Goodrich et Winter, 2007) et d’autre part, l'apparition de nouveaux pics à 894.9 cm-1, 1026.1 

cm-1, 1157.2 cm-1, 1257.2 cm-1, 1380.9 cm-1, 1558.4 cm-1 et 3109.0 cm-1 correspondant à l’α-

chitine identifiée par la chitine commerciale (Fig. VI.10d). 
a) carapace brute 
 

 
b) chitine fermentée avec du glucose à 30°C (DM 53%, DP 20,6%)  

 
 
c) chitine fermentée avec du glucose à 35°C (DM 61%, DP 42%) 
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d) chitine fermentée avec le jud de dattes (DM 61%, DP 83%)  

 
e) chitine commerciale (Sigma Aldriche) 
 

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

ABS

500.01000.01500.02000.03000.04000.0
1/cmEchan 0+KBr

 586.3

 894.9

1026.1
1072.3

1157.2

1257.5

1319.2

1380.9

1558.4
1658.7

2893.0

3109.0

3263.3
3440.8

 
Fig. VI. 10 : Les spectres FTIR (a) de la carapace brute, (b et c) chitine fermentée avec le glucose 

(d) de la chitine fermentée avec le jus de dattes et (e) de la chitine commerciale 

(d) 
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 De ce qui précède, la comparaison des différents pics d'absorption et les différentes 

bandes caractéristiques des groupements fonctionnels, observés dans chaque échantillon, 

montre une similarité significative avec la chitine commerciale (Fig. VI.10e) et les carapaces 

fermentées en présence du glucose ou du jus de dattes. On peut donc, conclure que, les pics 

caractéristiques de l’α-chitine sont observés dans la carapace après fermentation par 

Lactobacillus. helveticus cultivé sur le jus de datte. 

 

Tableau VI. 3. Les pics caractéristiques des échantillons chitine pure, carapace brute,  carapace 
fermentée (Mikkelsen et al., 1997; Zhou et al., 2005 ; Griffiths et Haseths, 2007 ; Mario et al., 

2007; Heredia et al., 2007; Stawski et al., 2008) 
 

α-chitine 
pure 

Carapaces fermentées 
 

Carapace 
brute 

                          Groupements chimiques 
 
 

 Chitine I Chitine II 
 

  
 

- 
586.3 

- 
- 

894.9 
 

1026.1 
1072.3 
1157.2 

 
 

1257.5 
1319.2 
1380.9 

-  
 

1558.4 
1658.7 

 
- 
- 
- 

2893.0 
- 
- 

3109.0 
3263.3 

 
- 

3440.8 

563.2 
- 

702.0 
- 

894.9 
 

1026.1 
1072.3 
1157.2  

 
 

1257.2 
1319.2 
1380.9 

-  
 

1558.4 
1658.7 

 
- 

2144.7 
2885.3 

- 
- 

2931.6 
3109.0 

- 
 

3271.0 
3440.8 

- 
586.3 

- 
- 

894.9 
 

1026.1 
1072.3 
1157.2  

 
 
- 

1319.2 
1380.9 

-  
 

1558.4 
1658.7 

 
- 
- 
- 
- 
- 

2931.6 
3109.0 

- 
 

3217.0 
- 

- 
586.3 

- 
871.8 

- 
 
- 

1072.3 
-  
 
 
- 

1319.2 
- 

1404.1 
 

 
1658.7 

 
2522.7 

- 
- 
- 

2923.9 
- 
- 
- 
 

3271.0 
- 

 
 
       COC élongation  

calcite  
COC pont (liaison glucosidique)  
 
COC élongation  
COC élongation  
Liaison de glucose / COC pont [asymmétrique 
(antisymmétrique) élongation]  
 
CH élongation   
Amide III  
CH élongation   
Très forte liaison CO de CaCO 3 (Mikkelsen et 
al., 1997)  
Amide II   
Elongation C = O-NH-CH 3 (amide I, α-chitine)  
 
Calcite  
élongation CH = C + C (Bertrand, 2006)  
élongation CH  
élongation CH  
élongation CH  
très forte liaison CH  
bande amide II  
liaison hydrogène intermoléculaire C (2 1) NH 
... O = C (7 3)  
liaison NH  
liaison hydrogen intramoléculaires OH ...3 CH 2 
OH  

 
Chitine I : carapace fermentée avec le glucose ; Chitine II : carapace fermentée avec le jus de datte 
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B- Diffraction aux rayons X 

Le spectre de diffraction de la carapace brute (figure VI.11), montre la présence de 

deux pics intenses 2θ = 19.39° et 2θ = 29.53°, qui sont les  deux pics caractéristiques du 

carbonate de calcium présent dans la carapace (Hosoda and Kato, 2001 ; Ifuku et al., 2009), 

ainsi que d'un faible pic à 2θ = 9,16°. Dans le cas des carapaces  de crevettes, six signaux ont 

été identifiés: à 2θ = 9.2°, 12.55°, 19.15°, 20.8°, 22.95° et 26.15° (Malgorzata et al., 2003). 

Zhou et coll., (2005), ont montré que l’α-chitine présente des pics de diffraction à  2θ = 9.3°, 

19.4° et 26.3°. Le travail réalisé par Stawski et coll. (2008) ont montré que pour l’α-chitine, 

des maximas étaient situés à 2θ = 20.5° et 2θ = 40.5°. Abdou et coll. (2008)  ont montré que 

les échantillons de chitine montrent  de fortes réflexions à 2θ autour de 9 à 10° et 2θ de 20 à 

21° et de faibles réflexions à des valeurs élevées, à savoir à 26.4° et plus. 

Les spectres de  diffraction aux rayons X des deux échantillons chitine I (fermentée 

avec du glucose) (Fig. VI.11b) et chitine II (fermentée avec le jus de datte) (Fig. VI.11c) sont 

largement similaires à celui de l’α-chitine décrit dans la bibliographie. 
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Fig. VI.11 : Spectres de diffraction aux rayons  X de  (a) la carapace brute, (b) chitine I, 

(c) chitine II 
 

 
La cristallinité est un paramètre important car il contrôle un certain nombre de propriétés 

telles que l'accessibilité des sites internes dans les chaînes macromoléculaires, les propriétés 

de gonflement dans l'eau ou propriétés de diffusion. La cristallinité est généralement 
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déterminée par des mesures de diffraction aux rayons X (Crini, 2009). La chitine se trouve 

naturellement sous forme cristalline ou aussi complexe protéine-chitine. Cette cristallinité est 

basée sur la liaison de l'hydrogène à travers le groupement acétamide, un groupe hydroxyle et 

un groupement carbonyle (Nagahama et al., 2009). Les chaînes de polymère peuvent être 

organisées de différentes manières en fonction de l'origine de la matière, ce qui signifie que la 

cristallinité est contrôlée également par l'origine de la matière (Crini et al., 2009). 

On constate que les deux échantillons ont presque la même cristallinité. Cependant, la chitine 

I est plus cristalline que la chitine II dont les indices de cristallinité (ICR) sont 77,15% et 

72,18%, respectivement (tableau VI.4). Ceci peut être expliqué  par les rendements 

relativement faibles de déminéralisation et déprotéinisation à cause des liaisons covalentes et 

liaisons hydrogène entre les catechols, protéines et chitine (Wayaruth et Pattarapond, 2010). 

Des travaux antérieurs ont montré que l'ICR de la chitine, extraite par la méthode 

chimique, à partir de différentes sources telles des carapaces de crabe (Griffiths et Haseth, 

2007), des carapaces de crabes rizières et Cicada sloughs (Wayaruth et Pattarapond, 2010), 

Brown crevettes (Penaeus aztecus) et la crevette rose (Penaeus durarum) (Abdou et al., 2008) 

et certains crustacés du golfe Persique (Koweit) (Al Sagheer et al., 2009) est légèrement 

différente de celle de la chitine retrouvée dans la présente étude. 

 

Tableau VI.4. Valeurs des ICR  de  différents échantillons de  chitine 

Échantillon ICR (%) 2θ (°) 
Chitine I (à partir de la carapace fermentée avec 

le glucose) 
 
 

Chitine II (à partir de la carapace fermentée 
avec le jus de dattes) 

 

77.15 
 
 
 

72.18 

9.30°, 19.45°, 23.35°, 
26.42°, 32.33°, 39.41° 

 
 

9.55°, 19.49°, 23.45°, 
26.25°, 32.14°, 39.39° 

 

C- Fluorescence aux rayons X 

La composition chimique de la carapace brute et les deux carapaces fermentées a été 

déterminée par la fluorescence aux rayons X. Les résultats obtenus sont présentés dans le 

tableau VI.5. Ils montrent que la majorité des minéraux, initialement, présents dans la 

carapace brute se retrouvent à l’état de trace dans les carapaces fermentées sauf le Calcium  et 

le Phosphore. Les meilleurs taux de DM dans les carapaces fermentées avec le glucose (300 

g/l à 35°C) et le jus de datte (200 g/l à 30°C) atteignent une valeur de 61%. Ce faible taux 
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obtenu est en accord avec la présence du calcium et phosphore dans les résidus de la 

fermentation, confirmés par la fluorescence aux rayons X.   

 
Table VI. 5. La composition chimique de la carapace brute et les carapaces fermentées 

 
Composé (%) Chitine 

Commerciale 
(%) 

Carapace brute (%) Carapaces fermentées (%) 

   Chitine I  Chitine II 
  Na2O 1.104  1.899 0.018 0.004 

MgO 0.406  1.739 0.022 0.014 
Al2O 3 1.808  0.233 0.045 0.037 
SiO2 0.165  2.202 0.171 0.04 
P2O5 0.294  5.323 5.323 5. 323 
CaO 1.425    21.636 8.90 9.01 

 
 

VI.3. Etude des effets des différents facteurs physico-chimiques sur la déminéralisation 

et la déprotéinisation par la méthode des surfaces de réponse.   

VI.3.1. Comparaison des réponses prédites et expérimentales de DM et DP 

Il a été démontré, lors de l’étape précédente que, l'utilisation du jus de dattes est plus 

efficace que le glucose. En effet, la fermentation des carapaces de crevettes Parapenaeus 

longirostris en présence du Lactobacillus helvetius cultivé sur le jus de dattes (200 g/l à 30°C) 

a conduit conjointement à une diminution importante de la teneur en cendres et en protéines. 

Cependant, les taux obtenus (61% de DM et 83% de DP) restent insuffisants et ils peuvent 

être améliorés en tenant compte de la variation de plusieurs autres facteurs. L’utilisation de 

l’analyse statistique a fait l’objet de la suite de ce travail. 

A partir des 10 facteurs choisis (la concentration en sucre réducteurs, la température 

d’incubation, la quantité de la poudre de carapace, le volume de milieu de culture, le volume 

de l’inoculum (Lb. helveticus), le traitement thermique, le temps de fermentation, la 

concentration de la source d’azote [(NH4)2FeSO4], la concentration de la source de calcium 

(CaCl2) et la granulométrie), la comparaison des réponses prédites et expérimentales 

présentée dans le tableau VI.6, a montré une bonne qualité d'ajustement du modèle. Cela est 

dû à l'emplacement exact des points expérimentaux (domaine d'études) retenus pour le plan 

d’expériences, d’où l’importance du bon choix de ces points avant de commencer 

l’expérimentation. En outre, le choix du modèle (CCD) doit être le plus proche possible du 

modèle réel régissant le phénomène étudié. Si ce modèle est mal choisi, d’importantes erreurs 

de prédiction peuvent être constatées (Goupy, 1999).  
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Tableau VI. 6. Les rendements de déminéralisation et déprotéinisation obtenu avec la 

culture pure Lb. helveticus 
 

 
 
Essai n° DM (%) DP (%) 

A B A’ B’ 
1 79 79 55.52 55.52 
2 80 80 65.58 65.58 
3 94 94 59.59 59.59 
4 98 98 32.43 32.43 
5 79 79 33.07 33.07 
6 98 98 31.16 31.16 
7 90 90 45.50 45.50 
8 86 86 78.00 78.00 
9 86 86 70.71 70.71 

10 84 84 58.09 58.09 
11 78 78 60.24 60.24 
12 86 86 24.32 24.32 
13 96 95.25 54.66 52.47 
14 95 95.25 51.89 52.47 
15 96 95.25 52.93 52.47 
16 94 95.25 40.37 52.47 

A et A’ Expérimentales,  
B et B’ Prédites 

Par ailleurs, plusieurs auteurs ont utilisé avec succès cette méthode, on cite Khurana et 

coll. (2007), qui ont obtenu un coefficient de régression (R2) significatif de 97.58%, justifiant 

un ajustement satisfaisant du modèle quadratique avec les données expérimentales obtenues 

lors de leur travail qui a porté sur la production de xylanase à partir de Streptomyces 

violaceoruber. Ibrahim et coll. (2005), ont travaillé sur l'optimisation du milieu de culture 

pour la production de β-cyclodextrineglucotransférase utilisant le plan composite central 

(CCD). Ils ont obtenu un modèle important avec une valeur significative du coefficient de 

régression (R2) de 98.9%, ce qui indique que seulement 1,1% de la variation totale n'est pas 

expliquée par le modèle. Un coefficient de régression de 97.4% est obtenu dans l'étude de 

l'extraction des lipides réalisée par Sirisompong et coll. (2011). 

Le tableau VI.6 montre qu’avec la culture pure de Lb. helveticus le rendement le plus élevé de 

déminéralisation (98%) a été obtenu lors des essais N°4 et N°6. La fermentation des carapaces 

de crevettes dans un milieu contenant une source de carbone et des bactéries lactiques, 

conduit à la formation d'acide lactique, suite à la dégradation du substrat carboné. Ce 

métabolite va s’accumuler dans le milieu puis va réagir avec les carbonates de calcium 

présents dans les carapaces de crevettes, conduisant à la formation du lactate de calcium 
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(Choorit et al.,2008) qui va se précipiter dans le milieu et peut être éliminé par un simple 

lavage (Rao et al., 2000). Le plus faible taux de déminéralisation est obtenu au cours de l'essai 

N°1 (79%), l’essai N°5 (79%) ainsi que l’essai N°5 (79%). Pour la déprotéinisation, le 

rendement le plus élevé (78%) est obtenu lors de l'essai N°8, tandis que le rendement le plus 

faible était de 24.3% obtenu lors de l’essai N°12. 

VI.3.2. la fluorescence des rayons X et les examens microscopiques (MEB)  

Le tableau VI.7 montre la composition chimique élémentaire des minéraux de la 

carapace brute et des carapaces fermentées. On remarque que, à la fin de la fermentation 

lactique, la majorité des minéraux, initialement présents dans la carapace brute, ont été 

éliminés et ne restent que des traces, à l'exception du fer (Fe) qui est passé de 0 à plus de 4%. 

Ce résultat est dû à la présence du fer dans la source d'azote minérale [(NH4)2Fe(SO4)2], qui a 

été adsorbé par la chitine grâce à ses propriétés fixatrices des métaux lourds (Camci-Unal et 

Pohl, 2009).  

D’autres expériences, dans les conditions de culture des essais N°4 et N°6, ont été 

réalisées en remplaçant la source d’azote minérale [(NH4)2Fe(SO4)2] par une autre source 

minérale NH4Cl ont conduit à 37.46% et 39.50% de déprotéinisation, respectivement et une 

déminéralisation quasi-totale confirmant l'hypothèse d'adsorption du fer. 

 
Tableau VI. 7. La composition chimique des carapaces brute et fermentée et de la chitine 

commerciale (des crabes) 
 

 

 

Composés Carapace brute 
(%) 

Chitine commerciale 
(%) 

Chitine Fermentée 
(essai N°4) (%) 

Essai de  validation 
(%) (tableau VI.10) 

Na 2.086 1.104 0.069 0.069 
Mg 1.581 0.406 0.171 0.655 
Al 0.153 1.808 0.036 0.048 
Si 2.232 0.165 0.172 0.095 
P 5.467 0.294 1.605 2.32 
Mn 0.005 0.555 0.452 0.532 
Ti 0.078 n.d 0.06 0.055 
K 0.268 0.162 0.160 0.145 
Ca 13.334 1.425 0.906 3.044 
Fe 0.015 0.297 4.825 4.639 
Cu  2.262 0.012 0.008 
Pb  4.049 0.005 0.061 
Zn  0.138 0.005 0.061 
Br  0.479 0.018 0.051 
Sr  0.427 0.012 0.034 
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La figure VI.12 présente les photographies au microscope électronique à balayage 

(MEB) de la chitine commerciale, de la carapace brute et des chitines extraites des crevettes 

Parapenaeus longirostris, produites lors des essais N°1, N°4, N°15 et de l'essai de validation 

(tableau VI.7).  

Une coupe au niveau de la surface de la carapace de crevette montre une organisation 

lamellaire parallèle constitué d'un noyau de chaînes de chitine avec des couches de protéines 

(Fabritius et al., 2011).  

La structure de la chitine apparaît comme plusieurs feuilles lâchement unies. Des 

résultats similaires ont été obtenus avec la chitine isolée des crustacés (Paulino et al., 2006). 

Ces résultats sont confirmés par la micrographie de la chitine commerciale (fig. VI.12b). En 

outre, Selon, Yen et coll. (2009), l’examen de la chitine au MEB montre qu’elle présente une 

structure microfibrillaire cristalline nettement arrangé.    

Ainsi, Lavall et coll. (2007) ont constaté que l'espace entre les chaînes de chitine 

semble être, considérablement, réduit après l'extraction des protéines à partir de la carapace 

des crevettes. Mais l’apparence observée avant le traitement est préservée, ce qui suggère que 

la structure native du polysaccharide est également conservé (Lavall et al., 2007). 

L’observation des micrographies de la carapace brute et des chitines purifiées 

obtenues dans la présente étude ont montré beaucoup de similitudes avec ce qui a été rapporté 

dans la bibliographie (Paulino et al., 2006 ; Lavall et al., 2007 ; Yen et al. 2009 ; Fabritius et 

al., 2011).  

La photographie au MEB de la carapace de la crevette Parapenaeus longirostres (Fig. 

VI.12a) obtenue lors de cette étude corrobore avec les résultats de Fabritius et coll. (2011). 

Elle présente une structure lamellaire parallèle. Ainsi, les micrographies présentées dans les 

figures VI.12c, VI.12d, VI.12e, VI.12f, montrent bien la réduction de l'espace entre les 

feuilles par rapport à la carapace brute (Fig. VI.12a).  

En outre, les chitines purifiées (Fig. VI.12d, VI.12e, VI.12f) présentent la même 

apparence que la chitine commerciale (Fig. VI.12b). On peut bien observer les feuilles 

parallèles avec réduction de l’espace entre ces dernières, ainsi que la disparition des cristaux 

de CaCO3  initialement présents au niveau de la carapace brute.  

L’observation de la figure VI. 12e montre bien la structure fibrillaire de la chitine 

(grossissements 200 et 400). 
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Fig. VI. 12a. Micrographies de la carapace brute aux grossissements 250, 1000  et 

4000 

Structure en lamelles, séparées 
par les minéraux, de la carapace 
de crevette Parapenaeus 
longirostris  

Cristaux de carbonate de calcium 

Les fibres de chitine-protéines 
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Fig. VI. 12 b. micrographie de la  chitine commerciale (structure en feuillet de la chitine) 

 

 

Fig. VI. 12c. micrographie de la chitine purifiée (essai N°1) (79% DM, 55% DP) 

(a)  

(c) 
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Fig. VI. 12d. chitine purifiée (essai N°4) (98% DM, 32% DP) 

           

Fig. VI. 12e. chitine purifiée (essai N°15) (96% DM, 53% DP) 

              

Fig. VI. 12f. chitine purifiée (essai supplémentaire (89% DM, 16% DP) 

 

Fig. VI. 12. Micrographies obtenues par microscope électronique à balayage 

(d) 

(e) 
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Récemment, beaucoup de progrès ont été signalés dans l'extraction de la chitine à 

partir des déchets de Penaeus semisulcatus (Khanafari et al., 2008). En comparaison avec la 

méthode chimique (2% de NaOH pour la déprotéinisation et 10% d'acide acétique pour la 

déminéralisation), le procédé microbien utilisant Lactobacillus spp. conduit à une meilleure 

extraction de la chitine, ceci montre l'efficacité de la fermentation lactique comme une 

alternative au traitement chimique (Andrade et al., 2003). Dans cette présente étude, ce 

résultat a été confirmé par différentes techniques : la spectroscopie infrarouge, la fluorescence 

des rayons X et le microscope électronique à balayage.  

Il a été démontré dans ce travail, qu’il y a eu précipitation des cristaux de carbonate de 

calcium de couleur blanchâtre lors des expériences N°13-16. L’analyse par microscopie 

électronique à balayage a permis d’obtenir la figure VI. 13. 

 

 
 

 
Figure VI. 13. Micrographie des cristaux formés au cours de l’essai N°13 
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VI.3.3. Les modèles mathématiques décrivant les taux de déminéralisation et de 

déprotéinisation 

L’analyse statistique des résultats des essais a permis d’obtenir les coefficients de 

l’équation de régression pour les deux réponses (DM et DP) (tableau VI.8).  

Le modèle polynomial quadratique complet est indiqué dans les équations 3 et 4 pour 

la déminéralisation et la déprotéinisation, respectivement: 

 

DM = 95.25 – X1 – 8.75 X1
2 – X2 – 2.5 X3 + 2.5 X4 – 2 X5 – X6 + 5 X7 + 2.5 X8  

+ 0.5 X9 – X10 + 1.5 X1X2…………………………………………………………………….(3) 
 
DP = 52.47 + 10.41 X1 – 1.28 X1

2 + 8.87 X2 + 1.45 X3 – 6.92 X4 – 7.7 X5 + 7.88 X6 – 5.6 X7 –
5.31 X8 + 4.99 X9 + 3.06 X10 – 15.73 X1X2…………………………………………………..(4) 
 

 
Tableau VI. 8. Les coefficients de l’équation de régression pour les deux réponses 

 
  Déminéralisation  Déprotéinisation 
Facteurs  Coefficient Erreur 

Standard  
t p  Coefficien

t 
Erreur 
standard 

t p 

           
Ordonnée à l’origine  95.25 

 
0.478714 198.9708 0.000000  52.4700 0.895777 58.5748 0.000011 

Concentration (X1) (L)  -1.00000 0.276385 13.0909 0.036295  10.4092 1.034354 20.1269 0.000268 
Concentration (Q)  -8.75000 0.552771 250.5682 0.000548  -1.2858 2.068709 -1.2431 0.302122 
Température (L)  -1.00000 0.276385 13.0909 0.036295  8.8708 1.034354 17.1524 0.000432 
Quantité de la poudre de 
carapace (L) 

 
 

-2.50000 0.390868 40.9091 0.007741  1.4517 1.462798 1.9848 0.141399 

Volume du milieu (L)  2.50000 0.390868 40.9091 0.007741  -6.9233 1.462798 -9.4659 0.002499 
Volume de l’inoculum (L)  -2.00000 0.390868 26.1818 0.0144446  -7.7050 1.462798 -10.5346 0.001827 
Traitement thermique (L)  -1.00000 0.390868 6.5455 0.083330  7.8800 1.462798 10.7739 0.001710 
Temps de fermentation (L)  

 
5.00000 0.390868 163.6364 0.001031  -5.6000 1.462798 -7.6566 0.004627 

Source d’azote (L)  2.50000 0.390868 40.9091 0.007741  -5.3150 1.462798 -7.2669 0.005378 
Source de calcium (L)  0.50000 0.390868 1.6364 0.290795  4.9950 1.462798 6.8294  0.006424 
Granulométrie (L)  -1.00000 0.390868 6.5455 0.0833330  3.0683 1.462798 4.1952 0.024707 
X1(L) *X2(L)  1.50000 0.829156 3.2727 0.168147  -15.7325 3.103063 -10.1400 0.002043 

 
 

Le t de Student et la p-value correspondante ainsi que les coefficients du modèle 

obtenus sont présentés dans le tableau VI. 8. La p-valeur est utilisée comme un outil pour 

déterminer l'importance de chaque coefficient, plus la p-value est faible, plus le coefficient 

correspondant est important (Noret al., 2010). Le diagramme de Pareto des effets est utilisé 

pour montrer l'effet de toutes les variables (Pal and Khanum, 2011) sur le taux de la 

déminéralisation (Fig. VI.14a) et le taux de la déprotéinisation (Fig. VI.14b).  
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Fig. VI. 14. Le diagramme de Pareto des effets des variables indépendantes sur les taux 

de (a) DM et (b) DP  
 

 

VI. 3.3. 1. Déminéralisation 

En ce qui concerne la significativité des coefficients polynomiaux, leurs p-value 

faibles indiquent que les principaux facteurs influençant le taux de déminéralisation sont le 

temps de fermentation et la concentration en sucres réducteurs. La quantité de la poudre de 
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carapace, le volume du milieu de culture et la concentration de la source d'azote,  ces trois 

facteurs présentent la même p-value et par conséquent ils ont les mêmes effets. 

Les résultats ont aussi montré que le temps de fermentation présente un effet le plus 

important avec un coefficient positif (tableau VI.8), et par conséquent une augmentation de la 

durée de fermentation conduit à l'augmentation des rendements de déminéralisation. Les 

mêmes observations ont été obtenues avec le volume du milieu de culture et la concentration 

de la source d'azote. On note l’absence d’interaction entre les facteurs concentration en sucres 

réducteurs et température d’incubation (p = 0.168147).   

Certaines variables indépendantes linéaires à savoir la concentration en sucres 

réducteurs (X1), la quantité de la poudre de carapace (X3) et le carré de la concentration en 

sucres réducteurs (X1
2) présentent des signes négatifs, ce qui provoque une diminution du 

rendement de la déminéralisation lorsque leur concentration ou leur quantité augmente.  

 

VI. 3.3. 2. Déprotéinisation 

Pour la déprotéinisation, les facteurs les plus importants sont la concentration en 

sucres réducteurs, la température, le traitement thermique, la concentration de la source de 

calcium et la granulométrie de la poudre de carapace avec des coefficients positifs, tandis que 

les coefficients négatifs sont observés pour le volume du milieu de culture, le volume de 

l'inoculum, le temps de fermentation et la concentration de la source d'azote. On note 

l’existence d’une importante interaction négative entre la concentration en sucres réducteurs 

et la température (p=0.002043). 

On note, également, que le facteur quadratique présente une valeur élevée de p= 0. 30, c'est-à-

dire pas significatif ce qui nous pousse à conclure que le modèle mathématique qui régit la 

déprotéinisation est du 1er degré.  

 

V. 3.4.. Analyse de la variance 

L'analyse de variance (ANOVA) consiste à rechercher les sources de variation des réponses. 

Elle est utilisée pour vérifier l’adéquation du modèle. Les résultats de l'ANOVA pour les 

réponses modélisées sont résumés dans le tableau VI.9. Il en ressort, que le modèle est très 

significatif (F 72.42614, p-value 0.002342) pour la déminéralisation et (F 87.40538, p-value 

0.001771) pour la déprotéinisation. La significativité du modèle (valeur F) est une mesure de 

la variation des données autour de la moyenne. La valeur F indique également l’adéquation du 

modèle considéré pour prédire les résultats expérimentaux. Le tableau VI.8 montre que 

certains des termes du modèle (traitement thermique, concentration de la source de calcium, 

You created this PDF from an application that is not licensed to print to novaPDF printer (http://www.novapdf.com)

http://www.novapdf.com


Chapitre VI                                                                                            Résultats et discussion                 

100 
 

granulométrie de la poudre de carapace et l'interaction de la concentration en sucres 

réducteurs avec la température), pour la déminéralisation, et (le terme quadratique de la 

concentration en sucres réducteurs, et la quantité de la poudre de carapace), pour la 

déprotéinisation ont la p-value (>0.05), et peuvent donc être retirer du modèle, ce qui 

simplifie les équations du modèle du second degré pour décrire la déminéralisation et du 

premier degré pour décrire la déprotéinisation. Les nouvelles équations sont donc représentées 

en (5) et (6) : 

 
DM = 95.25 – X1 – 8.75 X1

2 – X2 – 2.5 X3 + 2.5 X4 – 2 X5 + 5 X7+ 2.5 X8 – X10…………………………………..(5) 
 
DP = 52,47 + 10.41 X1 + 8.87 X2 - 6.92 X4 – 7.7 X5 + 7.88 X6 – 5.6 X7 – 5.31 X8+ 4.99 X9 + 3.06 X10 – 
15.73 X1X2…………………………………………………………………………………………….(6) 

 
 

Tableau VI. 9. Analyse de la variance (ANOVA) pour le modèle de la déminéralisation et de 
déprotéinisation 

 
 Déminéralisation  Déprotéinisation 
Source Somme 

carrées  
dl Moyenne 

carrées 
F p-value  Somme 

carrées  
dl Moyenne 

carrées 
F p-value 

Modéle 796.688 12 66.3906 72.42614 0.002342  3366.506 12 280.5421 87.40538 0.001771 
Résiduelle 2.750000 3 0.916667    9.629000 3 3.209667   
SC totale 799.4375 15     3376.135 15    

 
Les graphiques de la figure VI.15 (a) la déminéralisation et (b) la déprotéinisation, 

représentent la réponse estimée (prédite) en fonction de la réponse observée. Ils peuvent faire 

apparaitre les résultats suspects et les défauts d'adéquation du modèle (Schimmerling et al., 

1998). Elle montre un bon ajustement aux données expérimentales. Par conséquent, le modèle 

peut être considéré comme adéquat pour les prévisions et l'optimisation. 
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Fig. VI. 15. Réponses prédites en fonction des réponses observées (a) 
déminéralisation (b) déprotéinisation. 

 
La bonté du modèle peut être vérifiée par la détermination du coefficient R2 (0.9965 

pour la déminéralisation et 0.9971 pour la déprotéinisation), ce qui indique que 99.65% et 

99.71% de la variabilité de la déminéralisation et de la déprotéinisation, respectivement, 
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pourraient être expliquées par le modèle. Les coefficients de détermination R2 ajusté (0.9828 

pour la déminéralisation et 0.9857 pour la déprotéinisation) sont également satisfaisants pour 

confirmer l'importance du modèle (équations 5 et 6). 

 

VI. 3.5. Analyse des surfaces de réponse 

Chaque surface de réponse tracée pour des rendements de déminéralisation et/ou de 

déprotéinisation, représente les différentes combinaisons de deux variables simultanément 

tout en maintenant l'autre variable au niveau zéro (De Lima et al., 2010). 

 

VI. 3.5.1. Déminéralisation 

La représentation graphique de l'interaction mutuelle entre le temps de fermentation, la 

concentration en sucres réducteurs et le volume du milieu de culture sur la déminéralisation 

est illustrée sur la figure VI.16. 

Pour la déminéralisation, on remarque que le terme quadratique du facteur 

concentration en sucres réducteurs (X1
2) est hautement significatif (p=0.000548) par rapport 

au terme du premier ordre (X1) (p=0.036295) (tableau IV.9), donc il est possible de se rendre 

compte facilement de la courbure de la surface de réponse qui est sous forme hyperbole et 

présente un maximum puisque plus on se rapproche de 0 plus la réponse (DM) augmente et 

plus on s’éloigne de 0 la réponse (DM) diminue (Fig. VI.16a).     

La figure VI.16a montre les effets combinés de la concentration en sucres réducteurs 

et le temps de fermentation sur le rendement de la déminéralisation. On remarque qu’il n y a 

pas d’interaction entre ces deux facteurs, chaque facteur agit indépendamment de l’autre. 

C’est à dire qu’une faible concentration en sucres réducteurs donne un taux de 80% de DM et 

plus on se rapproche du centre d’étude (150g/l en sucres réducteurs), on obtient 100% de DM 

quelque soit le temps de fermentation. Et plus le temps de fermentation augmente plus le taux 

de déminéralisation augmente.  

De même, un long temps de fermentation, un volume de milieu de culture élevé (Fig. 

VI.16b) conduit à 100% de déminéralisation, indépendamment l’un de l’autre. 
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Fig.VI. 16. surfaces de réponse (DM) montrant l’interaction entre le temps de fermentation et 

(a) la concentration en sucres réducteurs (b) le volume du milieu de culture. 
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VI. 3.5.2. Déprotéinisation 

La figure VI.17a montre une forte interaction négative entre la concentration en sucres 

réducteurs et la température d’incubation. En effet, l'influence de la concentration en sucres 

réducteurs est plus importante à des faibles valeurs de température, tandis que l'influence de la 

température d’incubation est plus prononcée pour des températures d’incubation plus élevées. 

La figure VI.17b, montre également l'absence d'interactions entre la température d’incubation 

et le traitement thermique. 

 

 
 

Fig. VI. 17. Surfaces de réponse (DP) montrant l’interaction entre (a) la concentration en 
sucres réducteurs et la température d’incubation, (b) l’interaction entre le traitement thermique 

et la température d’incubation. 
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Le modèle est validé en utilisant une combinaison aléatoire, autres que ceux utilisés 

pour l'optimisation (Tableau VI.10), des variables indépendantes. Ces valeurs confirment la 

validité du modèle. 
 

 
Tableau VI. 10. Les valeures prédites de DM et DP durant l’expérience de validation du 

modèle obtenu (essai de validation) 
 

Facteurs  Facteurs 
Codés 

Valeurs 
facteurs  

DM (%) DP (%) 

A B A’ B’ 

Concentration (L) -1 100 g L-1  
 
 
 

89% 

 
 
 
 
95% 

 
 
 
 
16.32% 

 
 
 
 
10% 

Température (L) -1 20 °C 
Quantité de la poudre de 
carapace (L) 

-1 4 g 

Volume du  milieu (L) +1 500 mL 
Volume de l’inoculum (L) +1 20 mL 
Traitement thermique (L) +1 0 °C 
Temps de fermentation (L) -1 24 h 
Source d’azote (L) +1 2.8 g 
Source de calcium (L) +1 1.3 g 
Granulométrie (L) +1 1 mm 

A, A’ expérimentales 
B, B’ prédites 
 
 

VI. 3.6. La désirabilité 

Les résultats de l'optimisation par la fonction de désirabilité pour la maximisation de DM et 

DP sont donnés dans la figure VI.18. 
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Fig. VI. 18. Profiles de désirabilité pour l’optimisation de la déminéralisation (DM) et de la déprotéinisation (DP)
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Les niveaux des variables donnant la plus grande désirabilité sont choisis comme 

niveaux optimum. Les niveaux optimisés des variables (X1, X2, .............., X10) sont 

déterminées en utilisant les profils présentés dans la figure VI.18, pour des valeurs prédites de 

DM et DP. Les facteurs optimisés donnant les rendements les plus élevés de DM et DP, 98% 

et 78%, respectivement, sont rassemblés dans le tableau VI. 11. 

 
 
 

Tableau VI.11. Les facteurs optimisés donnant les meilleurs rendements de DM et DP 
 
Facteurs  Facteurs 

Codés 
Valeurs des 
Facteurs  

    DM (%) 
 

     DP (%) 
 

A B A’ B’ 
Concentration en sucres 
réducteurs (L) 

0.42747 171.37 g L-1  
 
 
 
 
 
98 

 
 
 
 
 
 
98 

 
 
 
 
 
 
78 

 
 
 
 
 
 
76 

Température (L) 0.21298 32.13 °C 
Quantité de la poudre de 
carapace (L) 

-0.7181 4.84 g 

Volume de milieu de culture (L) -1 100 mL 
Volume de l’inoculum (L) -1 10 mL 
Traitement thermique (L) 0.99838 119.9 °C 
Temps de fermentation   (L) 0.66944 254.38 h (10 

jours) 
Source d’azote (L) 0.45319 2.03 g 
Source de calcium (L) 0.99327 1.29 g 
Granulométrie (L) 0.60768 1.053 mm 

 

VI.4. Etude des effets des différents facteurs physico-chimiques sur la déminéralisation 

et la déprotéinisation par la méthode des surfaces de réponse.   

VI.4.1. Comparaison des réponses prédites et expérimentales de DM et DP utilisant une 

co-culture de bactéries lactiques : Lb. plantarum et Lb. helveticus   

L’objectif de cette étude est la mise en évidence de l’effet de la co-culture de deux 

bactéries lactiques, l’une hétérofermentaire Lb. plantarum et l’autre homofermentaire Lb. 

helveticus pour la récupération de la chitine à partir de carapace de la crevette Parapenaeus 

longirostris en utilisant un modèle composé central avec toutes les combinaisons des facteurs 

suivants : concentration en sucres réducteurs (X1), température (X2), quantité de carapace 

dans le milieu (X3), volume du milieu de culture (X4), volume de l’inoculum Lb. plantarum 

(X5), Tween 80 (X6), temps de fermentation (X7), concentration de la source d’azote (NH4Cl) 

(X8), concentration de la source de calcium (X9) et volume de l’inoculum Lb. helveticus (X10).  
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Tableau VI. 12. Les rendements de déminéralisation et déprotéinisation obtenu avec la 
co-culture Lb. helveticus et Lb.plantarum  

 
Essai n° DM (%) DP (%) 

A B A’ B’ 
1 95 95 0 0 
2 67 67 6.08 6.08 
3 100 100 63.63 63.63 
4 73 73 8.4 8.4 
5 70 70 80.12 80.12 
6 100 100 4.74 4.74 
7 72 72 26.61 26.61 
8 85 85 85.5 85.5 
9 67 67 75.43 75.43 

10 84 84 72.1 72.1 
11 30 30 46.12 46.12 
12 77 77 66.32 66.32 
13 95 92.5 55.68 53.54 
14 95 92.5 56.89 53.54 
15 90 92.5 50.86 53.54 
16 90 95.5 50.75 53.54 

A et A’ Expérimentales,  
B et B’ Prédites 

 

Le tableau VI.12 montre que le taux le plus élevé de la déminéralisation (100%) a été obtenu 

durant les expériences N°3 et N° 6. Le plus faible taux de  déminéralisation (67%)  a été 

obtenu avec les expériences N° 2 et 9 (tableau VI.12). Pour la déprotéinisation, le taux le plus 

élevé (85 %) a été obtenu durant l’expérience N°8; alors que le taux le plus faible (0%) est 

obtenu durant l’expérience N°1 (tableau VI.12). La comparaison des réponses prédites et 

expérimentales présentées dans le tableau VI.12, a montré une bonne qualité d’ajustement du 

modèle. 

Cette méthode est  avantageuse par rapport aux méthodes conventionnelles disponibles et 

nécessite un nombre faible d'expérimentation. EIle est adaptée à de multiples facteurs 

expérimentaux et à la recherche de relation commune entre les différents facteurs en vue de 

trouver les conditions les plus appropriées pour les procédés étudiés (Rajasimman and 

Karthic, 2010). 
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VI. 4. 2. Les modèles mathématiques décrivant les taux de déminéralisation et de 

déprotéinisation  

L'importance des variables indépendantes et de leurs interactions a été testée au moyen de 

l’ANOVA.  

Les résultats de l’analyse statistique sont présentés dans le tableau VI.13. Le modèle obtenu 

est représenté dans les équations (6) et (7) pour la déminéralisation et déprotéinisation, 

respectivement :  

 

DM= 92.5 - 1.83X1 - 15.83 X1
2  + 1.83X2 -  3.33X3 +  7.33X4 -  5.17X5 +  5.83X6 + 6.83X7 +  

7.67X8 -  9.5X9 +  X10 + 11X1X2……………………………………………………………...(6)                                                                                                                      
 

DP= 53.54+ 4.96X1- 8.957 X1
2- 3.33 X2+ 17.05X3- 7.69X4- 12.3X5- 8.97X6- 9.37X7+15.86X8 

+ 1.06X9- 5.81X10+ 13.18X1…………………………………………………………………(7)      

                                                                                                                                                                              
VI. 4. 2. 1. La déminéralisation 

En ce qui concerne l'importance des coefficients des polynômes, les valeurs p 

correspondantes, suggèrent que les principaux facteurs qui influencent le rendement de 

déminéralisation sont la source d'azote, le volume du milieu de culture, temps de fermentation 

et le tween 80.  Le tableau VI.13 montre également que le volume de l’inoculum Lb. 

plantarum et la concentration de la  source de calcium et le carré de la concentration des 

sucres réducteurs présentent un effet  négatif sur le rendement de la déminéralisation lorsque 

leur concentration ou leur quantité augmente. D'après ce tableau, on observe une forte 

interaction positive entre la concentration des sucres réducteurs et la température d'incubation.  

 

VI. 4. 2. 2. La  déprotéinisation 

A partir du tableau VI.13, il est évident que tous les termes linéaires (sauf source de calcium) 

et le carré de la concentration en sucres réducteurs sont statistiquement significatifs (p<0.05). 

Les facteurs les plus importants sont la quantité de la carapace, la concentration de la  source 

d'azote avec des coefficients positifs, tandis que les coefficients négatifs ont été observés pour 

le volume de Lb. plantarum, le temps de fermentation, le tween 80, le volume du milieu de 

culture, volume du Lb. helveticus, la concentration en sucres réducteurs et la température 

d'incubation. Parmi les termes interactifs, seule l’interaction de la concentration des sucres 

réducteurs et la température d’incubation est statistiquement significative. 
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Tableau VI. 13. Equation de régression des coefficients pour les réponses 

 Déminéralisation Déprotéinisation 
Facteurs coefficients Effets Erreur 

standard  
t p             Coefficients Effets Erreur 

Standard  
t p 

Ordonnée à 
l’origine  

 
92.5 

 
92.5 1.443376 64.08588 0.000008 53.5450 

 
53.5450 1.601263 33.43924 0.000059 

Concentration 
(L) 

 
-1.8333 

 
-3.6667 0.833333 -2.20000 0.115172 4.9608 

 
9.9217 0.924489 5.36603 0.012668 

Concentration 
(Q) 

 
-15.8333 

 
-31.6667 1.666667 -9.50000 0.002473 -8.9575 

 
-17.9150 1.848979 -4.84457 0.016780 

Température (L)  
1.8333 

 
3.6667 0.833333 2.20000 0.115172 -3.3358 

 
-6.6717 0.924489 -3.60830 0.036547 

 Quantité de la 
carapace (L) 

 
3.3333 

 
-6.6667 

 
1.178511 

 
-2.82843 

 
0.066276 

 
17.0550 

 
34.1100 

 
1.307425 

 
13.04472 

 
0.000973 

Vol du milieu 
(L) 

 
7.3333 

 
14.6667 1.178511 6.22254 0.008367 -7.6933 

 
-15.3867 1.307425 -5.88434 

 
0.009794 

 
Vol (Lb. 

plantarum) (L) 
 

-5.1667 
 

-10.3333 1.178511 -4.38406 0.021975 -12.3033 
 

-24.6067 1.307425 -9.41035 0.002543 

Tween 80 (L)  
-5.8333 

 
11.6667 1.178511 4.94975 0.015824 -8.9717 

 
-17.9433 1.307425 -6.86209 0.006337 

Temps de 
fermentation (L) 

 
6.8333 

 
13.6667 1.178511 5.79828 0.010208 -9.3767  

-18.7533 .307425 -7.17186 0.005585 

Source d’azote 
(L) 

 
7.6667 

 
15.3333 

 
1.178511 

 
6.50538 

 
0.007377 

 
15.8683 

 
31.7367 

 
1.307425 

 
12.13709 

 
0.001204 

Source de 
calcium (L) 

 
-9.5000 

 
-19.0000 

 
1.178511 

 
-8.06102 

 
0.003988 

 
1.0683 

 
2.1367 

 
1.307425 

 
0.81713 

 
0.473711 

volume (Lb. 
helveticus) (L) 

 
1.0000 

 

 
2.0000 1.178511 0.84853 0.458483 -5.8167 

 
-11.6333 1.307425 -4.44895 0.021128 

1L * 2L 11.0000 22.0000 2.500000 4.40000 0.021763 13.1875 26.3750 2.773468 4.75488 0.017656 
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VI.4. 3. Etude des effets des différents facteurs et leurs interactions  

Les effets standardisés des variables indépendantes et de leurs interactions sur les variables 

dépendantes (DM et DP) ont été étudiés par le tracé du diagramme de Pareto (Fig. VI.19). La 

longueur de chaque barre du graphique indique l'effet standardisé de ce facteur sur la réponse 

(Yetilmezsoy et al., 2009). 

La figure 19 montre que les barres des facteurs : quantité de carapace (X3), concentration des 

sucres réducteurs (X1), température d’incubation (X2) et volume de Lb. helveticus (X10) pour 

la déminéralisation et la barre du facteur concentration de la source de calcium pour la 

déprotéinisation sont  restées à l'intérieur de la ligne de référence (Fig. VI.19), cela veut dire 

qu’ils ont les plus petits coefficients par rapport aux autres termes du modèle, indiquant ainsi  

que ces facteurs ont la moindre contribution dans la prévision des rendements de la 

déminéralisation et la déprotéinisation, respectivement. 
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Fig. VI. 19. Diagramme Pareto montrant l’effet standard des variables indépendantes et leurs 
interactions sur les rendements (a) DM et (b) DP. 

 

Les coefficients négatifs des composants du modèle ( X2
1 , X5 , X9 ) pour DM et (X2

1, X4 , X5 

, X6 , X7 , X10 ) pour la DP indiquent un effet défavorable ou un effet d’antagonisme sur le 

rendement de la  DM et la DP , tandis que les coefficients positifs des composants du modèle 

(X4 , X6, X7 , X8, X1X2 ) et (X1, X3 , X8, X1X2 ) ont montré un effet favorable ou synergique 

sur le rendement de la déminéralisation et sur la déprotéinisation, respectivement. 

(Yetilmezsoy et al., 2009). Ghorbel-Bellaaj et coll. (2011), ont montré que pour la  

déprotéinisation des carapaces de crevettes en utilisant Pseudomonas aeruginosa A2, le temps 

d'incubation était le facteur le plus influant. Pour la déminéralisation, les mêmes auteurs ont 

constaté que le volume  de l'inoculum est le facteur le plus influant, suivi par la concentration 

en glucose et la quantité de la carapace (Ghorbel-Bellaaj et al., 2011). Choorit et coll. (2008), 

ont étudié les effets de trois variables : concentration de saccharose, pH initial et temps de 

fermentation sur l'efficacité de déminéralisation des carapaces de crevettes par Pediococcussp 

L1/2. Ils ont montré que l'effet de la concentration en glucose et le temps d’incubation sont 

plus importants.  

L'effet de la granulométrie de la poudre de carapace sur la bio- déminéralisation par 

l'intermédiaire de L. paracasei subsp . Tolerans KCTC -3074 a été également  étudiée (Oh et 

al., 2008). La déminéralisation a été réalisée en utilisant quatre échantillons de poudre de 

carapace de taille différentes (0,84 - 3,3, 3,35- 10, 10-20, et 20-35 mm). Cette étude a, 

b) 
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également, montré que la taille de la poudre de carapace n’a aucun effet sur l'efficacité de 

déminéralisation (Oh et al., 2008). Ce résultat a été confirmé par les travaux de Choorit et 

coll. (2008). 

Bhaskar et coll. (2007), ont étudié trois autres variables : le volume de l’inoculum, la 

concentration en source de carbone et le temps d'incubation en utilisant Pediococcus 

acidolactici CFR2182. Ils ont constaté que le temps d’incubation et la concentration en  

glucose ont  un effet significatif par rapport au volume de l’inoculum.  

Les effets de la température et de l'acidité titrable totale sur la déminéralisation pour la 

récupération de la chitine à partir de déchets de crevettes en utilisant des bactéries lactiques 

ont été étudiés par Pacheco et coll. (2009). Ils ont conclu que la température d’incubation 

présente un effet important sur les rendements de déminéralisation et de déprotéinisation des 

carapace des crevettes (Pacheco et al., 2009). 

Cependant, à ce jour, l’étude des effets de : mélange de bactéries lactiques, le Tween 80,  

l'azote et  le calcium, utilisant la méthodologie de surface de réponse, sur l'efficacité de la 

biodéminéralisation et de la  biodéprotéinisation de carapace des crevettes pour l'extraction de 

la chitine. 

VI. 4. 4. Analyse de variance 

Le tableau VI.14 montre l'analyse de la variance (ANOVA) du modèle de la déminéralisation 

et de la déprotéinisation des carapaces de crevettes en utilisant un mélange de deux espèces de 

lactobacilles. L’ANOVA est nécessaire pour tester l'importance et la pertinence du modèle.  

L'analyse de la variance du modèle de régression montre que les modèles obtenus sont 

hautement significatifs, dont la valeur de F est 47.44 avec une faible valeur de p (0.004382 ) 

pour la déminéralisation et F  87.40538  avec une faible p (0.001771 ) pour la déprotéinisation 

(tableau VI. 14). 

Le tableau VI. 14 montre que  certains des coefficients  du modèle de la  déminéralisation 

(coefficients  linéaires  de la concentration en sucres réducteurs X1, de la température 

d'incubation X2, de la quantité de la poudre de carapace X3 et  le volume de Lactobacillus 

helveticus X10 pour la déminéralisation et  seulement la concentration de la  source de calcium 

X9 pour la déprotéinisation, qui ont des valeurs p> 0.05. Donc, ils sont éliminés du modèle, 

conduisant à des équations simplifiées pour décrire la déminéralisation et la déprotéinisation : 

DM= 92.5- 15.83 X1
2+ 7.33X4- 5.17X5+ 5.83X6+ 6.83X7+ 7.67X8- 9.5X9+ 11X1X2……….(8)                                                 

 
DP= 53.54+ 4.96X1- 8.957 X1

2- 3.33 X2+ 17.05X3- 7.69X4- 12.3X5- 8.97X6- 
9.37X7+15.86X8-5.81X10+13.18X1X2………………………………………………………..(9)                                                                                                                             
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Tableau VI. 14. Analyse de variance (ANOVA) 
 Déminéralisation Déproténisation 
Source Somme des 

carrées 
dl Moyenne 

carrées 
F Valeur-p  PC 

% 
Somme des 
carrées 

dl Moyenne 
carrées 

F Valeur- p Remarques PC 
% 

 
Modèle 

 
4744.75 

 
12 

 
395.396 
 

47.4475 0.004382 
 
Significatif 

  
12413.99 
 

 
12 

 
1034.499 
 

100.866 0.001431 
 
Significatif 

 

Concentration 
(X1) (L)       40.333 1 40.3333 4.84000 0.115172 

  
1.37 295.32 1 295.318 28.7942 0.012668 

 
Significatif 

 
4.44 

Concentration 
(Q)      752.083 1 752.0833 90.25000 0.002473  

Significatif 
 
25.68 240.71 1 240.710 23.4698 0.016780  

Significatif 
 
3.62 

Température 
(L) 40.333 1 40.3333 4.84000 0.115172   

1.37 133.53 1 133.533 13.0198 0.036547  
Significatif 

 
2.01 

Quantité de la 
carapace (L) 66.667 1 66.6667 8.00000 0.066276 

  
2.27 1745.24 1 1745.238 170.164 0.000973 

 
Significatif 

 
26.28 

Vol du milieu 
(L) 322.667 1 322.6667 38.72000 0.008367 

 
Significatif 

 
11.02 355.12 1 355.124 34.6254 0.009794 

 
Significatif 

 
5.35 

Vol (Lb. 
plantarum) (L) 160.167 1 160.1667 19.22000 0.021975 

 
Significatif 

 
5.47 908.23 1 908.232 88.5547 0.002543 

 
Significatif 

 
13.67 

 
Tween 80 (L) 204.167 1 204.1667 24.50000 0.015824 

 
Significatif 

 
6.97 482.94 1 482.945 47.0882 0.006337 

 
Significatif 

7.27 

 
Temps de 

fermentation  
(L) 

280.167 1 280.1667 33.62000 0.010208 

 
Significatif 

 
9.56 527.53 1 527.531 51.4355 0.005585 

 
Significatif 

 
7.94 

Source de 
l’azote (L) 352.667 1 352.6667  

42.32000 
 

0.007377 
 
Significatif 

 
12.04 

 
1510.82 

 
1 

 
1510.824 

 
147.308 

 
0.001204 

 
Significatif 

 
22.75 

Source de 
calcium (L) 541.500 1 541.5000 64.98000 0.003988 

 
Significatif 

 
18.49 6.85 1 6.848 0.6677 0.473711 

  
0.1 

volume (Lb. 
helveticus) (L) 6.000 1 6.0000 0.72000 0.458483   

0.2 203,00 1 203.002 19.7931 0.021128  
Significatif 

 
3.05 

1L * 2L  161.333 1 161.3333 19.36000 0.021763 Significatif 5.51 231.88 1 231.880 22.6089 0.017656 Significatif 3.49 
Residuelle 25.000 3 8.3333     30.77 3 10.256     
Totale 4769.750 15      12444.76 15      
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VI. 4. 5. Le pourcentage de contribution  

Le pourcentage de contribution (PC%) individuel de chaque terme  dans le modèle final a été 

calculé (tableau VI. 14). C'est le rapport de la somme des carrés (SC) d'un terme particulier à 

celle de la somme des carrés de la somme de tous les termes (Yetilmezsoy et al., 2009), en 

tant que:        
 

100(%) 
SC

SCPC  ……...………………………………………………………………(10) 

 
Le tableau VI. 14, montre que la concentration de la source de calcium, le  volume du  milieu 

et la concentration de la source d'azote, ont les plus hauts niveaux de signification avec une 

contribution de 18,49%, 11,02% et 12,04% (Fig. VI. 20a) sur la déminéralisation, 

respectivement.  Le  pourcentage  de contribution totale (PCT) des termes du premier ordre 

montre un plus haut niveau d'importance avec une contribution totale de 68,76%, suivie par le 

PCT des termes quadratiques avec une contribution totale de 25,68%. Enfin, le PCT des 

termes d'interaction présente le plus faible niveau d'importance avec un apport total de 5,51%, 

ce qui indique que les composants d'interaction ne montrent pas un grand effet dans la 

prédiction du rendement de la déminéralisation.  

Pour la déprotéinisation, les variables : quantité de la carapace de crevette, la concentration de 

la source d’azote et le volume de l’inoculum (Lb. plantarum) montrent les plus hauts niveaux 

de signification avec une contribution de 26,28 %, 22,75% et 13,67 %, respectivement (Fig. 

20b). 

Le Pourcentage de Contribution (PCT) des termes du premier ordre a montré le plus haut 

niveau d'importance avec une contribution totale de 92,86 % par rapport aux autres valeurs de 

PCT. Suivi par le PCT de termes quadratiques avec une contribution totale de 3,62%. Les 

valeurs du PCT calculées montrent que les  termes d'interaction ont le niveau le plus bas 

d'importance avec une contribution totale de 3,49%, ce qui indique que les composants 

d'interaction et des termes du second degré n'ont pas un effet important dans la prédiction du 

rendement de déprotéinisation.  

On peut conclure que les variables indépendantes de premier ordre ont une relation directe sur 

le rendement de la  déminéralisation et de la  déprotéinisation. 
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Fig. VI. 20 : pourcentage de contribution des différents facteurs sur (a) la déminéralisation et (b) 

la déprotéinisation 
 

VI. 4. 6. Corrélation entre les valeurs prédites et expérimentales de la déprotéinisation et 

de la déminéralisation  

Les valeurs du coefficient de régression 0,99876 et 0,99738 pour DP et DM, respectivement, 

sont  proches de 1 ce qui indique que la corrélation est le mieux adapté à la prédiction des 

valeurs de DP et DM. 

La valeur R2 fournit une mesure de la variabilité dans les valeurs de réponse observées, ce qui 

pourrait s'expliquer par les facteurs expérimentaux et de leurs interactions. La bonté du 

modèle peut être vérifiée par la détermination du coefficient R2 (99,476% pour DM et 

99,753% pour les DP). La valeur de R2 ajusté  (97,379% et 98,764% pour DM et DP, 

respectivement) pour l'équation 8 et 9, respectivement, ce qui suggère que la variation totale 

de 99,476% pour la déminéralisation et 99,753% pour la déprotéinisation,  peut être attribuée 

aux variables indépendantes; et seulement (moins de 9%) 8,33% pour la déminéralisation et 

(moins de 11%) 10,25% pour la déprotéinisation  de la variation totale ne peuvent pas être 

expliqués par le modèle. 

VI. 4. 7. Analyse de la surface de réponse 

Les graphes tridimensionnels des surfaces de réponse ont été tracés pour étudier l'interaction 

entre les différents facteurs et de déterminer les conditions optimales pour l’obtention d’une 

déminéralisation et d’une déprotéinisation maximales.  

VI. 4. 7. 1. Pour la déminéralisation 

La figure VI. 21, montre qu'il y a une importante interaction positive entre la température et la 

concentration en sucres réducteurs sur le rendement de la déminéralisation.  

a) b) 
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Pour la déminéralisation, la concentration de la source d'azote présente le principal effet, suivi 

par le  volume du milieu de culture, le temps de fermentation et le volume de Tween 80. Les 

autres facteurs à savoir la concentration en sucres réducteurs, le volume de Lb. plantarum, et  

la concentration de la source de calcium ont un effet négatif.  
 

 
Figure VI. 21. Surfaces de réponse (DM) montrant l’interaction entre la concentration en sucres 

réducteurs, et la température d’incubation  

 

Le tableau VI.13, montre que l’effet de la température seule n’est pas significatif sur le taux 

de déminéralisation. L’effet de la température sur la DM n’est prononcé qu’avec 

l’augmentation de la concentration en sucres réducteurs pour atteindre son maximum (90%) 

avec une température de (40°C) et (environ 200g/l en sucres réducteurs) ensuite elle 

commence à diminuer avec l’augmentation de la concentration en sucres réducteurs pour 

atteindre son minimum (50%) avec forte concentrations en sucres réducteurs (300g/l) et faible 

température (20°C) (Fig. VI. 21).  

VI. 4. 7. 2. Pour la déprotéinisation 

Dans le cas de la déprotéinisation, le tableau VI.13 montre que le facteur, quantité de 

carapace, présente le principal effet suivi par la concentration de la source d'azote. La 

température et la concentration en sucres réducteurs ont une importante interaction positive. 
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Les autres facteurs, à savoir le volume de Lb. plantarum, le temps de fermentation, le volume 

du tween 80, la concentration en sucres réducteurs (terme carré) et le volume de Lb. helveticus 

ont un effet négatif. 

 

 

             Fig. VI. 22: Surface de réponse (DP) montrant l’interaction entre la concentration en 
sucres réducteurs et la température d’incubation 

 
Les résultats obtenus dans la présente étude montrent que la concentration en sucres 

réducteurs (X1) n’a pas d’effet sur la DP (40%) (Fig.VI.22) et que la température d’incubation 

n’a pas d’effet sur la DP (20%) (Fig. VI.22). Par contre l’interaction entre la concentration en 

sucres réducteurs et la température d’incubation, qui est importante et positive (tableau 

VI.13), présente un effet synergique. L’augmentation de la température avec l’augmentation 

de la concentration en sucres réducteurs conduit à l’augmentation du taux de déprotéinisation 

au-delà de 60%.  Pour les autres facteurs, on note l’absence d’interaction (tableau VI.13). 

 

VI. 4. 8. La désirabilité 

Les niveaux optimisés des variables ( X1 , X2 , X3 , X4 , X5 , X6 , X7 , X8 , X9 , X10 ) ont 

été déterminés en utilisant les profils pour les valeurs prédites du DM et DP et fonction de 
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désirabilité (Fig. VI. 23). Les facteurs optimisés donnant la plus haute DM et DP, à savoir 100 

% et 85 %, respectivement, sont rassemblés dans le tableau VI.15. 
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Fig. VI. 23. Profiles de désirabilité pour l’optimisation de la déminéralisation (DM) et de la déprotéinisation (DP)
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Tableau VI. 15. Les facteurs optimisés conduisant à la plus haute DM et DP 
 
Facteurs Facteurs codés Valeurs des Facteurs  DM (%) DP (%) 
Concentration en sucres 
réducteurs (L) 

-0.0408 195.104 g l-1  
 
 
 
100 
 

 
 
 
 
85 

Température (L) -0.533 24.67 °C 
Quantité de la poudre de 
carapace (L) 

0.40064 8.2 g 

Volume du milieu de 
culture (L) 

-0.2138 257.24 ml 

Volume Lb. plantarum  
(L) 

-0.7282 11.35 ml 

tween 80 (L) 0.09222 1.09 ml 
Temps de fermentation (L) -0.1973 134.77 h (5jours) 
Source d’azote (L) 0.96577 2.75 g 
Source de calcium (L) -0.3084 0.45 g 
Volume Lb. helveticus (L) 0.39299 13,92 ml 

 
 
VI.4.  9. Caractérisation de la carapace fermentée avec la co-culture sur le jus de dattes 

 A- Spectroscopie Infra rouge à transformée de Fourier 

La figure VI.24 montre le spectre infrarouge de la chitine extraite par voie biologique en 

utilisant les conditions optimales obtenues par la culture mixte. Le spectre montre que la 

structure de la chitine purifiée par la méthode biologique présente une structure similaire à 

celle de la chitine commerciale.   

 

 

Fig. VI. 24. Les spectres FTIR de (a)  la chitine purifiée utilisant les conditions optimales 
(3répititions) (b) la chitine commerciale 
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 B- Les examens microscopiques MEB 

L’analyse par microscopie électronique à balayage a été faite sur la carapace brute (fig. VI.25) 

et de la chitine extraite à partir des carapaces de crevette par culture mixte de lactobacilles en 

utilisant les conditions optimales (fig. VI.26) et à différents grossissements.  

La figure 25 montre qu’au grossissement 200, on remarque une surface rugueuse (fig. 

VI.25a). Au grossissement 5000, on remarque l’apparition de nombreuses fibres rassemblées, 

serrées entre elles (fig. VI.25b). Et au grossissement 10 000, on observe bien une phase 

minérale (claire) représentée généralement par les cristaux du carbonate de calcium et une 

phase organique sombre. On note bserve aussi des pores. On remarque, également, que les 

fibres de chitine-protéine présentent une structure hélicoidale et arrangée autour de la cavité 

des pores (fig. VI.25) qui selon la bibliographie font une rotation de 180° (Chen et al., 2008 ; 

Ehlrich et al., 2009). 

 
 

 

 

 

a) 
 a) 

 

b) 
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Fig. VI. 25. Micrographies obtenues par microscope électronique à balayage (a,b,c) carapace 

brute aux grossissements, 200, 5000 et 10000, respectivement. 
 

 

Avec la chitine purifiée dans les conditions optimales (tableau VI. 15), au grossissement 

50000, on remarque l’absence totale des cristaux de carbonate expliquée par le rendement de 

la déminéralisation (100%). En comparant cette micrographie avec celle de la carapace brute 

(Fig. VI. 25) au meme grossissement, on remarque qu’on peut voir clairement les fibres de 

chitine (fig. VI.26a).     

 
 
 

 

Pore du canal tubulaire 

c) 

Cristaux de carbonate de 
calcium 

Structure hélicoïdale des 
fibres de chitine-protéines 
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Fig. VI. 26. Micrographies obtenues par microscope électronique à balayage (a) chitine extraite 
par voie biologique au grossissement 5000 (b) chitine commerciale (fluka)  

e) f) 

h) 

Pore du canal tubulaire 
Fibres de chitine 

a) 

b) 
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Le procédé d’extraction de la chitine par voie biologique est régit par plusieurs 

paramètres physico-chimiques qui influent sur le développement et la croissance des bactéries 

utilisées et par conséquent sur les rendements de la déminéralisation et la déprotéinisation. 

Afin d’extraire la chitine et d’étudier l’influence des paramètres physicochimiques sur 

le bioprocédé d’extraction de la chitine, on a suivi la stratégie des plans d’expériences. Ce 

travail était réalisé en deux parties : la première partie en utilisant une culture pure  Lb. 

helveticus (plan un facteur à la fois et un plan composé centré), et en se basant sur les résultats 

obtenus, une deuxième partie a été réalisée en utilisant une co-culture de deux bactéries 

lactiques Lb. helveticus et Lb. plantarum (plan composé centré). 

A- La première partie : optimisation par plan d’expériences utilisant une souche pure 

Lactobacillus helveticus 

- Plan « un facteur à la fois »  

Parmi les nombreux facteurs physico-chimiques pouvant influencer la bioextraction de la 

chitine, trois paramètres jugés importants sont la nature de la source de carbone (glucose et 

jus de dattes), concentration de la source de carbone (0- 400g/l pour le glucose et 40- 250g/l 

pour le jus de dattes), et la température d’incubation (30, 40 et 42°C).  

1- En utilisant le glucose comme source de carbone, la déminéralisation et la 

déprotéinisation nécessitent des conditions totalement différentes. Les conditions 

optimales de la meilleure DM (61%) sont 300g/l en glucose à une température 

d’incubation de 35°C. Par contre celles de la DP (76%) sont obtenues avec une 

concentration de 80g/l en glucose avec une température d’incubation de 30°C. 

2- L’utilisation de jus de dattes comme milieu de fermentation riche en sucres 

fermentescibles et oligoéléments, nous a permis d’améliorer  les rendements et les 

conditions de la DM et la DP. Une concentration en jus de dattes de 200g/l en 

sucres réducteurs et une température de 30°C ont permis la réalisation simultanée 

de la DM et la DP avec des taux de 61% et 83%, respectivement. 

L’analyse des chitines obtenues à la fin des fermentations (par le glucose et le jus de dattes) 

par spectroscopie FTIR, montre la présence des mêmes pics d’absorption caractéristiques de 

la chitine commerciale et sont largement similaires à celui de l’α-chitine décrit dans la 

bibliographie. Par diffraction aux rayons X, elles présentent un degré de cristallinité (ICR) de 

77,15% (en utilisant le glucose) et 72,18% (en utilisant le jus de dattes).  

Les résultats, obtenus par la fluorescence aux rayons X, montrent que la majorité des 

minéraux, initialement, présents dans la carapace brute se retrouvent à l’état de trace dans les 

carapaces fermentées sauf le calcium  et le phosphore. 
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- Plan composite centré 

Le modèle qui en résulte conduit à des conditions optimales de déminéralisation et de 

déprotéinisation des carapaces de Parapenaeus longirostris. Une concentration de 171,37 g/l 

en sucres réducteurs, une température d'incubation de 32,13°C, un volume du milieu de 

fermentation de 100 ml et  un volume d’inoculum de 10 ml pendant un temps d’incubation de 

254,38 h (10 jours) avec 2,03 g/100 ml d'azote minéral et de 1,29 g/100 ml de calcium conduit 

à des taux de 98% et 78% de déminéralisation et de déprotéinisation, respectivement par 

fermentation de 4,84 g de la poudre de carapace dont la granulométrie est de 1,53mm. 

A la fin de la fermentation lactique, la majorité des minéraux, initialement présents dans la 

carapace brute, ont été éliminés et ne restent que des traces comparables à ceux retrouvés dans 

la chitine commerciale sauf le fer. Cependant, la substitution de la source d’azote minérale 

(contenant le fer) par NH4Cl nous a permis d’obtenir 100% de DM au lieu de 98% ce qui nous 

a poussé à conclure que le fer provient de la source d’azote est que la DM est presque 

complète. La microscopie électronique nous a permis d’observer l’élimination des carbonates 

et l’obtention des feuillets bien clairs caractéristiques de la chitine. 

  

B- La deuxième partie : optimisation par plan centré composite en utilisant une co-

culture de deux bactéries lactiques Lb. helveticus et Lb. plantarum 

L’utilisation de ce mélange de bactéries lactiques nous a permis d’améliorer les performances 

de ce bioprocédé par l’augmentation des rendements d’extraction (100% de DM et 85% de 

DP par fermentation de 8.2 g de la poudre de carapace) et surtout la réduction du temps de 

fermentation à 5 jours, avec une concentration de 195.104 g/l en sucres réducteurs, une 

température d'incubation de 24.67°C, un volume du milieu de fermentation de 254.24 ml et  

11.35 ml de Lb. plantarum et 13.92 ml de Lb. helveticus avec 2.75g ml d'azote minéral et 

0.45g de calcium.  

L’analyse par microscopie électronique à balayage, au grossissement 50000, de la carapace 

brute et de la chitine extraite à partir des carapaces de crevette par culture mixte de 

lactobacilles en utilisant les conditions optimales nous a permis de constater l’absence totale 

des cristaux de carbonate expliquée par le rendement de la déminéralisation (100%). En 

comparant cette micrographie avec celle de la carapace brute au même grossissement, on 

remarque qu’on peut voir clairement les fibres de chitine.     

Finalement, le spectre infrarouge de la chitine extraite par voie biologique montre une 

similarité structurale entre la chitine purifiée par la méthode biologique et la chitine 

commerciale.   
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En perspective on propose de produire un chitosane pure par désacétylation enzymatique à 

partir de la chitine extraite par fermentation lactique en co-culture et l’appliquer dans le 

domaine agro-alimentaire comme conservateur ou médical dans l’ingénierie tissulaire. 
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1- Préparation des réactifs pour les dosages 

1- 1- Glucose : 

- Préparation du réactif DNS  

Acide dinitrosalycilique                                                      1% 

Phénol                                                                              0,2% 

Sulfite de sodium                                                           0,05%  

NaOH                                                                                 1%  

Rochelle salt (tartrate double de sodium et potassium)    40%     

Etalon glucose (solution de 1g/l) 

Les réactifs doivent être mélangés dans l’ordre indiqué ci-dessus à l’exception du Rochelle 

salt qui doit être préparé seul et ajouté aux échantillons après ébullition. 
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2- Les courbes d’étalonnage 

 

 

 

Courbe d’étalonnage du glucose 

 

 

 

Courbe d’étalonnage de la biomasse  
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Chitin extraction by biological way, using the lactobacilli Lactobacillus helveticus, is a non-polluting
method and offers the opportunity to preserve the exceptional qualities of chitin and its derivatives.
However, the major disadvantage of the fermentative way is the low efficiency of demineralization and
deproteinization. The aim of our study is to improve the yield of extraction.

Many factors, such as the initial concentration of carbon source, fermentation time, incubation
temperature, inoculum size, shell size, volume and medium composition have been reported to
influence the fermentation process and consequently demineralization and deproteinization efficiency.
Based on the use of central composite design and response surface methodology ten factors with three
levels each were examined to determine the optimal operational conditions of demineralization and
deproteinization.

The analysis of the obtained results showed that the optimal conditions of 98% of demineralization and
78% of deproteinisation are 171.4 g L�1 of reducing sugars, 2.03 g of nitrogen source [(NH4)2Fe(SO4)2] and
1.29 g of calcium source (CaCl2), used to ferment 4.84 g of shells, of 1.053 mm size heat treated at 120 �C,
with 10 mL of inoculum (L. helveticus) incubated at 32.1 �C in 100 mL of juice date for 254.38 h (15 days).

� 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction

Chitin is the secondmost abundant structural biopolymer found
in nature (Ji, Wolf, Rodriguez, & Bowlin, 2012; Khuoshab,
Jaruseranee, Tanthanuch, & Yamabhai, 2012). It occurs in a multi-
tude of organisms from bacteria and fungi to molluscs and others,
but is certainly most prominent in the largest and most diverse
group of the animal kingdom particularly, arthropod group
(Fabritius et al., 2011).

In arthropods, chitin is used together with various proteins and
inorganic salts such as calcium carbonate, to form the exoskeleton.
The actual chitin content varies depending on physiological stage of
the organism (Benhabiles et al., 2012), harvesting season (Nitar,
Tetsuya, & Hiroshi, 2011), health of the animals and geographical
location (Kjartansson, Zivanovic, Kristberg, & Weiss, 2006). To date,
x: þ213 219 278 02.
. Arbia), lyadour@yahoo.fr
ne), hakim_lounici@yahoo.ca

All rights reserved.
the major source of industrial chitin comes from wastes of marine
food production mainly crustacean shells, e.g. shrimp and crab
shells or krill (Jayakumar et al., 2010; Mojarrad, Nemati, Valizadeh,
Ansarin, & Bourbour, 2007; Xia, Liu, Zhang, & Chen, 2010; Xu,
Gallert, & Winter, 2008).

The traditional processes of chitin production consist of the use
of strong acids and bases under high temperature for demineral-
ization and deproteinization, respectively. These processes,
however, may cause pollution (Zakaria, Hall, & Shama, 1998) and
significantly lower intrinsic viscosities of chitin (Rødde, Einbu, &
Vårum, 2008). An alternative way to solve these problems is the
use of biotechnological methods. The calcium and the protein in the
shell waste were dissolved mainly by organic acids and proteases
produced by microorganisms, respectively. Many factors, such as
inoculum level (Shirai et al., 2001), shell content in medium, shell
size (Oh, Kim, Nguyen, Jung, & Park, 2008), carbon source such as
glucose (Rao, Mu�noz, & Stevens, 2000; Shirai et al., 2001), sucrose
(Choorit, Patthanamanee, & Manurakchinakorn, 2008), cassava
flour (Rao and Stevens, 2006), molasses (Seda, Sebnam, Yekta, & Ali
Fazil Yenidunya, 2004) and date juice (Adour, Arbia, Amrane, &
Mameri, 2008), initial pH and its evolution during fermentation
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(Rao et al., 2000), temperature (Pacheco et al., 2009), carbon
concentration and carbon on nitrogen ratio, have been reported to
influence the fermentation process and consequently the demin-
eralization efficiency (Choorit et al., 2008; Jo, Park, & Jung, 2011;
Shirai et al., 2001).

It is to be noted that the major part of the reported studies
(Adour et al., 2008; Rao et al., 2000) did not implement mathe-
matical and especially statistical methods for process optimization,
and hence only involve a separate optimization of each considered
parameter with all others kept unchanged. Such empirical proce-
dure needs several experimental runs, and hence is time-
consuming, ignores interaction effects between the operating
parameters and leads to low optimization efficiency. These limita-
tions can be avoided by applying the response surfacemethodology
that involves statistical design of experimentation in which all
factors are varied together over a set of experimental runs. In fact,
Response Surface Methodology is a collection of mathematical
and statistical techniques useful for developing, improving and
optimizing processes, and can be used to evaluate the relative
significance of several affecting factors even in the presence of
complex interactions (Khayet, Zahrim, & Hilal, 2011).

The effectiveness of modeling chitin extraction using Response
SurfaceMethodologywas recently shown (Bhaskar, Suresh, Sakhar, &
Sachindra, 2007; Pacheco et al., 2009). Chitin recovery from
a mixture of cephalothoraxes of shrimp species Litopenaeus vanna-
mei, Litopenaeus stylrostris and Litopenaeus setiferus using Lactoba-
cillus plantarum showed the highest demineralization and
deproteinization yields in the range 27e36 �C and 30e40 �C
respectively, using Response Surface Methodology (Pacheco et al.,
2009). Culture conditions were also previously optimized by means
of Response Surface Methodology, leading to the following optimal
conditions, pH 4.3 � 0.1, 5% (v/w) inoculum, 15% (w/w) glucose and
72 h fermentation time at 37 � 1 �C, resulting in 97.9 � 0.3% depro-
teinization and 72.5 � 1.5% demineralization yields of shrimp bio-
waste using Pediococcus acidolactici (Bhaskar et al., 2007).

In the present study, attempts were made to improve demin-
eralization and deproteinization obtained in our previous study by
fermenting shrimp shell waste of Parapenaeus longirostris using
Lactobacillus helveticus. Culture medium and conditions were
optimized by means of Response Surface Methodology, namely the
concentrations of carbon, nitrogen and calcium sources, the
temperature, the inoculum level, the medium volume (date juice),
shell size and its amount and the heat treatment.
Table 1
Design of experiment-levels of the various process parameters.

Factor Basic
level

Variation
interval

Factor
value (�)

0 þ
2. Methodology

2.1. Materials

All chemicals used in this study were analytical grade and
purchased from Sigma Chemical Co. (St. LouisMo). Shrimp shells
were obtained from a seafood restaurant. It was confirmed that all
shells were from a single species of shrimp P. longirostris. L. helve-
ticus strain milano was supplied by Dr A. Fur (Even Ltd, Ploudaniel,
France). Stock cultures weremaintained at�18 �C in skimmedmilk.
Reducing sugars (g L�1) X1 150 50 100 150 200
Temperature (�C) X2 30 10 20 30 40
Weight of shell

powder (g)
X3 7 3 4 7 10

Volume of culture
medium (mL)

X4 300 200 100 300 500

Inoculum volume (mL) X5 15 5 10 15 20
Heat treatment (�C) X6 60 60 0 60 120
Fermentation time (h) X7 162 138 24 162 300
Nitrogen source (g) X8 1.4 1.4 0 1.4 2.8
Calcium source (g) X9 0.65 0.65 0 0.65 1.3
Shrimp shell size (mm) X10 0.655 0.655 0.31 0.655 1
2.2. Preparation of the shells

Before use, the flesh, antennas and legs were removed from the
shrimp shells. They were then boiled inwater for 1 h to remove the
maximum amount of flesh. Thereafter, theywere dried at 163 �C for
1 h in a drying oven (Prolabo, model Volca MC18, French). After
cooling, the shells were subjected to a thermal shock and facilitate
crushing. Using a standard grinder (Model KU-2, PredomMesko,
Skarzyskokam., Poland), the shells were ground into a particle grain
size ranging between 0.31 and 1 mm for studying the effect of shell
size on demineralization and deproteinization.

2.3. Date juice preparation

Dates were carefully washed, then pitted and 2 L of water per
kilogram of pulp added, and the solution heated at 80 �C for 2 h. The
extract obtained was then centrifuged for 30 min at 5000 rpm to
remove any remaining cellulosic material (Boudjelal & Nancib,
2001). The supernatant was then used to prepare solutions of
date juice at different concentrations of reducing sugars (100 g L�1,
150 g L�1 and 200 g L�1) as a carbon and energy source for lactic
acid fermentation.

2.4. Cultures

Stock cultures of L. helveticus were reactivated on Man Rogosa
Sharp (MRS) agar medium incubated for 24 h at 30 �C. Two
successive pre-cultures on liquid MRS medium incubated for 24 h
at 30 �C were carried out, and then culture Erlenmeyer flasks were
inoculated with the final pre-culture. Batch cultures were carried in
Erlenmeyer flasks, whose the volume varies with experiments
conditions. The agitation speed was 200 rpm, the initial pH was
fixed at 8.5 and the temperature was maintained constant at
specified values in the range 20e40 �C. Culture media and all other
materials used for this study were sterilized (20 min at 121 �C).

2.5. Optimization of fermentation conditions: experimental design
and statistical analysis

In statistics-based approaches, response surface methodology
has been extensively used in fermentation medium optimization.
Response Surface Methodology is a useful model for studying the
effect of several factors influencing the response by varying them
simultaneously leading to a limited number of experiments (Popov,
Rankovik, Dodi�c, Dodi�c, & Joki�c, 2010). In addition, RSMwas applied
to understand the interaction of various variables and then used to
find the optimal conditions that affect the response (De Lima,
Coelho, & Contiero, 2010).

Optimization of the parameters (reducing sugars, nitrogen and
calcium source concentrations, temperature and fermentation
time) for demineralization and deproteinization of shrimp shell
was done by a central composite design (CCD), which required
three levels coded as (þ1) (0) and (�1) (N¼ 16 experiments and ten
factors at three levels). Table 1 shows the different levels of each
parameter. The basic points (reducing sugars, nitrogen and calcium
source concentrations, temperature and fermentation time) for the
design were selected from a preliminary study (Adour et al., 2008).
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The results of the central composite design were statistically eval-
uated and the data were analyzed by STATISTICA software (V8).

In order to correlate to the independent variables, the response
variables were fitted by a second-degree polynomial model:

yi ¼ b0 þ
X

bixi þ
X

biix
2
i þ

X
bijxixj (1)

Where yi was the predicted response, xi and xj were input variables
which influence the response variable Y; b0 was the intercept; bi
was the ith linear coefficient; bii the ith quadratic coefficient and bij
was the ijth interaction coefficient.

The independent factors considered for optimization included
the reducing sugars level (X1), the temperature (X2), the weight of
shell powder (X3), the volume of culture medium (date juice) (X4),
the inoculum volume (X5), the heat treatment (X6), the fermenta-
tion time (X7), the nitrogen source [(NH4)2Fe(SO4)2] (X8), the
calcium source (CaCl2) (X9), the shrimp shell size (X10). The inde-
pendent variables of the experiments were coded according to the
equation:

X ¼
X �

�
Xmax þ Xmin

2

�
�
Xmax � Xmin

2

� (2)

It is to be noted that a mineral nitrogen source was used in this
study, since it was previously observed that demineralization and
deproteinization yields were not improved by the use of a complex
nitrogen substrate such as yeast extract (Arbia, Arbia, Adour,
Amrane, & Lounici, 2011). In addition, ammonium ions influence
the metabolism of some amino acids in lactobacilli by their incor-
poration with either a-ketoglutarate or glutamate (De Lima et al.,
2010). The ammonium ions were first converted to amino acids
and then used for the synthesis of proteins needed for growth and
lactic acid production (De Lima et al., 2010).

Demineralization DM (Y1) and deproteinization DP (Y2) were
recorded as the responses (dependent variables). The designed
model was further validated using random combinations of the
independent variables. All the results were analyzed by means of
STATISTICA software to determine the optimal conditions for
fermentation.

Table 2 represents the design matrix of 16 trial experiments.
STATISTICA software (version 8) was used for experimental design,
data analysis and quadratic model building. The optimal fermen-
tation conditions for enhanced yield of demineralization and
Table 2
The actual design of experiments and response of demineralization and deproteinization

Experiment n� X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8

1 þ þ � þ þ þ � �
2 � þ þ � þ þ þ �
3 þ � þ þ � þ þ þ
4 � þ � þ þ � þ þ
5 � � þ � þ þ � þ
6 � � � þ � þ þ �
7 þ � � � þ � þ þ
8 þ þ � � � þ � þ
9 þ þ þ � � � þ �
10 � þ þ þ � � � þ
11 þ � þ þ þ � � �
12 � � � � � � � �
13 0 0 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0 0 0
deproteinization were obtained by solving the regression equation
and also by analyzing the response surface contour plots using the
same software.

2.6. Analytical methods

At the end of the fermentation, each sample was filtered using
a sieve and the residue was washed three times with distilled
water. Ashes were determined by incineration of a 1 g sample in
a muffle furnace at 900 �C for 2.5 h (Mirzadeh et al., 2002). The
calculation of ashes allowed the determination of the final yield of
shell demineralization (Rao et al., 2000). Total proteins in the solid
fraction were determined according to the Kjeldahl procedure
(AOAC, 1990). The final yield of shell deproteinization was then
deduced (Rao et al., 2000).

The determination of the chitin content in the shell is carried
out by determination of residues N-acetyl glucosamine released by
acid hydrolysis of chitin carried out with 6 N chlorhydric acid for
6 h. The determination of residues N-acetyl glucosamines released
is performed by themethod of Reissig (Loiseleur,1963). The content
of chitin in shells is calculated by:

chitin content ¼
�
acetyl glucosamine weight

sample weight

�
� 100 (3)

The fraction of nitrogen in chitin contained in 100 g of shells is
calculated by Cremades et al. (2001).

N
�
chitin

� ¼ chitin content
14:5

(4)

2.6.1. Infrared spectra (IR)
To spectroscopically characterize the biopolymer contained in

the samples, FTIR measurements were performed and the IR
spectra were recorded on a Bruker IFS113v FTIR-spectrometer
(Bruker AXS S.A.S., Champs-sur-Marne, France), in the 4000e
500 cm�1 spectral region at a 2 cm�1 resolution. The samples
were ground, mixed with KBr powder and then compressed into
pellets.

2.6.2. X-ray fluorescence
This technique allows determining the atoms and their

respective proportions in the analyzed sample, but it does not give
the organization or the chemical form of atoms. X-ray fluorescence
.

X9 X10 DM (%) DP (%)

Experimental Predicted Experimental Predicted

� þ 79 79 55.52 55.52
� � 80 80 65.58 65.58
� � 94 94 59.59 59.59
þ � 98 98 32.43 32.43
þ þ 79 79 33.07 33.07
þ þ 98 98 31.16 31.16
� þ 90 90 45.50 45.50
þ � 86 86 78.00 78.00
þ þ 86 86 70.71 70.71
� þ 84 84 58.09 58.09
þ � 78 78 60.24 60.24
� � 86 86 24.32 24.32
0 0 96 95.25 54.66 52.47
0 0 95 95.25 51.89 52.47
0 0 96 95.25 52.93 52.47
0 0 94 95.25 40.37 52.47



Fig. 1. Infrared spectrum (a) raw shell (b) purified chitin and (c) commercial chitin.
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was carried out using Magix Pro (PANalytical, Limeil-Brévannes,
France), to determine the elemental composition of crude and
fermented products before and after lactic acid fermentation.
Samples were placed on the sample holder and analyzed by X-ray
fluorescence, using a fluorescence spectrometer dispersive AXIOS
apparatus (PANalytical); the analysis software was SuperQ�.

2.6.3. Scanning electron microscopy
The dried samplewas ground and then coatedwith gold (20 mm)

under vacuum using a sputter coater and its surface was observed
in a scanning electron microscope Series XL 30 (Umax) ESEM (Env.
Scan. Electron Micros) with tungsten filament, using a 20 kV
accelerating voltage.

3. Results and discussion

3.1. Shrimp shell characterization

The physico-chemical composition of the crude shell powder is
given in Table 3. The shell of P. longirostris was characterized by
a basic pH which varied between 8 and 9. According to Rao et al.
(2000) shrimp scraps fermented by L. plantarum 541 also reached
this range of pH, 8.2e8.6. Ash content was 25.06% (Table 3) which
concord with those cited in previous reports in the literature, 20.8%
in crawfish (Zakaria et al., 1998) and between 18 and 23% in tropical
shrimp (Rao et al., 2000). Contrarily, red crabs showed greater
mineralization, about 41.2% (Jung, Jo, Kuk, Kim, & Park, 2005). The
protein content 29.23% (Table 3) was in the range of values reported
in the literature, namely 22.4% for red crabs (Jung et al., 2005) and
between 30 and 40% for tropical shrimps (Rao et al., 2000). The
chitin content 26.98% (Table 3) was in agreement with values
previously reported, between 14 and 27% for shrimp (No, Meyers, &
Lee, 1989). The low moisture content (3.25%) indicated low
hydration.

Infrared spectrum of raw shell, purified chitin and commercial
chitin are presented in Fig. 1. The infrared spectrum of raw shell
showed the presence of characteristics peaks of calcite at
(871.8 cm�1, 1404.1 cm�1, 2522.7 cm�1), and a-chitin at
(1658.7 cm�1, 1319.2 cm�1, 1072.3 cm�1, 586.3 cm�1) (Griffiths &
Haseth, 2007; Mario, Rapana, Tomati, & Galli, 2007; Mikkelsen,
Engelsen, Hansen, Larsen, & Skibsted, 1997; Stawski, Rabiej,
Herczynka, & Draczynski, 2008; Zhou, Zhang, & Guo, 2005) (Fig. 1a).

The use of juice date with 171 g L�1 of reducing sugars at 32 �C
led to simultaneous efficient DM and DP, 98 and 76% (Table 8). The
obtained product was characterized by infrared spectroscopy. The
obtained spectrum was presented in Fig. 1b.

(Fig. 1b) showed the disappearance of characteristic calcite
peaks, and intense bands were found at 1658 and 1558 cm�1. Both
are typical of amides and correspond to stretching vibrations of
carbonyl groups, including in chitins (C]Ousuallycalled amide I) and
to NH (amide II) respectively (Heredia et al., 2007). In addition, the
spectrum was lacking a signal at 1540 cm�1, where proteins nor-
mally would give rise to absorption (Goodrich & Winter, 2007) and
showed the appearance of new peaks (894.9, 1026.1, 1157.2, 1257.2,
1380.9, 1558.4 and 3109.0) corresponding to a-chitin (Fig. 1c).
Table 3
Physico-chemical properties of shrimp shell.

pH 8e9

Moisture % 3.25
Ashes % 25.06
Proteins % 29.23
Chitin % 26.98
Lipids and pigments % 15.48
From the above, the comparison of the different absorption
peaks and the different bands characteristics of functional groups,
observed in each sample, showed a significant similarity between
commercial chitin (Fig. 1c) and fermented shell (Fig. 1b). It can be
therefore concluded that the characteristic peaks of a-chitin
appeared close to those observed after fermentation using
L. helveticus growing on juice date.

3.2. Study of effects of several factors

It was previously shown that the use of date juice was more
efficient than glucose (Arbia, 2007). In addition, ash content
decreased depending on the carbon source concentration and
incubation temperature (Adour et al., 2008). Fermentation of
shrimp (P. longirostris) shell with L. helveticus on date juice led to
a decrease of the ash and protein content depending on several
factors. The comparison of the predicted and experimental
responses is shown in Table 2 against the observation order. The
results reported in this table show a goodness-of-fit between
interaction factorial models and the corresponding experimental
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set of data. This is due to the location of the experimental points
(field of study) used in the experiment design, where the impor-
tance of the choice of these points before starting the experiment.
In addition, the choice of model (CCD) which has the advantage in
some cases where the field of study is well defined to obtain such
adjustment. Because if the model is a misnomer, large prediction
errors can be detected.

Moreover, several authors have experimented successfully with
this method such as Khurana, Kapoor, Gupta, and Kuhad (2007),
who found a significant coefficient (R2) of 97.58, ensuring a satis-
factory adjustment of the quadratic model with the experimental
data in the study of xylanase production from Streptomyces viola-
ceoruber (Khurana et al., 2007). In addition, Ibrahim et al. (2005),
haveworked on the optimization ofmedium for the production of b-
cyclodextrin glucotransferase using central composite design (CCD).
They have obtained a significant model with high satisfactory value
of R2 of 98.9% which indicates that only 1.1% of the total variation is
not explained by the model (Ibrahim et al., 2005). A coefficient of
regression of 0.974 was obtained in the study of fat extraction
carried out by Sirisompong, Jirapakkul, and Klinkesorn (2011).

Table 2 shows that the highest demineralization yield (98%) was
obtained during run N�4. Fermentation of shrimp shells in
a medium containing sugar and lactic acid bacteria, allowed sugar
to be fermented into lactic acid leading to a higher lactic acid
accumulation. This acid reacts with the calcium carbonate in the
shrimp shells, resulting in the formation of calcium lactate (Choorit
et al., 2008). The lowest rate of demineralization 79% was obtained
during experiment N�1 (Table 2). For deproteinization, the highest
yield (78%) was obtained in experiment N�8; while the lowest yield
was 24.3% recorded during experiment N�12 (Table 2).

3.3. X-ray fluorescence and electronic microscopic examination
results

Table 4 shows chemical composition of minerals in raw shells.
Table 4, shows that themajority of minerals present in the raw shell
were removed, since they were at trace levels in the fermented
shells except iron (Fe) which increased from 0 to 4%. This result was
due to the presence of iron in the mineral nitrogen source
[(NH4)2Fe(SO4)2], leading to adsorption of iron due to the ability of
chitin to fix metal and heavy metals (Camci-Unal and Pohl, 2009).
Additional experiments in the culture conditions of runs 4 and 6
except the replacement of the mineral nitrogen source
[(NH4)2Fe(SO4)2] by NH4Cl led to 37.46 and 39.50% deproteinization
and an almost total demineralization confirming the assumption of
iron adsorption.
Table 4
Chemical composition of raw and fermented shells.

Compounds (%) Raw
shell

Commercial
crab chitin

Fermented
chitin (N�4)

Additional
assay

Na 2.086 1.104 0.069 0.069
Mg 1.581 0.406 0.171 0.655
Al 0.153 1.808 0.036 0.048
Si 2.232 0.165 0.172 0.095
P 5.467 0.294 1.605 2.32
Mn 0.005 0.555 0.452 0.532
Ti 0.078 n.d 0.06 0.055
K 0.268 0.162 0.160 0.145
Ca 13.334 1.425 0.906 3.044
Fe 0.015 0.297 4.825 4.639
Cu 2.262 0.012 0.008
Pb 4.049 0.005 0.061
Zn 0.138 0.005 0.061
Br 0.479 0.018 0.051
Sr 0.427 0.012 0.034
Fig. 2 shows the SEM photographs of commercial chitin, crude
shrimp shell and extracted chitins from P. longirostris, product for
experiments N�1, N�4, N�15 and an additional assay.

According to Yen, Yang, and Mau (2009), under electron
microscopic examination, the purified chitin showed a distinctly
arranged microfibrillar crystalline structure under SEM. The same
result was obtained in the present study (Fig. 2d).

The chitin structure appears as several fine loosely united
leaves, and similar results were obtained with chitin isolated from
crustaceans (Paulino et al., 2006). These results were corroborated
by the micrograph of a commercial chitin (Fig. 2b).

The structure of a cut face of ground shrimp shell is character-
ized by a parallel lamellar organization (Fig. 2a) consisting of a core
of chitin chains with layers of proteins (Fabritius et al., 2011).

The space between the chitin chains seems to be considerably
reduced after the extraction of the proteins from the shrimp shell.
But the pattern observed before the treatment is preserved, sug-
gesting that the native structure of the polysaccharide is also
preserved (Lavall, Odilio, & Campana-Filho, 2007).

Ehlrich, Koutsoukos, Demadis, and Pokrovsky (2009) observed
that during decalcification with EDTA, the CaCO3 was gently
removed and the remaining structure was formed by chitin-protein
fibers, which themselves are composed of protein-wrapped nano-
fibrils. The smoothness of the structure without CaCO3 contrasted
to the blocky appearance of the untreated cuticle, indicating that
the biominerals were indeed located between and around the
chitin-protein fibers. The absence of structural roughness caused by
the removal of the minerals also showed that the chemically
treated material lost the brittleness which was present in the
natural state. Sajomsang and Pattarapond (2010) found that the
surface morphology of the chitin purified from cicada sloughs
showed rougher morphology than the crude shell. This might be
due to the removal of some inorganic materials and proteins
(Sajomsang & Pattarapond, 2010).

The purified chitins obtained in the present study (Fig. 2cef)
showed the reduction of space between sheets compared to the
crude shells (Fig. 2a). In addition the purified chitin (Fig. 2def)
showed same description with commercial chitin (Fig. 2b) since
biodemineralization and biodeproteinization provide a gentle
treatment of chitinwhich preserve the structure and the appearance
of thebiopolymer. Itwas also reported that in lobster cuticle, proteins
stabilizenotonly the structurebut thecrystalline state bybinding the
mineral together with the chitin polymer (Ehlrich et al., 2009).

Recently, much progress has been reported in extraction of
chitin and chitosan from Penaeus semisulcatus waste (Khanafari,
Marandi, & Santei, 2008). When compared with chemical method
(2% NaOH for deproteinization and 10% acetic acid for demineral-
ization). The microbial method using Lactobacillus spp. resulted in
a better extraction of chitin, providing the effectiveness of the lactic
acid fermentation as an alternative to chemical treatment
(Andrade, Neto, Fukushima, & Campos-Takaki, 2003), this is
confirmed by the infrared spectroscopy, X-ray fluorescence and
electronic microscopic examination carried out in the present
study. Since, at the end of fermentation mass loss was about 53%,
i.e. 1 g of crude shell (untreated) becomes 0.47 g (after elimination
of 98% of minerals and 78% of proteins initially presents in the
shell), but nevertheless it contains 27.3% of water, the process of
drying bring the weight to 0.341 g with a purity of (78.5 � 0.5)% in
chitin. While chemical method led to a mass loss about 65%, i.e. 1 g
becomes 0.35 g. That it may be due to a partial deacetylation of
chitin and hydrolysis of the polymer (Andrade et al., 2003; Kim &
Mendis, 2006).

In the presentwork therewas precipitation of calcium carbonate
crystals in the form of whitish color (experiments N�13e16). They
were analyzed by scanning electron microscopy (Fig. 3).



Fig. 3. Micrograph of CaCO3 from experiments N�13, 14, 15 and 16.

Fig. 2. SEM micrographs showing (a) crude shell (b) commercial chitin (c) chitin purified (N�1) (79% DM, 55% DP) (d) purified chitin (N�4) (98% DM, 32% DP) (e) purified chitin
(N�15) (96% DM, 53% DP) (f) purified chitin (additional essay 95% DM, 10% DP).
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3.4. Statistical analysis

The results of statistical analysis are presented in Table 5. The
coefficients are related to actual variables. Regression analysis was
performed to fit the response functionwith experimental data. The
data obtained (Table 5) were fitted to a quadratic polynomial model
and the obtained full actual model is shown in equations (5) and (6)
for demineralization and deproteinization, respectively:

DM ¼ 95:25� X1 � 8:75X2
1 � X2 � 2:5X3 þ 2:5X4 � 2X5 � X6

þ 5X7 þ 2:5X8 þ 0:5X9 � X10 þ 1:5X1X2

(5)

DP ¼ 52:47þ 10:41X1 � 1:28X2
1 þ 8:87X2 þ 1:45X3 � 6:92X4

� 7:7X5 þ 7:88X6 � 5:6X7 � 5:31X8 þ 4:99X9 þ 3:06X10

� 15:73X1X2

(6)
The t-distribution and the corresponding p-value along with the

second order coefficient are shown in Table 5. p-Value was used as



Table 5
Regression equation coefficients for selected responses.

Factors Demineralization Deproteinization

Coefficient Standard error t p Coefficient Standard error t p

Mean yielda 95.25 0.478714 198.9708 0.000000 52.4700 0.895777 58.5748 0.000011
Concentration (X1) (L) �1.00000 0.276385 13.0909 0.036295 10.4092 1.034354 20.1269 0.000268
Concentration (Q) �8.75000 0.552771 250.5682 0.000548 �1.2858 2.068709 �1.2431 0.302122
Temperature (L) �1.00000 0.276385 13.0909 0.036295 8.8708 1.034354 17.1524 0.000432
Shell quantity (L) �2.50000 0.390868 40.9091 0.007741 1.4517 1.462798 1.9848 0.141399
Vol medium (L) 2.50000 0.390868 40.9091 0.007741 �6.9233 1.462798 �9.4659 0.002499
Vol inoculum (L) �2.00000 0.390868 26.1818 0.0144446 �7.7050 1.462798 �10.5346 0.001827
Heat treatment (L) �1.00000 0.390868 6.5455 0.083330 7.8800 1.462798 10.7739 0.001710
Fermentation time (L) 5.00000 0.390868 163.6364 0.001031 �5.6000 1.462798 �7.6566 0.004627
Nitrogen source (L) 2.50000 0.390868 40.9091 0.007741 �5.3150 1.462798 �7.2669 0.005378
Calcium source (L) 0.50000 0.390868 1.6364 0.290795 4.9950 1.462798 6.8294 0.006424
Powder shell size (L) �1.00000 0.390868 6.5455 0.0833330 3.0683 1.462798 4.1952 0.024707
X1 (L)*X2 (L) 1.50000 0.829156 3.2727 0.168147 �15.7325 3.103063 �10.1400 0.002043

a Mean yield, which corresponded to the ordinate origin of Equations (3) and (4).
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a tool to determine the significance of each coefficient and lower p-
value indicated higher significance of corresponding coefficient
(Nor, Rosfarizan, Hooi, & Raha, 2010). The Pareto graph was used to
show the effect of all variables (Pal & Khanum, 2011) on deminer-
alization (Fig. 4a) anddeproteinization rates (Fig. 4b). And following:

3.4.1. Demineralization
As for significance of the polynomial coefficients, their p-values

suggest that the main factors influencing demineralization rate are
fermentation time and concentration, then shell quantity, culture
medium volume and the nitrogen source with the same p-value
and consequently the same effects.

Positive and negative values indicate that high and low
concentrations of the considered variable are near optimum,
respectively (Pal & Khanum, 2011).
Fig. 4. Pareto graph showing the effect of independent variables on (a) DM and (b) DP
rates.
The results showed that the independent variable fermentation
time had a significant effect, as it had a positive coefficient (Table 5),
and hence an increase of the culture duration led to increasing
yields. The same was also observed for the culture medium volume
and the nitrogen source. The negative signs of some independent
variables, the concentration of carbon source (X1), the shell quan-
tity (X3) and the square of the carbon source (X1

2) revealed
a reduction in demineralization yield when their concentration or
quantity was increased.

3.4.2. Deproteinization
For deproteinization, the most significant factors were the

carbon source concentration, the temperature, the heat treatment,
the calcium source and the shell size with positive coefficients,
while negative coefficients were observed for the culture medium
volume, the inoculum volume, the fermentation time and the
nitrogen source.

However, regarding demineralization no interactions between
factors can be highlighted based on p-value results. This indicates
that all independent variables cannot be interacting due to the
insignificant model p-value test. But for deproteinization there is an
important negative interaction between the concentration and the
temperature based on the p-value test.

3.4.3. Analysis of variance
The analysis of variance (ANOVA) for the response surface

quadratic model was used to indicate the adequacy of the fitted
model. The ANOVA results for modeled responses are summarized
in Table 6.

It is evident from Table 6 that the model was highly significant,
as shown from the very low probability value and F value (p-value
0.002342, F 72.42614) for demineralization and deproteinization
(p-value 0.001771, F 87.40538). Model significance (F value) is
ameasure of the variation of data around themean. The F value also
indicates the relevance of the considered model to predict the
experimental results. Table 5 shows that some of the model terms
(heat treatment, calcium source, shell powder size and the inter-
action of concentration of reducing sugars with temperature) have
p-value > 0.05, and can, therefore be removed from the model,
leading to simplified quadratic model equations to describe
demineralization and deproteinization:

DM ¼ 95:25� X1 � 8:75X2
1 � X2 � 2:5X3 þ 2:5X4 � 2X5 þ 5X7

þ 2:5X8 � X10

(7)



Table 6
Analysis of variance (ANOVA) for response quadratic model demineralization.

Source Demineralization Deproteinization

Sum of squares Df Mean squares F p-value Sum of squares Df Mean squares F p-value

Model 796.688 12 66.3906 72.42614 0.002342 3366.506 12 280.5421 87.40538 0.001771
Residual 2.750000 3 0.916667 9.629000 3 3.209667
Total SC 799.4375 15 3376.135 15
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DP ¼ 52:47þ 10:41X1 þ 8:87X2 � 6:92X4 � 7:7X5 þ 7:88X6

� 5:6X7 � 5:31X8 þ 4:99X9 þ 3:06X10 � 15:73X1X2
(8)

The graphs in Fig. 5(a) shows demineralization and (b) depro-
teinization, represents the estimated response vs. the observed
response. It may show the suspected results and the defects of the
model adequacy. As can be seen the response model showed good
fit to experimental data. Therefore, the model can be considered
relevant for predictions and optimization.

The high values of R2, obtained for all responses, indicated
good fit of experimental data to equations (5) and (6). The
goodness of the model can be checked by the determination of
coefficient R2 (0.9965 for demineralization and 0.9971 for
deproteinization), indicating that 99.65% and 99.71% of the vari-
ability in the response of demineralization and deproteinization,
respectively, could be explained by the model. The adjusted
determination coefficient R2 (0.9828 for demineralization and
0.9857 for deproteinization) were also satisfactory for confirming
the significance of the model.
Fig. 5. Parity plot showing observed vs. predicted values for modeled responses.
3.5. Response surface plot analysis

The three dimensional response surface plot is a graphical
representation of the regression equation. It is plotted to under-
stand the interaction of the variables and locate the optimal level of
each variable for maximal response. Each response surface plotted
for demineralization and/or deproteinization yields represents the
different combinations of two test variables simultaneously while
maintaining the other variable at the zero level (De Lima et al.,
2010).

3.5.1. For demineralization
The graphic representation of mutual interaction between the

fermentation time, the culture medium volume, nitrogen source
and the carbon source concentration for demineralization was
shown in Fig. 6.

For a first-order interaction model, when the surface is plane
and the corresponding contour plot contains parallel straight lines,
if the interaction effect is significant then the plane becomes
“twisted”. This twisting of the response surface results in curved
contour lines of constant response in the plane of the designed
variables. The interaction effect has then a form of curvature in the
underlining factorial model corresponding to the considered
experiment (Cojocaru, Khayet, Zakrzewska-Trznadel, & Jaworska,
2009). Surface plots and contour plots of demineralization which
are displayed in Fig. 5 showed that there was not interaction
between fermentation time and reducing sugars concentration for
demineralization yield and interaction between all factors were not
significant, confirming the results given in Table 5.

For demineralization, fermentation time had the main effect,
followed by culturemediumvolume and nitrogen source; while the
other factors were of the same order of magnitude.

Fig. 6a show the combined effects of reducing sugars concen-
tration and fermentation time as response to demineralization.
From the analysis, the independent variables affect demineraliza-
tion, but there is not interaction between concentration and
fermentation time. Low concentration of reducing sugars and high
fermentation time led to high demineralization yields. Similarly,
high fermentation time, high medium volume (Fig. 6b) and
high nitrogen concentration (Fig. 6c) led to high demineralization
yields (100%).

3.5.2. For deproteinization
In the case of deproteinization, Table 5 shows that the reducing

sugars concentration was the most significant factor, followed by
temperature, heat treatment, calcium source and shell powder size.
The (X2X1) temperature and the reducing sugars concentration
have an important negative interaction. The other factors, namely
culture medium volume (X4), inoculum volume (X5) and fermen-
tation time (X7) have also a negative effect in the same order of
magnitude.

Fig. 7a show a reduced impact of the interaction between the
concentration and temperature. Indeed, the influence of the
reducing sugars concentrationwas more significant at lower values
of the temperature, while the influence of the temperature was



Fig. 7. Contour plot of deproteinization showing interaction between concentration of
reducing sugars and (a) incubation temperature (b) heat treatment and (c) between
heat treatment and incubation temperature.

Fig. 6. Contour plot of demineralization showing interaction between the fermenta-
tion time and (a) the carbon source concentration; (b) the culture medium volume, (c)
interaction between the nitrogen source and the culture medium volume.
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more relevant for higher incubation temperature. Fig. 7b and c also
show the absence of interactions between other factors.

Themodel was validated using random combination (other than
those used for optimization Table 2) of the independent variables
(Table 7). These values confirmed the validity of the prediction
model.



Table 7
DM and DP values observed during validation experiments along with the corre-
sponding predicted values (additional assay).

Factors name Coded
factors

Factors
values

DM (%) DP (%)

Pred. Exper. Pred. Exper.

Concentration (L) �1 100 g L�1 89% 95% 16.32% 10%
Temperature (L) �1 20 �C
Shell quantity (L) �1 4 g
Vol medium (L) þ1 500 mL
Vol inoculums (L) þ1 20 mL
Heat treatment (L) þ1 0 �C
Fermentation time (L) �1 24 h
Nitrogen source (L) þ1 2.8 g
Calcium source (L) þ1 1.3 g
Powder shell size (L) þ1 1 mm

Table 8
The optimized factors leading to the highest DM and DP.

Factors name Coded
factors

Factors
values

DM (%) DP (%)

Pred. Exper. Pred. Exper.

Reducing sugars
concentration (L)

0.42747 171.37 g L�1 98 98 78 76

Temperature (L) 0.21298 32.13 �C
Shell quantity (L) �0.7181 4.84 g
Culture medium

volume (L)
�1 100 mL

Inoculum volume (L) �1 10 mL
Heat treatment (L) 0.99838 119.9 �C
Soaking time (L) 0.66944 254.38 h
Nitrogen source (L) 0.45319 2.03 g
Calcium source (L) 0.99327 1.29 g
Powder shell size (L) 0.60768 1.053 mm
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3.6. Desirability

The final goal of response surface methodology is the process
optimization. Thus, the developed models can be used for simula-
tion and optimization. To optimize the process with two or more
output responses, it is helpful to use the concept of desirability
function. The desirability function is one of the most widely used
methods for optimization of multiple response processes in science
and engineering. It combines multiple responses into one response
called desirability function by choosing a value from 0 (one or more
Fig. 8. Desirability profiles for optimization of dem
characteristics are unacceptable) to 1 (all process characteristics are
on target). Each of the estimated responses is transformed to an
individual desirability value ranging from 0 to 1. The value of
individual desirability increases as the desirability of the corre-
sponding response increases. The overall desirability of the process
is computed as a geometric mean of the individual desirability
functions (Popov et al., 2010).

The results of optimization by desirability function approach for
maximization of DM and DP are given in Fig. 8.
ineralization (DM) and deproteinization (DP).
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The desirability function to get optimum demineralization and
deproteinization was fitted by the least square model. The level of
variable giving the highest desirability (1.0) was selected as
optimum level. The optimized levels of variables (X1, X2, ., X10)
were determined using the profiles (Fig. 8) for predicted values for
DM and DP and desirability function. The optimized factors giving
the highest DM and DP, namely 98% and 78% respectively are
collected in Table 8.

4. Conclusion

The influence and effect of different factors such as the reducing
sugars concentration, the temperature, the weight of shell powder,
the volume of culture medium (date juice), the inoculum volume,
the heat treatment, the fermentation time, the nitrogen source
[(NH4)2Fe(SO4)2], the calcium source (CaCl2), the shrimp shell size,
on the yield of demineralization and deproteinization were
investigated.

Central composite design and response surface methodology
have been realized for the determination of the optimal condi-
tions for chitin recovery by lactic acid fermentation. The resulting
model led to the optimal conditions of demineralization and
deproteinization of shells of P. longirostris by a biological method.
A concentration of 171.37 g L�1 of reducing sugars, an incubation
temperature of 32.13 �C, a volume of 100 mL fermentation
medium and inoculum of 10 mL for 254.38 h using 2.03 g/100 mL
of mineral nitrogen and 1.29 g/100 mL of calcium led to 98% and
78% demineralization and deproteinization by fermentation of
4.84 g shell of 1.53 mm size by 100 mL of fermentation medium.
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Résumé : 

L’objectif de ce travail est l’étude de l’optimisation de la récupération de la chitine à partir de déchets marins, les 

carapaces des crevettes Parapenaeus longirostris, par voie fermentaire en utilisant une bactérie lactique 

Lactobacillus helveticus. La récupération de la chitine nécessite deux étapes : La déminéralisation (DM) et la 

déprotéinisation (DP). En effet, la bactérie a la capacité de produire l’acide lactique pour solubiliser les minéraux 

et d’excréter les protéases pour hydrolyser les protéines conduisant à la DM et DP, respectivement. 

La culture de lactobacille dans un milieu à base de glucose nous a permis d’obtenir 60% de DM à 35°C avec 

300g/l en glucose et 76% de DP à 30°C avec 80g/l en glucose. L’utilisation de jus de dattes comme milieu de 

fermentation a permis d’améliorer ces résultats dont on a obtenu 61% de DM et 83% de DP avec 200g/l en 

sucres réducteurs à température d’incubation de 30°C. 

Dans le but d’améliorer ces rendements, on a utilisé la méthode de surface de réponse et le plan composite 

central (CCD). L’analyse des résultats obtenus montrent que les conditions optimales pour 98% de DM et 78% 

de DP sont : Concentration en sucres réducteurs de 171.37 g/l, température de 32.13°C, quantité de la poudre de 

carapace de 4.84 g, volume de milieu de culture de 100ml, volume de l’inoculum de 10 ml, traitement thermique 

de 119.9 °C, temps de fermentation de 254.38 h, source d’azote de 2.03 g, source de calcium de 1.29 g, 

granulométrie de 1.053 mm. 

 

Mots clés : chitine, fermentation lactique, lactobacilles, plan composite central, méthodologie des surfaces de 

réponse 

 

Abstract : 

The purpose of this work is the study is the optimization of chitin recovery from shrimp shell waste of 

Parapenaeus longirostris by biological method using lactic acid bacteria Lactobacillus helveticus. Chitin 

recovery occurs in two steps: demineralization (DM) and déprotéinisation (DP). The lactic acid bacteria produce 

lactic acid for mineral solubilization and proteases for the proteolyse. 

The culture of lactobacilli in glucose was given 60% of DM at 35°C with 300g/l of glucose and 76% of DP at 

30°C with 80 g/l of glucose. The uses of date juice ameliorate these rates, we have obtained 61% of DM and 

83% of DP with 200g/l of reducing sugars at 30°C .       

Based on the use of central composite design and response surface methodology ten factors with three levels 

each were examined to determine the optimal operational conditions of demineralization and deproteinization.  

The analysis of the obtained results showed that the optimal conditions of 98% of demineralization and 78% of 

deproteinisation are 171.4 g L
-1

 of reducing sugars, 2.03 g of nitrogen source [(NH4)2Fe(SO4)2] and 1.29 g of 

calcium source (CaCl2), used to ferment 4.84 g of shells, of 1.053 mm size heat treated at 120 °C, with 10 mL of 

inoculum (Lactobacillus helveticus) incubated at 32.1 °C in 100 mL of juice date for 254.38 h (15 days). 

 

Key words: chitin, lactic acid fermentation, lactobacilli, composite central design, response surface methodology 

 


