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Les océans recouvrent plus de deux tiers de la surface du globe et une très grande 

diversité d’organismes y vivent et y prolifèrent. Certains de ces organismes élaborent des 

composés biochimiques forts prometteurs pour l’humanité. Les travaux de recherche, portant 

sur la valorisation de ces composés communément appelés «biomolécules», ont débuté au 

cours des années 50 (Seng, 1988). L’une des recherches a permis la découverte de la chitine 

composante structurelle majeure de l’exosquelette d’invertébrés marins, principalement, des 

crustacés. 

 

Les propriétés physicochimiques et la grande variété d’activités biologiques font de la 

chitine et ses dérivés des biopolymères de choix pour de nombreuses applications telle que : la 

biotechnologie, la médecine, l’agroalimentaire, l’environnement, etc. 

 

La récupération de la chitine s’effectue habituellement  par une méthode chimique 

utilisant de fortes concentrations d’acides et de bases. Mais le coût onéreux de cette 

transformation et la pollution chimique générée lors de l’extraction de la chitine limitent 

l’extrapolation  de ce procédé à l’échelle industrielle. Pour y remédier, une méthode 

biologique a été développée.  

En effet, l’extraction  de la chitine par voie biologique repose sur l’utilisation des bactéries 

lactiques. Ces bactéries ont la capacité de produire l’acide lactique pour solubiliser les 

minéraux et d’excréter des protéases conduisant à la déminéralisation et à la déprotéinisation, 

respectivement. 

 

Les objectifs de notre travail de recherche et des nombreux tests expérimentaux, 

réalisés au laboratoire, rentrent dans le cadre de la valorisation de deux produits : les  

carapaces de crevette blanche Parapenaeus longirostris et les déchets de dattes Deglet Nour 

produites en grande quantité dans le sud d’Algérie. Le choix de ces produits réside dans la 

richesse en chitine de la carapace des crevettes ainsi que la richesse en sucres réducteurs dans 

le jus de dattes nécessaires à la croissance de la bactérie lactique Lactobacillus helveticus 

cultivée dans un fermenteur en batch.  

La récupération de la chitine nécessite deux étapes : la déminéralisation et la 

déprotéinisation de la carapace puisque le biopolymère se trouve lié aux protéines formant 

ainsi une matrice protéique et renfermant des sels minéraux insolubles, principalement, les 

carbonates de calcium. 
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 L’élimination biologique des protéines et des minéraux nécessite donc l’optimisation 

des paramètres physico-chimiques liés à la fermentation lactique de la bactérie inoculée dans 

le milieu de culture. Nous avons choisi dans ce travail : la nature du substrat carboné ainsi que 

sa concentration initiale, la source azotée, la micro aération du milieu et la température 

d’incubation.  

 

Les analyses physico-chimiques et spectroscopiques (taux de CaCO3, spectroscopie 

FTIR, diffraction des RX et fluorescence X) ont été effectués afin de confirmer l’élimination 

des minéraux ainsi que la présence de la structure cristalline de l’-chitine dans la carapace 

après fermentation lactique dans les différents milieux de fermentation étudiés. 

 

Ce mémoire comporte deux grandes parties : 

* Une partie bibliographique consacrée aux généralités sur la chitine et ses applications, à la 

croissance bactérienne et les besoins nutritifs, aux bactéries lactiques, leurs métabolismes et 

leurs applications dans l’extraction de la chitine. 

* Une partie expérimentale consacrée aux matériels et méthodes, à la discussion et à 

l’interprétation des résultats obtenus.  



 

 

 

 

Chapitre I  

Chitine et ses applications 
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I.1. Historique 

En 1811, BRACONNOT Henri directeur du jardin botanique de Nancy, a été le premier à 

isoler une fraction de la membrane de certains champignons, qu’il a appelé fongine. Cette 

découverte précède de trente ans l’isolement de la cellulose des plantes. Un peu plus tard, soit 

en 1823, ODIER renomme la fongine en chitine, terme dérivé du grec et signifiant tunique 

(Beaulieu, 2007).       

 

I.2. Définition  

La chitine est un polymère formé d’une répétition d’unités de N-acétyl-D- 

glucosamine, c’est le deuxième polymère le plus abondant après la cellulose (Aytekin et al., 

2007). Elle est la composante  majeure de la paroi cellulaire de beaucoup de champignons 

ainsi que dans des carapaces de crustacés tels que : homards, crevettes et crabes (Kasaai., 

2008). Elle forme, également, le tégument externe rigide des sauterelles, des scarabées, des 

cafards ainsi que de nombreux autres insectes (Jerome et al., 2004).  

Dans de nombreux pays industrialisés, on constate une forte exploitation de ces 

ressources naturelles qui, contrairement aux produits dérivés du pétrole, la chitine est un 

produit renouvelable, non toxique (Koide, 1998), hypoallergique et surtout biodégradable et 

par conséquent non polluante (Beaulieu, 2007).  

 

I. 3. Structure de la chitine   

La chitine est un copolymère constitué d’une chaîne linéaire d’unités de 2-acétamido-

2-desoxy-β-D- glucose liées par la liaison glucosidiques β (1–4) (Jun Cai et al., 2006 ;  

Aytekin et al., 2007). Sa structure est similaire à celle de la cellulose (Akkaya et al., 2007), à 

l’exception des groupements hydroxyles C-2 acétylés comme le montre le schéma (Fig 1).  
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A 

B 

 

 

 

Fig. 1 : Les structures moléculaires : chitine (A) et cellulose (B)  

(Onar and Sariisik, 2000; Mrunal, 2004) 
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Elle se présente sous forme de grands rubans qui parcourent la paroi chez les cellules des 

champignons et l’exosquelette des crustacés, des insectes et des araignées (Jerome et al., 

2004). 

La chitine se retrouve naturellement sous trois formes polymorphes (α, β et γ) qui 

diffèrent selon l’arrangement des chaînes (Poirier, 2000; Rinaundo, 2006) : 

  

La forme α (Fig 2) représente la forme la plus abondante, la plus stable et la plus 

accessible dans la nature. Elle est constituée par des molécules alignées formant des chaînes 

antiparallèles dans la direction C. Cet arrangement, confère à l’α-chitine une structure 

cristalline rigide avec de fortes liaisons hydrogènes donnant des propriétés physiques  

considérables au biopolymère. Le groupement N-acétyle se situe au dessus des liaisons 

hydrogènes inter et intra-chaines N-H…C=O liées au groupement C2-acétamide. La forme α 

se trouve généralement chez les mollusques, les crustacés, les épines des diatomées et des  

calamars et dans la paroi fongique (Kurita, 2001; Khor, 2001, Rinando, 2006).   

 

La forme β (Fig 3) représente la forme la moins stable et la plus biodégradable de la 

chitine (Manisara et al., 2003). Elle a un arrangement parallèle engendrant de faibles forces 

intermoléculaires (sur l’axe C) ce qui confère à la molécule une moindre stabilité 

comparativement à la forme α (Lavall, 2007). Ce positionnement facilite l’incorporation des 

molécules d’eau entre les chaînes de β chitine (Khor, 2001).  
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Fig.2 : Structure moléculaire et représentation conventionnelle de l’α-chitine  

(Khor, 2001) 
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Fig. 3 : Structure moléculaire et représentation conventionnelle de la β-chitine  

(Khor, 2001) 
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La troisième forme polymorphique est la γ-chitine (Fig 4) qui constitue le mélange des 

deux formes α et β (Ramirez-Coutiňo et al., 2006). 

 

 

Fig. 4 : La représentation conventionnelle de la γ-chitine 

(Donadel, 2004) 

 

         De plus, la chitine existe rarement à l’état libre, elle est presque toujours liée par des 

liaisons covalentes à des protéines, sous forme de complexes chitino–protéiques. Cette 

complexation a pour conséquence une résistance aux hydrolyses chimiques et enzymatiques. 

Une telle structure rigide ne rend pas son étude aisée, et cela d’autant plus qu’il n’existe pas 

un seul type de chitine mais des polymères qui se diffèrent par la taille, le pourcentage 

d’acétylation, et l’état plus ou moins cristallin, etc (Seng, 1988).   

 

I.4. Les propriétés de la chitine  

La chitine et ses dérivés, principalement le chitosane, la forme désacétylée de la 

chitine, ont attiré l’attention de plusieurs chercheurs et industriels depuis une trentaine 

d’année à cause de leurs propriétés physicochimiques et biologiques (Muzzarelli, 1977; 

Mathur and Narang 1990; Li et al., 1992; Percot et al., 2003; Kurita et al., 2005). 

 

         La chitine est fortement hydrophobe et insoluble dans l’eau et dans la plupart des 

solvants organiques (Mario et al., 2007). C’est un polysaccharide azoté, basique, cationique, 

de couleur blanchâtre et non toxique (Majeti et al., 2000; Morimoto et al., 2002; Mrunal, 

2004). Elle est caractérisée par : le degré de N-acétylation, le degré de substitution, le poids 

moléculaire et la solubilité (Majeti et al., 2000; Kittur, 2002). 
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I.4.1. Les propriétés physicochimiques  

 

a) Degré de N-acétylation  

Le degré d’acétylation (DA) est un paramètre fondamental qui influence les propriétés 

des biopolymères chitineux. La détermination de DA est essentiel pour étudier la structure 

chimique, les propriétés des copolymères et la relation structure chimique- propriétés 

(Kasaai, 2008). Il est défini comme étant le nombre d’unités de glucopyranose de la chaîne de 

biopolymère ayant un groupement N-acétyle (Khor, 2001).  

Les groupements amines au niveau de C-2 sont parfaitement acétylés. Généralement, 5 à 15% 

de désacétylation est provoqué par le traitement alcalin lors du processus d’extraction de la 

chitine (Morimoto et al., 2002). On parlera de chitine lorsque le degré d’acétylation est 

supérieur à 70% (Kiefer, 1999 ; Morimoto et al., 2002).  

 

b) La solubilité  

La chitine est insoluble dans les solvants usuellement utilisés pour la cellulose 

(solutions aqueuses d’hydroxyde de cuprammonium et de cupriéthylènediamine) (Poirier, 

2000). Cette faible affinité pour les solvants est due aux fortes liaisons hydrogènes 

intermoléculaires (Kurita, 2001).  

Généralement, la chitine (α-chitine) est soluble dans quelques solvants comme N,N-

diméthylacétamide (DMAc) qui contient 5-10% de LiCl et quelques solvants fluorés comme 

hexafluoroacétone et hexafluoro-2-propanol. Elle est également soluble dans l’acide 

chlorhydrique, l’acide sulfurique, l’acide acétique et l’acide phosphorique à  

78-97% (Yang et al., 2004). Cependant, la solubilité dépend de la source de chitine (Kurita, 

2001). 

 

c) Le poids moléculaire  

Le poids moléculaire de la chitine est également un facteur important pour sa 

caractérisation (Kurita, 2001). La connaissance de tel paramètre est nécessaire pour les 

usages industriels (voir les applications de la chitine) (Montserrat, 2002). Il varie entre 1,03 

et 2,5 MDa (Fernandez, 2004). 
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I.4.2. Les propriétés biologiques  

 

a) Biocompatibilité  

La chitine n’a aucun caractère antigénique et de ce fait elle est parfaitement 

compatible avec les tissus vivants. Son caractère antithrombogène et hémostatique confirme 

sa possibilité d’emploi dans tous les domaines de la biologie (Bal et al., 2006 ; Juraj et al., 

2007). 

 

b) Biodégradabilité  

La chitine est biodégradable, elle est hydrolysée par une série d’enzymes telles les 

chitinases (Reetarani et al., 2000), le lysozyme et les glucanases (Yang et al., 2004). Les 

chitinases scindent la chitine en de nombreux points pour former principalement le chitobiose 

(disaccharide) et le chitotriose. Une autre enzyme la chitobiase hydrolyse le chitobiose et le 

chitotriose en monomères qui peuvent être rapidement biodégradés (Jerome et al., 2004).  

 

I.5. Les applications de la chitine 

Les activités biologiques incluant les propriétés antifongiques et antibactériennes, la 

stimulation des réactions de défense chez les plantes, les propriétés curatives, l’inhibition des 

tumeurs et les effets nutritionnels. Ses propriétés biologiques font de la chitine un 

biopolymère très intéressant pour des applications dans plusieurs domaines tels que 

l’agriculture, l’agroalimentaire, la médecine, la cosmétologie, le textile et le traitement des 

eaux usées (Neetu et al., 2006 ; Theruvathil et al., 2007). 

 

I.5.1. En agriculture  

La chitine joue un rôle d’éliciteur (inducteur) des mécanismes de défense des plantes 

(Kurita, 1997 ; Leclerc, 1997). Elle leur confère une résistance contre les infections et les 

agressions parasitaires. La chitine et ses dérivés peuvent être également, utilisés comme 

insecticides naturels (Jun Cai et al., 2006), comme agents de conservation des fruits et 

légumes (fraises, poivrons, concombres et tomates) (El-Ghaout et al., 1992) et comme 

engrais biologiques. En effet, Ali et ses collaborateurs (1997) ont observé, suite à l’ajout de 

matière organique chitineuse, que les feuilles et les tiges de soja accumulent plus d’azote.  
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I.5.2. En traitement des eaux usées  

A cause de leur grande capacité d’adsorption, la chitine et ses dérivés sont utilisés 

comme agents de chélation des cations et des ions métalliques à savoir Cd2+, Pb2+, Cu2+ (Hua 

et al., 2004). Le pouvoir chélateur de ces substances (Muzzarelli R. and Muzzarelli C., 

2006; Laurance and Mansur, 1980) est expliqué par la présence de groupement acétylamine 

(-NHCOCH3) et le groupement amine (-NH2) sur les polymères chitine et chitosane, 

respectivement (Mrunal, 2004). Ils sont également utilisés pour traiter les effluents, de 

l’industrie textile, riches en colorants par adsorption et par coagulation - floculation (Kurita, 

1997).  

 

I.5.3. En médecine  

La chitine possède des capacités cicatrisantes (Koide, 1998), immunologiques 

(Hitoshi and Aiba, 2004), antitumorales (Koide, 1998), hémostatiques et anticoagulantes 

(Benesch, 2001 ; Preyanat et al., 2003 ; Jayakumar et al., 2006). Grâce à leur résistance à 

la bile, à la biocompatibilité (Yongle et al., 2007) et à la biodégradabilité (Speiciene et al., 

2007), les substances chitineuses sont utilisées dans la fabrication des fils de suture et servent 

de  transporteurs des substances actives médicamenteuses à la vitesse et à l’endroit choisis  

(Foscolo and Phillipon, 1997). Le chitosane est également utilisé en ophtalmologie comme 

véhicule pour la mise au point d’hydrogels ophtalmiques (Felt, 1999 ; Morfin et al., 2002). 

 

I.5.4. Autres applications 

La chitine et ses dérivés peuvent être utilisés dans d’autres doma ines tels que la 

cosmétologie (Jun Cai et al., 2006) pour la fabrication des crèmes hydratantes et 

amincissantes, l’industrie papetière pour la fabrication de la cellulose (Dubrana, 1992), en 

microbiologie comme sources de carbone (Wang et al., 1995; Chang et al., 2006) et pour la 

production de chitinases (Suresh and Chandrasekaran, 1998), en biotechnologie pour 

l’encapsulation et l’immobilisation des enzymes (Muzzarelli and Riccardo, 1983; Jinjiang, 

1996) et dans l’industrie agro-alimentaire (Xiaolan et al., 2005) comme conservateurs et 

additifs alimentaires (Shahidi et al., 1999; Agulló et al., 2003).  
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I.6. L’extraction de la chitine : 

         

 On retrouve la chitine, essentiellement, dans les carapaces des animaux marins 

invertébrés, tels les crevettes et les homards. Elle est associée à la calcite et à certaines 

protéines, formant un exosquelette solide chez certains invertébrés (Giraud-Guille et al., 

2004). En effet, dans sa structure, la chitine est souvent liée aux autres constituants majeurs de 

la carapace, formant des liens covalents avec les protéines.  La matrice complexe protéique  

ainsi formée, renferme des cristaux de sels composés de carbonate et/ou de phosphate de 

calcium (CaCO3 et/ou CaPO4) (Percot et al., 2002). 

      De nos jours, la chitine est extraite principalement à partir des sous-produits issus de la 

pêche des crustacés qui en contiennent 20 à 50% sur base sèche (Alexandre et al., 2006; 

Beaulieu, 2007). 

 

 L’extraction de la chitine de la carapace nécessite au moins deux étapes distinctes lorsque 

l’on procède à la méthode chimique : la déminéralisation en milieu acide et la déprotéinisation 

en milieu basique (Percot et al., 2002). 

  

 La déminéralisation de la chitine s’effectue habituellement avec une solution d’acide  

généralement HCl (0.1-1M) (Gentilia et al., 2006), afin de transformer les minéraux non 

solubles de la carapace en sels solubles. Le carbonate de calcium, principal composé minéral 

de la carapace, réagit avec l’acide pour former du chlorure de calcium, de l’eau et du gaz 

carbonique. La réaction peut être décrite comme suivante : 

 

2 HCl (aq) + CaCO3 (solide) → CaCl2 (aq) + H2O + CO2 (g)…..(1) 

 

La plupart des autres minéraux, tel que le magnésium, manganèse et le cuivre présents 

réagissent de façon similaire et donnent des sels solubles en présence d’acide. Les sels formés 

peuvent être séparés de la chitine par une simple filtration suivie d’un lavage à l’eau d istillée 

de la carapace. Ces sels, ensuite, peuvent être récupérés pour une valorisation par 

précipitation. Une grande quantité de mousse est produite durant la déminéralisation résultant 

du dégagement du gaz carbonique (No and Hur, 1989 ; Duval, 2008). 
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 Quant à la déprotéinisation de la carapace, elle consiste à solubiliser les protéines, 

présentes dans la matrice de chitine, dans une solution basique.  Elle peut être effectuée de 

façon douce ou sévère. 

 

 La méthode sévère dite chimique apparaît plus rapide et plus efficace mais très polluante à 

cause des effluents d’acides et de bases produits lors de l’extraction de la chitine (Jung et al., 

2005). En plus, l’utilisation des acides forts conduit à la modification des propriétés 

physicochimiques de la chitine suite à la dépolymérisation et à la désacétylation du polymère 

(Shirai et al., 2001; Mahmoud et al., 2007). 

  

 La méthode douce dite biologique, mise en évidence pour remplacer la méthode chimique 

(Evonne and Lee, 2002), est basée sur l’utilisation des bactéries lactiques et/ou des enzymes 

protéolytiques qui dégradent les protéines en peptides solubles dans la solution aqueuse 

(Percot et al., 2002, Synowiecki and Al-Khateeb, 2000; Duval, 2008 ).  

 

 L’utilisation des bactéries lactiques dans l’extraction de la chitine présente un double 

avantage, car en plus de la présence d’enzymes protéolytiques (Rao et al., 2000), qui 

favorisent la déprotéinisation de la carapace, ces bactéries produisent l’acide lactique en 

dégradant la source de carbone additionnée dans le milieu de fermentation. L’acide produit 

provoque un abaissement de pH du milieu réactionnel conduisant ainsi à la solubilisation des 

minéraux principalement les carbonates de calcium et par conséquent il provoque la 

déminéralisation de la carapace. Le carbonate de calcium, libéré de la carapace, réagit avec 

l’acide lactique produit et forme le lactate de calcium soluble dans le milieu. La réaction est 

décrite par l’équation suivante : 

 

2 C3H6O3 + CaCO3 (solide) → Ca(C3H5O3)2 (aq)+ H2O + CO2 (g) …..(2) 



 

 

 

 

 

Chapitre II   

Les bactéries lactiques 
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II. 1. Les bactéries lactiques et leur utilisation dans l’extraction des biopolymères  « la 

chitine »  

Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes, hétérotrophes et chimio-

organotrophes (Doleyres, 2003), des bactéries à Gram- positif, de formes en bâtonnet ou en 

coque, immobiles et non sporulantes.  

Il existe 11 genres bactériens qui  figurent dans la catégorie des bactéries lactiques : 

Aerococcus, Alloicoccus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus et Vagococcus  (Doleyres, 2003).   

Les bactéries lactiques tolèrent de petites quantités d’oxygène, de grandes teneurs peuvent 

leur être néfastes. Ceci peut probablement être relié au peroxyde d’hydrogène (H2O2) qui est 

produit dans les cellules en présence d’air. Ce dernier doit être éliminé, dans le cas contraire 

son accumulation devient toxique. Le système le plus efficace d’élimination de H2O2 est une 

enzyme nommée catalase dont les bactéries lactiques sont déficientes. Les bactéries lactiques 

possèdent plutôt une peroxydase, moins efficace que la catalase. Ainsi, comme les bactéries 

lactiques n’éliminent pas facilement le peroxyde, elles sont considérées comme 

microaérophiles (Doleyres, 2003). 

Elles se développent  majoritairement à pH 4,0- 4,5 et certaines sont encore actives à pH 

basique (9,6) ou pH acide (3,2). Elles ont des tolérances  très variables vis-à-vis du sel 

(Ballarda, 2003). 

 

II. 2. Origine 

Les bactéries lactiques colonisent des milieux naturels variés telles que la surface des 

végétaux et les muqueuses des mammifères (intestin, bouches, vagin et surface de la peau) 

(Badis et al., 2005).  

 

II. 3. Isolement  

L'isolement de ces bactéries est difficile et il se réalise dans un milieu particulier : milieu 

MRS en anaérobiose. Les bactéries lactiques sont exigeantes en facteurs de croissance 

pendant la fermentation homolactique ou hétérolactique. En effet, en présence seulement  de 

peptones, elles ne sont pas capables de se développer. 
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II. 4. Pouvoir pathogène 

Les Lactobacilles ne sont pas pathogènes puisqu’elles sont très employées dans la 

fabrication des produits laitiers. On trouvera bien entendu de rares infections chez des patients 

très immunodéprimés.  

 

II. 5. Rôles des bactéries lactiques  

En industrie, les Lactobacillus sont utilisés comme starters (L. helveticus, L. 

bulgaricus, L.lactis) pour la production de nombreux fromages et des yaourts. Ils jouent un 

rôle important dans les produits à base de viande, par exemple dans la préparation des 

saucissons crus (Leclerc et al., 1995). 

L’action de la flore lactique dans la conservation d’un aliment est liée à l’abaissement 

du pH consécutif à la production d’acide lactique. Les bactéries lactiques peuvent aussi 

produire de nombreux agents anti-bactériens tels que les bactériocines qui contribuent à 

inhiber la croissance des flores indésirables. Enfin, elles ont une action déterminante sur les 

qualités organoleptiques des produits fermentés (texture et arôme) (Drouault et al., 2001). 

Les bactéries lactiques ont un potentiel enzymatique énorme, ce qui d’ailleurs leur confère 

une importance en industrie (Djould, 2004).  

Aujourd’hui, les applications des bactéries lactiques se sont élargies à la production 

des biopolymères, principalement la chitine. Un grand nombre de biomasses marines ont pu 

être valorisées et ce sont essentiellement les carapaces des crevette s, des crabes et des 

langoustines.  

- Avec  la souche Lactobacillus paracasei, Zakaria et al. (1998) ont réalisé  une extraction de 

la chitine à partir des déchets de langoustine. Dans un bioréacteur agité et incubé à 

température de 30°C, un milieu de fermentation contenant 1 Kg de déchets de langoustine, 

10% de glucose (volume/masse) et 10% d’inoculum (volume/masse). Au bout de 3 jours de 

fermentation, les essais ont abouti à des taux de déminéralisation (DM) et de déprotéinisation 

(DP) de 61% et 77,5%, respectivement.  

- Avec des carapaces de crevettes, une autre espèce de Lactobacillus a été utilisée 

Lactobacillus plantarum 541 par Rao et al. (2000). Cette étude a été portée sur l’optimisation 

des paramètres physicochimiques tels que : la concentration en glucose (0 à 8,7%), le pH 

initial (après ajustement à l’acide acétique 1%). Les résultats obtenus ont montré qu’avec une 

concentration de 5% en glucose et un pH initial égale à 6 ajusté avec de l’acide acétique, des 

taux élevés ont été atteints : DM 90% et DP 88%. Alors que, les expériences réalisées à pH 

libre (8-9) donnent des taux plus faibles : DM et DP 47,9% et 87,3%, respectivement.  

http://membres.lycos.fr/microbio/systematique/LactoB.html#anchor0
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- D’autres séries de fermentations lactiques ont été, depuis, réalisées sur les carapaces des 

crevettes. L’équipe de Cira (2002) ont étudié l’effet de la source de carbone (lactose, sucrose 

et lactosérum) sur la souche Lactobacillus B2 à deux concentrations (0,5 et 10 

volume/masse). Les meilleurs résultats ont été donnés par le sucrose fermenté à 10% 

(masse/volume) et un inoculum de 5% (volume/masse). Le taux de DM obtenu est de 56,8% 

et le taux de DP est de 63,5%.  

 

 Par la suite, de nouveaux essais ont été élaborés dans le but d’améliorer le procédé 

d’extraction de la chitine en vue d’augmenter les taux de DM et de DP. Sur des carapaces de 

crevettes, il a été précédé au traitement biologique le traitement chimique. Po ur ce cas, de 

faibles concentrations en acide HCl (0,5M) et en base NaOH (0,4M) ont été utilisées. Les 

résultats obtenus sont 89.4% de DP et 82.5% de DM. 

 L’amélioration des taux de DM et de DP a été aussi envisagée par l’utilisation d’un 

mélange de bactéries lactiques et de bactéries protéolytiques. Selon Healy et al. (2003), le 

mélange de deux bactéries lactiques (Lactobacillus plantarum et Lactobacillus salivarus) et 

deux bactéries protéolytiques (Pediococcus acidilatici et Streptococcus faecium) a permis 

d’aboutir à un taux de DM de 90,99% et à une élimination totale de l’azote protéique.  

 

 Par cofermentation, Jung et al. (2005) ont utilisé un mélange comportant 

Lactobacillus paracasei subsp. Tolerans KCTC-3074 et une bactérie protéolytique Serratia 

maracescens FS-3 pour extraire la chitine à partir de la carapace des crabes rouges 

(Chinoecetes japonicus). Le couplage a donné une déminéralisation de 97,2% et une 

déprotéinisation de 52,6%.  En utilisant la bactérie protéolytique seule, la déprotéinisation a 

été améliorée, le taux a atteint 84%.  

 

 Rao and Stevens (2006) ont réalisé deux fermentations, l’une avec une bactérie 

lactique amylolytique (Lactobacillus plantarum A6) et l’autre avec une bactérie lactique non 

amylolytique (Lactobacillus plantarum 541) à différentes concentrations en NaCl. En 

présence de 2% de sel, les résultats obtenus sont 81,4% de DM et 59,8% de DP avec la souche 

541 et 65,5% de DM et 52,2% de DP avec la souche A6.  

 Lors des travaux réalisés par Aytekin et al. (2007) sur la carapace des crevettes roses, 

une optimisation de la concentration en glucose de 1 à 15% a été étudiée sur trois souches en 

cultures pures, deux bactériennes (Teredinobacter, Lactobacillus lactis) et l’autre  
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fongique (Rhizopus oryzea). Les résultats révèlent une concentration optimale en glucose de 

15% avec des taux de DM et de DP de 18,52% et 63,20%, respectivement pour 

Teredinobacter, 78,83% et 76,49%, respectivement pour Lactobacillus lactis, et enfin 68,25% 

et 69,51%, respectivement pour  Rhizopus oryzea. 

 

           Les travaux de Arbia (2007) ont porté sur l’optimisation des paramètres 

physicochimiques (température, la nature et la concentration en substrat carboné) de 

l’extraction de la chitine à partir des carapaces de la crevette blanche Parapenaeus 

longirostris par Lactobacillus helveticus. Les résultats obtenus sont 60% de DM avec  une 

concentration de 300 g/l en glucose et 76% de DP avec une concentration de 80 g/l en 

glucose. La deuxième partie consiste à remplacer le glucose par un substrat naturel 

carbohydraté « jus de dattes ». Ces essais ont permis d’améliorer la  DP à un taux de 91%.  

   

 Jung et al. (2007) ont extrait la chitine par voie biologique à partir de la carapace des 

crabes rouges. Ce travail a montré que l’ordre d’utilisation de la bactérie lactique et de la 

bactérie protéolytique était important.  

L’utilisation de la bactérie Serratia marcescens FS-3 suivie par Lactobacillus paracasei 

subsp. Tolerans KCTC-3074 donne de meilleur résultat pour la co-élimination de CaCO3 et 

des protéines présentes dans la carapace des crabes. Les taux de DP et de DM obtenus sont 

68,9% et 94,3%, respectivement. 

 D’après ce même auteur, puisque la bactérie Serratia marcescens FS-3 présente une 

forte activité protéolytique qui est de 60,7 U/ml au bout de 3 jours d’incubation, il est possible 

d’améliorer le taux de DP. L’inoculation de ce milieu de fermentation avec 10% de FS-3 a 

permis d’atteindre 84% au bout de 7 jours. Un taux de DM de 47% a été, également, observé.  

  

 Xu et al. (2008) ont purifié la chitine à partir des carapaces de Panaeus monodon et 

Crangon crangon par un procédé de fermentation en deux étapes avec déprotéinisation 

anaérobique en utilisant une bactérie sporulante qui possède une activité protéolytique de  

76 U/ml, suivie d’une décalcification par  une bactérie homolactique Lactobacillus casei. 

Cette bactérie anaérobique a conduit à un taux protéique restant de 5,8%. En ce qui concerne 

la DM, l’acide lactique produit par Lactobacillus casei a conduit à la solubilisation du 

carbonate de calcium, avec un taux de 0,4% de calcium résiduel.   
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D’autres genres de bactéries ont été utilisés dans l’extraction de la chitine : 

 

o Soit Pseudomonas aeroginosa  F722 étudiée par Kyung Taek Oh et al. (2007). Cette 

bactérie est incubée avec la poudre de carapace des crabes pendant 7 jours à 

différentes températures (25, 30 et 35°C) et à différentes quantités de carapaces. A 

température optimale observée  de 30°C et à quantité optimale de poudre de carapace 

de 5%, des taux de DM de 92% et de DP de 63% ont été aboutis.  

 

o Soit Bacillus subtilis étudiée par Theruvathil et al. (2007). Ces chercheurs ont 

constaté que la bactérie produit, d’une part, une quantité suffisante d’acide pour 

éliminer les minéraux de la carapace des crevettes et libère, d’autre part, des protéases 

qui sont responsables de la DP. Cette étude abouti à des taux de DM et de DP de 72% 

et 84%, respectivement. 

 

o Soient Bacillus cereus et Exiguobacterium acetylicum étudiées par Iryna et al.  

(2009). Ces deux bactéries ont été incubées séparément avec 10% de la poudre de  

carapace des crevettes à 37°C pendant 14 jours dans un fermenteur de 12 litres.  Les 

meilleurs  résultats sont donnés par B. cereus avec 78,6% de DP et 73% de DM. 

 

o Soient la bactérie Lactococcus lactis  et la bactérie marine Teredinobacter turnirae 

étudiées pour l’extraction de la chitine à partir de la crevette rose par Aytekin et al. 

(2009). Différentes stratégies d’inoculation des bactéries ont été appliquées utilisant 

l’acide lactique produit par L. lactis et les protéases produites par T.turnirae. Le 

meilleur rendement 95,5% est obtenu lorsque T. turnirae a été inoculée en premier.  
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III.1. Introduction 

La croissance se définit comme l'accroissement ordonné de tous les composants d'un 

organisme. Chez les microorganismes unicellulaires (bactéries, levures), elle aboutit à une 

augmentation du nombre d'individus. Cet accroissement est donc synonyme de multiplication, 

puisque toutes les 20 minutes environ, une bactérie peut donner naissance à deux nouvelles 

bactéries. C’est un phénomène de grand intérêt biologique, dont l'importance écologique et 

pratique sont considérables  (Leclerc et al., 1983).  

Les bactéries ont toutes des besoins communs de base, comme eau, source d'énergie, et 

nutriments (source de carbone, d'azote et autres éléments nécessaires aux biosynthèses). 

(Bosgiraud, 2003). 

 

III.2. Les besoins nutritifs  

L'analyse de la cellule montre que 95% du poids sec de la cellule sont composés de 

quelques éléments majeurs: carbone, oxygène, hydrogène, azote, soufre, phosphore, 

potassium, calcium, magnésium, et fer. Ceux-ci  sont nécessaires aux microorganismes en 

quantités importantes et sont appelés macroéléments ou macronutriments. Les six premiers 

éléments (C, O, H, N, S et P) sont des constituants des glucides, des lipides, des protéines et 

des acides nucléiques. Les quatre derniers éléments existent dans la cellule à l'état de cations 

et jouent plusieurs rôles : le potassium ( K+) est nécessaire à l'activité de plusieurs enzymes y 

compris celles qui interviennent dans la synthèse protéique, le calcium (Ca2+) a de 

nombreuses fonctions à savoir la contribution à la thermorésistance des endospores 

bactériennes (Prescott et al., 2003) et l’activation des protéases (Leveau and Bouix, 1980), 

le magnésium (Mg2+) est un cofacteur de nombreuses enzymes.  

  La croissance nécessite également de bonnes conditions physicochimiques (pH, 

température, pression osmotique, aération ou anaérobiose) et d'une absence de prédateurs de 

produits inhibiteurs (Prescott et al., 2003). 

 

III.3. Influence des facteurs extérieurs sur la croissance microbienne 

Les facteurs physicochimiques qui conditionnent la nutrition sont les mêmes qui 

influent sur la croissance. 

 

III.3.1. Le pH 

L’effet du pH sur l’ensemble de l’activité cellulaire est très important. Il a une grande 

incidence sur l'équilibre ionique du milieu, donc sur la perméabilité ce llulaire et la 
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disponibilité des substrats, sur les activités enzymatiques extracellulaires et à un bien moindre 

degré sur les activités intracellulaires (Guiraud, 2003). L’acidification des milieux au cours 

de la croissance est liée à la dégradation des sucres, tandis que l’alcalinisation dérive de celle 

des sources azotées. On remarque que la croissance prend une valeur maximale pour une 

valeur de pH optimale et elle est nulle en dehors des pH physiologiques (Guiraud, 2003). 

 

III.3.2. La température  

La température exerce une influence déterminante sur l’ensemble de l’activité cellulaire 

microbienne. Cette dernière peut être totalement inhibée aux basses températures. On peut 

observer trois types de microorganismes : 

- Les microorganismes psychrophiles : se développent en dessous de 15-20°C même jusqu’à 

des températures négatives. Ils existent des psychrophiles facultatifs et d’autres obligatoires ; 

- Les mésophiles qui comprennent la majorité des microorganismes se développent entre 15-

45°C; 

- Les thermophiles sont capables de se développer au dessus de 45°C et les thermophiles 

extrêmes jusqu’à 75-80°C et même au dessus ; 

 L’action de la température intervient à plusieurs niveaux : activation du métabolisme 

selon la loi d’Arrhénius, stress thermique et dénaturation des constituants cellulaires, et 

intervient également sur les transferts physiques (Guiraud, 2003). 

 

III.3.2. L’agitation 

L’agitation aura pour but d’homogénéiser le milieu, de maintenir les bactéries en 

suspension, d’assurer une concentration maximale d’oxygène et d’optimiser le transfert des 

substances nutritives du milieu extérieur vers les cellules. 

 

III. 4. La courbe de croissance dans un milieu non renouvelé  

Dans un milieu non renouvelé, la croissance d’une population bactérienne s’arrête 

après 16 à 24 heures de culture (sauf espèces à croissance lente : les levures et les 

moisissures) du fait de la raréfaction des nutriments et de l’accumulation des substances 

toxiques. 

En pratique, pour obtenir une courbe de croissance, on inocule au temps (t0=0) un milieu 

liquide avec un petit nombre de bactéries, puis on pratique des prélèvements périodiques 

(toutes les heures par exemple). La courbe tracée représente l’évolution du logarithme du 

nombre de bactéries par unité de volume en fonction du temps (Leyral et al., 2007).  
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Fig.5 : Courbe de croissance dans milieu non renouvelé 

 

III. 4. 1. La phase de latence : 

Le taux de croissance est égal à zéro Il n’y a pas d’augmentation apparente du nombre de 

bactéries. Les bactéries s’adaptent aux nutriments et aux paramètres physico-chimiques. La 

durée de cette phase varie selon l’âge et le nombre initial des bactéries  et selon la nécessité 

d’adaptation des bactéries au milieu (Bosgiraud, 2003). 

 

III. 4. 2. La phase d’accélération : 

Pendant cette phase, on remarque un phénomène d’accélération de la croissance de la 

population. La concentration cellulaire, ou concentration en biomasse : X, augmente 

lentement tout d’abord puis plus vite. La vitesse de reproduction augmente, ainsi que la 

vitesse spécifique de croissance (Scriban, 1999). 

 

III. 4. 3. La phase exponentielle :  

Elle est caractérisée par un taux de croissance constant et maximum. On parle alors de phase 

logarithmique ou exponentielle de croissance.  

 

III. 4. 4. La phase de ralentissement : 

La courbe présente un point d’inflexion qui correspond à l’appauvrissement du milieu de 



Chapitre III                                                                     La croissance bactérienne 

22 
 

culture suite à la disparition d’un ou de plusieurs composés nécessaires à la croissance 

bactérienne (Scriban, 1999). Cette phase est caractérisée par une diminution du taux de 

croissance. 

 

III. 4. 5. La phase stationnaire : 

Le milieu devient de moins en moins favorable à la croissance. Le nombre des cellules viables 

reste constant. Cette phase est caractérisée par une annulation du taux de croissance.  L’arrêt 

de la croissance peut survenir théoriquement, soit parce qu’un aliment indispensable est 

totalement épuisé, soit par suite de l’accumulation de métabolites toxiques  (Leclerc et al., 

1995). 

 

III. 4. 6. La phase de déclin (ou phase de mortalité): 

Au cours de cette dernière phase, les bactéries ne se divisent plus. Beaucoup d’entres elles 

meurent et sont lysées par les enzymes qu’elles libèrent (autolyse). Le taux de mortalité peut 

être constant comme le taux de croissance (Leclerc et al., 1995). 

 

III. 5. Le métabolisme du glucose chez les bactéries lactiques  

Les bactéries lactiques ont en commun la capacité de fermenter les sucres en acide 

lactique. Certaines sont dites hétérofermentaires et produisent de l’acide lactique en même 

temps que d’autres composés (acétate et éthanol en général) alors que d’autres sont  dites 

homofermentaires car elles produisent très majoritairement de l’acide lactique (Bourgeois et 

al., 1993 ; Drouault et al., 2001). 

 

 Dans les conditions normales, c'est-à-dire en présence de forte concentration en source 

de carbone et faible oxygénation, le pyruvate est réduit en acide lactique (métabolisme 

fermentaire) par l’enzyme lactate déshydrogénase NAD dépendante (nLDH), réoxydant ainsi 

le NADH formé au début de la glycolyse  (Axelsson, 2004) (Fig 6). 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre III                                                                     La croissance bactérienne 

23 
 

 

 

 

 

Fig.6 : La glycolyse ou la voie d’Embden–Meyerhof-Paranas (Axelsson, 2004) 
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Dans la plupart des fermentations bactériennes, le D-glucose est le donneur 

d’électrons, il est oxydé via la glycolyse et conduit à la formation de pyruvate ou d’un 

composé qui en dérive tel que l’acétyl-CoA, l’acétaldéhyde, le lactyl-CoA, l’α-acétolactate (2-

hydroxy-2-méthyl-3-oxobutanedioate) ou de métabolites dérivant de ce dernier. Ces produits 

servent alors d’accepteurs d’électrons, ce qui conduit à une grande variété de métabolites 

(Bosgiraud, 2003). 

 

 Il est bien connu que les bactéries lactiques changent leur métabolisme en fonction des  

conditions du milieu, aboutissant aux différents produits finaux (Axelsson, 2004). Le 

pyruvate est la dernière molécule de la glycolyse. On peut le considérer comme la plaque 

tournante du métabolisme, dans la plupart des cas, le changement peut être attribué à 

l’altération du métabolisme du pyruvate, à l’utilisation d’accepteur externe d’électrons ou les 

deux en même temps (Axelsson, 2004 ; Corrieu and Luquet, 2008).  

 

 Chez les bactéries lactiques, en absence de respiration, le pyruvate va être pris en 

charge par des réactions de fermentation, principalement par la lactate déshydrogénase (LDH) 

pour la production de lactate. Leur aptitude à tolérer l’oxygène n’est pas sans conséquence sur 

leur métabolisme. Ainsi, en présence d’oxygène, le métabolisme du pyruvate est alors 

modifié. Dans certaines conditions, une limitation en source de carbone ou bien la nature de 

cette source de carbone, le pyruvate peut aussi être métabolisé en acétate et éthanol via la 

pyruvate déshydrogénase ou bien donner lieu, via l’acétolactate synthétase, à la production 

d’acétoine et le diacétyle ; ce dernier composé étant rechercher pour sa valeur aromatique 

dans les produits laitiers (Axelsson, 2004 ; Corrieu and Luquet, 2008). 
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IV.1. Matériels 

IV.1.1. La souche bactérienne :  

La bactérie utilisée, dans ce travail, est Lactobacillus helveticus souche milano qui provient de 

la société Even (Ploudaniel, France). Pour sa conservation, elle est cultivée (42°C, 24h) sur 

lait écrémé reconstitué à 10% (masse/volume) puis placée à –16°C. 

 

IV.1.2. La carapace : 

Les carapaces (y compris têtes et thorax) utilisées dans notre étude, proviennent des crevettes 

Parapenaeus longirostris.  

 

IV. 1. 3. Le jus de dattes :   

Préparé à partir des déchets de dattes issus de la variété Deglet-Nour, récoltés en 2007. Le 

choix a été porté sur le jus de dattes, du fait que le secteur phoenicicole algérien fournit à 

chaque compagne prés de 60000 tonnes de déchets de dattes provenant soit directement des 

palmiers, soit des écarts de stationnement de conditionnement au sud d’Algérie (Boudjelal 

and Nacib, 2001).   

 

IV. 2. Méthodes de préparation : 

IV.2.1. La poudre de carapace:  

La poudre de carapace des crevettes est préparée suivant le procédé cité par Mukherjee, 

2001 : 

- Débarrasser la carapace de la chaire, des antennes et des pattes ; 

- Faire bouillir la carapace dans de l’eau pendant 1h pour enlever le maximum de tissus ; 

- Séchage dans l’étuve;  

- Laisser refroidir ; 

- Débarrasser d’éventuels tissus encore présents, par  frottement ; 

- Faire subir les carapaces un choc thermique qui permet de casser la structure cristalline  

qui caractérise la carapace  et de les rendre plus faciles à broyer ;  

- Mettre les carapaces ainsi chaudes dans un récipient puis l’ensemble est rapidement 

plongé dans un bain d’acétone contenant de la glace ;  

- Broyer les carapaces à l’aide d’un broyeur  pour obtenir une poudre de granulométrie 

variable de 1 à 3mm (choisi arbitrairement dans notre travail).  
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IV. 2. 2. Le jus de dattes :  

Le jus de datte est préparé par la méthode citée par Boudjelal and Nancib (2001) : 

-Laver et dénoyauter les dattes soigneusement ;  

-Additionner d’eau à raison de 2 l/Kg de pulpes ; 

-Chauffer le mélange à 80°C pendant 2h ;  

-Centrifuger l’extrait obtenu à 5000r.p.m pendant 30mn pour séparer les débris 

cellulosiques ;  

-Diluer le surnageant recueilli aux proportions voulues.  

 

IV. 3. Méthodes analytiques : 

-Détermination du pH de la carapace à 10% (masse/volume) :  

Pour estimer le pH de la carapace de crevettes, 10 g de poudre sont mis à macérer dans 100 

ml d’eau distillée pendant 1h. La valeur du pH est déterminée par une lecture directe du 

surnageant à l’aide d’un pH mètre. 

 

-Mesure de l’humidité de la carapace: 

La teneur en eau de la carapace est déterminée, selon  la norme AFNOR (NF ISO 712, 1989). 

La méthode consiste en un étuvage à 105°C pendant 24h. La perte de masse est équivalente à 

la quantité d’eau présente dans la carapace. L’humidité notée H (%) se calculera par : 

100
0

10 

















m

mm
H  ………………….(1) 

m0 : masse de la prise d’essai (g). 

m1 : masse de la prise d’essai après étuvage (g). 

 

-Détermination du taux de cendres dans la carapace:    

Le taux de cendres correspond au pourcentage de la matière minérale présente dans la 

carapace. Il nous a permis, dans notre travail, de déduire le taux ou le pourcentage de 

déminéralisation de la carapace mesuré à la fin de la fermentation. Le principe repose sur 

l’incinération de1g de poudre de carapace à 900°C pendant 2,5h dans un four à moufle 

(AFNOR, 1988) (NF V03-922, 1967). 
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Le taux de minéralisation (TM)  (%) se calculera par : 

100
01

02 















mm

mm
TM  ……………………. (2) 

m2 : masse du creuset chargé de la prise d’essai après incinération (g). 

m0 : masse du creuset vide (g). 

m1 : masse du creuset chargé de la prise d’essai avant incinération (g). 

TM : taux de minéralisation (avant la fermentation). 

Ainsi, il en déduira le pourcentage de déminéralisation noté DM: 




















i

ffi

mTM

mTMmTM
DM

0

0
 …………. (3) 

TM0 : taux de minéralisation avant fermentation.  

TMf : taux de minéralisation à la fin de la fermentation. 

mi : masse d’échantillon initial (avant fermentation) (g). 

mf : masse d’échantillon final (à la fin de la fermentation) (g). 

 

-Dosage du carbonate de calcium (CaCO3) (AFNOR, 1987) : 

Le principe repose sur la détermination volumétrique du dioxyde de carbone (CO2) dégagé 

sous l’action d’un acide fort à température ambiante par l’échantillon préparé pour l’essai. 

Le protocole s’effectue comme suit : 

- Verser 1g de prise d’essai dans la fiole, y introduire le tube contenant 10ml de solution de 

l’acide chlorhydrique en prenant soin de ne pas les verser sur la prise d’essai ; 

- Relier la fiole au calcimètre ; 

- Equilibrer les pressions en ramenant  le niveau d’eau de l’ampoule au zéro de la colonne 

par le dispositif prévu ; 

- Verser l’acide contenu dans le tube sur la prise d’essai en inclinant la fiole puis agiter 

énergiquement (en tenant la fiole par le col et en évitant tout réchauffement). 

 Par conversion, la teneur en calcaire total exprimée en pourcentage de matière sèche 

de l’échantillon préparé pour l’essai est la teneur en carbonate de calcium. Elle est égale 

à : 

100)( 
1

2

3 









m

m
CaCOtaux  ………………(4) 

m1 : masse de la prise d’essai sèche (g). 

m2 : masse de carbonate de calcium contenu dans la prise d’essai (g). 
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-Dosage de l’acide lactique : (NF V04-206 ; Kyung, 2007) 

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 

en présence de phénolphtaléine comme indicateur coloré. 

 

Mode opératoire : 

- Prélever 10ml d’échantillon ; 

- Ajouter 2 à 3 gouttes de phénolphtaléine ; 

- Titrer par l’hydroxyde de sodium 1/9 N. 

 

-Détermination de la teneur en chitine : 

La teneur en chitine dans les carapaces est déduite par le dosage des résidus N-acétyl 

glucosamines libérés par hydrolyse acide de la chitine réalisée avec de l’acide chlorhydrique 

4N pendant 18h à 105°C. Le dosage des résidus N-acétyl glucosamines libérés se fait 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 en  

p-diméthylaminobenzaldéhyde conduisant à une coloration rouge violacée (Percheron et al., 

1981).  

Cette méthode utilise deux réactifs :  

- Le tetraborate de potassium  (réactif A) : solution 0,8M dans le borate. Le pH est ajusté à 9,1 

avec KOH. 

- Réactif à la p-diméthylaminobenzaldéhyde (réactif B) : on dissout 10mg de ce réactif dans 

100ml d’acide acétique glacial très pur, 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 : 

- Choisir une gamme comprise entre 0 et 8mg d’acétyl glucosamine dans un volume d’un litre 

d’eau distillée ; 

- Répartir  0,5ml de chaque solution préparée, de concentration connue, dans une série de 

tubes à essai ;  
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- Ajouter 0,1ml de tetraborate de potassium et chauffer dans un bain marie bouillant pendant 

exactement trois minutes ;  

- Refroidir dans un bain d’eau froide, puis ajouter 3ml de réactif B.  

- Mélanger et  porter  immédiatement dans un bain à 38°C.  

- Refroidir  dans un bain d’eau froide (20°C) et lire l’absorbance à 530nm au 

spectrophotomètre 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  ……………..(5) 

La fraction d’azote dans la chitine contenue dans 100g de carapaces se calculera par : 

(Cremades et al., 2001). 

14,5
chitineen  )( teneurchitineN  …………………………………….....(6) 

 

- Dosage des sucres réducteurs par la méthode de l’acide dinitrosalycilique Kyung, 

2007) : 

C’est une méthode basée sur la formation d’un chromatophore entre le réactif DNS et les 

terminaisons réductrices des molécules de 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 aldéhydes des sucres sont oxydés 

en groupements carboxyles. 

 

- Dosage des protéines par la méthode de Biuret (Apria, 1981) : 

En milieu alcalin, les composés contenant au moins deux groupements (−CO−NH ou 

−CO−NH2) forment avec les ions cuivriques (Cu
2+

) un complexe bleu-violet. Cette coloration 

se développe en particulier avec le Biuret, NH2−CO−NH−CO−NH2 d’où son appellation de 

coloration de Biuret.  

 L’intensité de la coloration est proportionnelle au nombre de liaisons peptidiques. Il en 

résulte que pour une protéine pure, l’intensité est proportionnelle à la concentration de celle-

ci. Toute fois, cette concentration ne doit pas excéder 10mg/l. 
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Mode opératoire : 

- Diluer l’échantillon, à doser, au 1/20
ème

 avec de l’eau physiologique. 

- Prélever 1ml de cette dilution et ajouter 4ml du réactif de Cornall, bien mélanger, attendre 

30mn à l’obscurité et lire au spectrophotomètre (DO). 

- A partir de la valeur lue (DO), la concentration est déduite de la courbe d’étalonnage, en 

tenant compte de la dilution. 

Ainsi, il en déduira le pourcentage de déprotéinisation noté DP: 
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
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mTPmTP
DP

0

0
…………… (7) 

TP0 : taux de protéines avant fermentation.  

TMf : taux de protéines à la fin de la fermentation. 

mi : masse d’échantillon initial (avant fermentation) (g). 

mf : masse d’échantillon final (à la fin de la fermentation) (g). 

 

-Mesure de la biomasse bactérienne : 

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 mileu 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 : 

610
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lmgX  ……………….(8) 

- Le reste (10ml) est utilisé pour la préparation des dilutions à différentes concentrations. 

Pour chaque dilution, la prise de DO est effectuée à 600nm ; 
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- La courbe de DO en fonction de la concentration en biomasse est ainsi établie.  

 

-Analyses spectroscopiques infrarouge : 

La spectroscopie infrarouge à transformation de Fourier (FTIR) permet d’identifier la 

présence de groupements chimiques spécifiques. Les liaisons entre atomes vibrent selon une 

fréquence spécifique qui dépend de la masse des atomes engagés et de la rigidité  relative de 

la liaison. Ces liaisons absorbent des ondes infrarouges d’énergie spécifique selon la 

fréquence de leur vibration. L’analyse spectroscopique infrarouge permet d’identifier les 

plages de fréquence d’absorption des infrarouges d’un échantillon et de déterminer par la suite 

les groupes chimiques conséquents (Duval, 2008). 

 

-Analyse de Diffraction des rayons X (DRX) :  

La diffraction des rayons X est utilisée dans l’étude de la cristallinité des différents matériaux. 

La méthode générale consiste à bombarder l'échantillon avec des rayons X, et à regarder 

l'intensité de rayons X qui est diffusée selon l'orientation dans l'espace (Gwenn, 2008). La 

déviation structurée de ce rayon-X  sur les cristaux permet de déterminer le taux de 

cristallinité, le type de cristaux et d’estimer leur taille moyenne (Duval, 2008). 

 

-Analyse par spectrométrie de fluorescence X : 

La spectrométrie de fluorescence X est une méthode d’analyse chimique élémentaire utilisant 

une propriété physique de la matière, la fluorescence de rayon X.  Le principe de la méthode 

consiste à irradier l’échantillon soit par un faisceau de rayon X, soit par bombardement avec 

des particules, généralement des électrons. Lorsque l’on bombarde de la matière avec des 

rayons X, la matière réémet de l’énergie sous la forme, entre autres, de rayons X ; c’est la 

fluorescence X, ou émission secondaire de rayon X. Le spectre des rayons X émis par la 

matière est caractéristique de la composition de l’échantillon. En analysant ce spectre, on peut 

en déduire la composition élémentaire, c'est-à-dire les concentrations massiques en éléments 

(Rouessac et al., 2000).  

 

IV.4. Dispositif expérimental : 

Des cultures en mode batch ont été réalisées dans des erlenmeyers de 250 ml avec un volume 

utile de 100 ml, 10g de carapace ont été rajoutés au milieu de culture et une agitation douce de 

200 r.p.m est effectuée afin d’optimiser les paramètres d’extraction (Rao et al., 2000). 
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V. 1. Caractérisation physicochimique de la carapace brute de crevettes :  

Les analyses physicochimiques réalisées dans le cadre de notre travail sont basées sur 

la détermination de l’alcalinité de la poudre de carapace mise en solution aqueuse, ainsi que 

de sa teneur en eau, de sa teneur en minéraux (cendres) et en particulier le carbonate de 

calcium, de ses teneurs en protéines et en polysaccharide (la chitine),  en lipides et en 

pigments (responsables de la coloration de la carapace). L’ensemble des résultats est 

rassemblé dans le tableau 1. 

 

Tableau 1 : Propriétés physicochimiques de la carapace Parapenaeus longirostris 

pH 8-9 

Humidité 3,25% 

Cendres (CaCO3) 27% (13%) 

Protéines (libres et liées) 12% 

Chitine 23% 

Lipides et pigments 34,75% 

 

Le tableau 1 montre que la carapace de Parapenaeus longirostris possède un pH 

basique qui varie entre 8 et 9, un taux de cendres de 27% dont la moitié presque (13%) est 

formée par le carbonate de calcium, probablement, responsable de cette alcalinité. Cependant, 

il est constaté que ce taux est supérieur à celui obtenu par Zakaria et al. (1998) qui est de 

l’ordre de 21% chez les langoustines et par Rao et al. (2000) qui est de l’ordre de 18-23% 

chez la crevette tropicale. Alors que les travaux de Jung et al. (2005) ont montré que le taux 

de minéralisation chez les crabes rouges est plus élevé et il est de 41%. Avec la même espèce 

de crevette Parapenaeus longirostris, il a été constaté un taux plus important et de l’ordre de 

35,5% lors des travaux de Arbia (2007).  

La carapace de crevettes renferme un taux protéique de l’ordre de 12%, il reste aussi 

plus faible, que celui obtenu par Arbia (2007) chez  la même espèce de crevettes avec un taux 

de 27 %.  

Ces variations constatées dans les taux (cendres et protéines) peuvent être dues aux 

différences : de la période saisonnière, de leur habitat de reproduction et de l’environnement 

extérieur dans lequel le crustacé est exposé.  

L’analyse des N-acétyl glucosamines après hydrolyse acide de la carapace montre 

qu’elle renferme un taux de 23% de chitine, ce taux reste en accord avec celui rapporté par No 

et ses coll. (1989) (14-27% chez les crevettes) et par Arbia (2007) (24% chez  Parapenaeus 

longirostris).  
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Notre carapace est, également, caractérisée par une faible humidité liée à sa structure 

rigide et par une forte coloration traduite par la présence de 34.75% de lipides et de pigments. 

 

V. 2. Etude de la fermentation lactique pour la récupération de la chitine 

Comme tout procédé biologique, l’extraction de la chitine par voie fermentaire est 

essentiellement conditionnée par les paramètres physicochimiques liés aux facteurs de 

croissance de la bactérie étudiée et ce sont : la nature du substrat carboné ainsi que sa 

concentration initiale, la composition du milieu en éléments nutritifs (par exemple la source 

azotée), l’apport d’oxygène, le pH, la température d’incubation,…  

 

Comme cette étude rentre dans l’objectif de la récupération d’un biopolymère à haute 

valeur ajoutée, l’utilisation de la voie biologique nécessite, dans une 1
ère

 étape, l’identification 

du milieu de culture adéquat à la bactérie inoculée. Pour cette raison, deux milieux ont été 

choisis dans ce travail : 

 le 1
er

 est un milieu synthétique dont la composition est connue et simple,  

 le 2
ème

 est un milieu naturel et complexe riche en sucres réducteurs et en oligo-

éléments (Arbia, 2007).  

 

V. 2.1 Etude de la fermentation lactique dans un milieu synthétique (à base de glucose):   

Dans une 1
ère

 étape, nous avons utilisé un milieu contenant seulement du glucose. Le 

choix de ce substrat revient à deux raisons : sa disponibilité et sa facilité d’assimilation par 

presque tous les microorganismes (Leclerc et al., 1995). Des travaux de thèse de Arbia 

(2007) ont montré que la déminéralisation (DM) et la déprotéinisation (DP) de la carapace de 

Parapenaeus longirostris pouvaient se réaliser,  dans des conditions totalement distinctes de 

concentrations en source carbonée ainsi de la température d’incubation. Avec une faible 

concentration en glucose, un taux maximal de DP est obtenu (76% avec une concentration de 

80g/l à une température d’incubation de 30°C) et avec une concentration élevée en glucose, 

un taux maximal de DM est obtenu (60% avec une concentration de 300g/l à une température 

d’incubation  de 35°C). Cependant, l’étude des autres paramètres physico-chimiques pourrait, 

éventuellement, améliorer le traitement biologique pour la récupération de la chitine de la 

carapace de Parapenaeus longirostris. Il a été, donc, envisagé d’améliorer, la 

déminéralisation et la déprotéinisation du matériau.  
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Un grand nombre de tests de fermentation ont été réalisés. A chacune des deux 

concentrations (80 et 300g/l), différentes températures d’incubation 30, 35 et 42°C ont été 

étudiées. Pour chaque cas, les taux de déminéralisation (DM) et de déprotéinisation (DP) ont 

été calculés puis comparés.  

 

Dans la 1
ère

 démarche (pour une meilleure DM), nous avons étudié l’influence de la 

température d’incubation sur le taux de DM avec la concentration en glucose de 300g/l et pH 

libre (8-9). Deux valeurs de températures ont été prises 35°C et 42°C puisqu’elles 

appartiennent à l’intervalle de température optimale de croissance du Lactobacillus helveticus. 

 

L’évolution du pH dans le temps (Fig 7) a montré que le pH diminue jusqu’à atteindre 

une valeur stable au bout de 140h de fermentation.  La plus faible valeur obtenue est de 

l’ordre de 4,7 à 35°C accompagné d’un taux de DM de 61%, et elle est de l’ordre de 5 à 42°C 

accompagné d’un taux de DM de 26%. En effet, la déminéralisation de la carapace à 

température de 35°C est semblable à celle trouvée par Arbia (2007) mais elle reste, 

cependant, insuffisante.  
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Fig. 7: Evolution du pH en fonction du temps à différentes températures 35°C et 42°C (300g/l en 

glucose, volume de fermentation 100ml, 10 g de carapace, 10% d’inoculum, agitation 200 r.p.m.) 

 

Ces résultats corroborent avec ceux obtenus par un grand nombre de chercheurs qui 

ont utilisé la bactérie lactique pure pour l’extraction de la chitine : Zakaria et al. (1998) ont 

abouti à un taux de 61% avec Lactobacillus paracasei et Adour et al. (2008) ont obtenu un 

taux de 60% avec Lactobacillus helveticus à température d’incubation de 35°C. Par contre, 
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Aytekin et al. (2007) ont révélé un taux de 78% avec Lactobacillus lactis et Kyung et al. 

(2007) ont montré que le taux de DM est plus élevé et de 92% en utilisant la bactérie « 

Pseudomonas aeruginosa ». 

D’autres travaux ont montré que ces taux pouvaient être améliorés soit par couplage de 

la méthode biologique et de la méthode chimique (Rao et al., 2000) soit par l’utilisation de 

deux bactéries, l’une lactique et l’autre protéolytique (Healy et al., 2003 ; Jung et al., 2005).  

 

Il est remarqué, qu’aux cours des essais réalisés avec Lactobacillus helveticus, il se 

produit, dans nos conditions expérimentales, une limitation du taux de DM (maximal de 60%) 

alors que le substrat carboné n’est pas totalement épuisé pour les deux températures (Figs 8 et 

9).  

Les courbes donnant les cinétiques de production d’acide lactique et de la croissance 

bactérienne (Figs 10 et 11), montrent qu’à 35°C, la source de carbone (le glucose) est destinée 

à partir de 25h à la production de l’acide lactique accompagnée de l’absence de la phase 

stationnaire. Ce résultat est confirmé par les travaux de Amrane et al. (1998) qui ont étudié le 

rendement de la production de l’acide lactique pendant les différentes phases de croissance. 

Cette étude a montré que la grande quantité d’acide est produite lors de la phase de 

ralentissement.  

Au contraire, à température plus élevée (42°C), la production de l’acide  s’arrête après 

100h de fermentation (Fig 10), alors que la bactérie continue à consommer le glucose comme 

source d’énergie pour le maintien cellulaire, ce qui a permis l’apparition d’une longue phase 

stationnaire (Fig 9).  

Dans nos conditions de culture à base de glucose, il est constaté que la température 

optimale qui conduit à une meilleure déminéralisation est de 35°C.  

Dans les deux cas de températures, on constate que seulement 50% de glucose est 

métabolisable par la bactérie lactique. A la fin de la fermentation, il reste environ 150g/l de 

glucose alors qu’il y a arrêt de la croissance cellulaire. L’explication la plus probable qu’on 

puisse donner est l’effet de l’inhibition de la croissance par le produit final et l’accumulation 

de métabolites toxiques (Leclerc et al., 1995). Ce résultat est confirmé par Amrane et al. 

(1998).  

Il est signalé que les courbes donnant l’évolution du pH dans le temps (Figs 8 et 9) 

montrent qu’il y a une persistance et une stabilité de l’acidité du milieu de fermentation. Ceci 

se traduirait par le métabolisme du glucose par voie fermentaire (Mohammedi, 1993) à cause 
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de l’anoxie créée par la forte concentration en glucose, de la libération du gaz carbonique 

dans le milieu lors de la solubilisation du carbonate de calcium par l’acide lactique produit par 

Lactobacillus helveticus. 
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Fig. 8: Evolution du pH, de la concentration en glucose, de la biomasse en fonction du temps avec 300g/l 

en glucose à 35°C (volume de fermentation 100ml, 10g de carapace, 10% d’inoculum, agitation 200r.p.m) 
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Fig. 9: Evolution du pH, de la biomasse et de la concentration en glucose en fonction du temps avec 300g/l 

en glucose à 42°C (volume de fermentation 100ml, 10g de carapace, 10% d’inoculum, agitation 200 r.p.m.) 
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Fig. 10: Evolution de la concentration en glucose, de la biomasse et de la concentration en acide lactique 

en fonction du temps avec 300g/l en glucose à 42°C (volume de fermentation 100ml, 10 g de carapace, 10% 

d’inoculum, agitation 200 r.p.m.)  
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Fig. 11: Evolution de la concentration en glucose, de la biomasse et de la concentration en acide lactique 

en fonction du temps avec 300g/l en glucose à 35°C (volume de fermentation 100ml, 10 g de carapace, 10% 

d’inoculum, agitation 200 r.p.m.) 
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Dans la 2
ère

 démarche (pour une meilleure DP), nous avons étudié l’influence de la 

température d’incubation sur le taux de DP avec la concentration en glucose de 80g/l et pH 

libre (8-9). Deux valeurs de température ont été choisies 30°C et 35°C. 

On remarque qu’aux deux températures d’incubation 30°C (Fig 12) et 35°C (Fig 13), 

le pH diminue jusqu’à atteindre la valeur 6 au bout de 24h de culture puis remonte plus 

rapidement  pour atteindre une valeur neutre située à 6,5 (Figs 12 et 13).  

L’insuffisance de l’acidification du milieu (comparativement avec 300g/l) est 

responsable de l’absence de la déminéralisation.  

La remontée rapide du pH (Fig 12) montre l’existence du métabolisme oxydatif de la 

bactérie. Le calcul du taux de DP, à la fin de la fermentation, a montré que la valeur du pH 

aux alentours de 6 est optimale à l’activité des enzymes protéolytiques ce qui aboutit à une 

déprotéinisation de 70% à la température de 30°C par contre la déprotéinisation n’est que 9% 

à la température de 35°C. Ceci est du à la température et au pH qui sont favorables à l’activité 

des protéases.  
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Fig. 12 : Evolution du pH, de la concentration en glucose et de la biomasse avec 80g/l glucose à 30°C 

(volume de fermentation 100ml, 10g de carapace, 10% d’inoculum, agitation 200r.p.m.)   

 



Chapitre V                                                                           Résultats et discussion 

 

39 
 

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300

4,0

4,5

5,0

5,5

6,0

6,5

7,0

7,5

8,0

8,5

9,0

0

20

40

60

80

100

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600
 pH

p
H

t (h)

g
lu

c
o

s
e

 (
g

/l
)

 glucose

 biomasse

b
io

m
a

s
s
e

 (
m

g
/l
)

 

Fig. 13 : Evolution du pH, de la concentration en glucose et de la biomasse avec 80g/l glucose à 35°C 

(volume de fermentation 100ml, 10 g de carapace, 10% d’inoculum 10%, agitation 200 r.p.m.) 

 

Dans nos conditions de fermentation, il est constaté que la température optimale qui 

conduit à une meilleure déprotéinisation, inférieure à celle de la déminéralisation, est de 30°C. 

L’élimination maximale des protéines de la carapace de notre crustacé nécessite un pH 

légèrement acide favorable à l’activité des protéases, une concentration faible en glucose 

(optimale de 80g/l) est recommandable pour la déprotéinisation biologique de la carapace. 

Nos résultats obtenus sont presque en accord avec ceux de Arbia (2007). En effet, le 

taux de DP est de 76% avec 80g/l de glucose à 30°C sur la même espèce de crevette 

composée de 27 % de protéines contre 12% dans notre matériau. En outre, Aytekin et al. 

(2007) ont abouti à un taux de 63 % avec la bactérie marine Teredinobacter et un taux de 69 

% avec le champignon Rhizopus oryzea.  

 

Dans le milieu de fermentation contenant du glucose et à pH libre, la déprotéinisation 

de la carapace des crevettes, nécessite des conditions totalement différentes de celles de la 

déminéralisation : faible concentration en glucose (80g/l), température optimale de 30°C pour 

l’extraction des protéines et forte concentration en glucose (300g/l), température de 35°C pour 

la solubilisation des minéraux. 
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V. 2.2. Effet de l’extrait de levure et de la micro aération sur le taux de DM : 

Dans la suite de notre recherche, il a été envisagé d’enrichir le milieu nutritif par ajout 

d’extrait de levure et/ou de l’apport d’une microaération (Ghaly and EI-Taweel, 1995). 

Dans le but d’augmenter la production biologique de l’acide lactique et par conséquent 

d’améliorer la déminéralisation biologique de notre carapace, il a été choisi l’extrait de levure 

car riche en cofacteurs de croissance à savoir: les acides aminés, les lipides, les nucléotides et 

les vitamines (Ghali et al., 2004), ainsi qu’une micro aération  pour stimuler la croissance des 

cellules. Nous avons, pour cela, réalisé trois séries expérimentales :   

 

- 1
ère

 série (seule addition d’extrait de levure): 3 tests de fermentation en batch à des 

concentrations en extrait de levure de 4, 5 et 10g/l avec 300g/l en glucose, pH libre et 

température 35°C; 

- 2
ème

 série (apport seul d’une micro aération): un seul test de fermentation avec micro 

aération à 0,044 V/V/M pendant les 10 premières minutes de culture avec 300 g/l en 

glucose, sans addition d’extrait de levure et température 35°C ; 

- 3
ème

 série : un seul test de fermentation avec couplage d’une micro aération de 0,044 

V/V/M et de l’ajout de l’extrait de levure à concentration choisie lors de la 1
ère

 série.  

 

Dans la 1
ère

 série, pour les 3 teneurs en extrait de levure, le pH du milieu atteint 

une valeur située entre 5 et 5,27 au bout d’environ 140h de fermentation (Fig 14). Il 

est donc important de remarquer que l’acidification reste plus importante en absence 

de l’extrait de levure (pHmin 4,7 au bout de 140h de fermentation) (Fig 8). 
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Fig.14 : Evolution du pH en fonction du temps à différentes concentrations d’extrait de levure 4, 5 et 10 g/l 

avec 300g/l glucose à 35°C (volume de fermentation 100ml, carapace 10g, inoculum 10%, agitation 200 

r.p.m.) 

 

              L’addition de la source d’azote dans le milieu de fermentation conduit à une 

déminéralisation de l’ordre de 46,3 ; 47,3 et 35,7% pour des concentrations en extrait de 

levure de 4, 5 et 10g/l, respectivement. L’enrichissement de notre milieu de fermentation par 

l’extrait de levure n’améliore pas la déminéralisation de notre carapace. En effet, le glucose se 

trouve métaboliser en grande partie pour la croissance bactérienne (Fig 17). La lyse des 

cellules est plus lente et le substrat carboné est totalement épuisé en fin de fermentation (Fig 

15)  en présence de l’extrait de levure (4 et 10g/l) qu’à son absence. Cependant, avec 5g/l 

d’extrait de levure, le glucose n’est pas entièrement consommé (glucose résiduel 250g/l) 

contrairement aux teneurs de 4 et 10g/l (Fig 15). L’épuisement total en glucose est plus rapide 

lorsque la teneur en extrait de levure est faible. Avec 4g/l, il est atteint au bout de 140h et avec 

10g/l il est atteint après 190h de fermentation (Fig 15). Dans ces cas, le glucose intervient en 

grande partie dans la croissance cellulaire qui est traduite par une production de biomasse plus 

importante et par conséquent d’une phase de déclin plus lente (Fig 17).  

            La production de l’acide lactique est plus élevée avec 5g/l d’extrait de levure (Fig 16). 

Ce qui explique le taux de DM de 47,3% contrairement aux autres concentrations en extrait de 

levure. L’ajout de l’extrait de levure dans nos conditions de fermentation (milieu non 

renouvelé) n’est pas conseillé pour la récupération de la chitine, la déminéralisation de notre 

carapace n’a pas été améliorée.  
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Fig.15 : Evolution de la concentration en glucose en fonction du temps à différentes concentrations 

d’extrait de levure 4, 5 et 10g/l avec 300g/l en glucose à 35°C (volume de fermentation 100ml, 10 g de 

carapace, 10% d’inoculum, agitation 200 r.p.m.)  
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Fig.16 : Evolution de la concentration en acide lactique en fonction du temps à différentes concentrations 

d’extrait de levure 4, 5 et 10g/l avec 300g/l en glucose à 35°C (volume de fermentation 100ml, 10 g de 

carapace, 10% d’inoculum, agitation 200 r.p.m.) 
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Fig. 17 : Evolution de la concentration en biomasse en fonction du temps à différentes concentrations 

d’extrait de levure 4, 5 et 10g/l avec 300g/l en glucose à 35°C (volume de fermentation 100ml, 10 g de 

carapace, 10% d’inoculum, agitation 200 r.p.m.) 

 

La 2
ème

 série a été envisagée pour deux raisons : la 1
ère

 selon Ghali et al. (2004), 

l’oxygène est impliqué dans la synthèse des lipides, l’acide oléique et l’ergostérol qui sont des 

composants essentiels de la membrane cellulaire. La 2
ème

 raison, l’oxygène joue le rôle d’un 

stimulateur de la croissance dans des conditions de fermentation anaérobique. 

Les effets de la micro aération seule (2
ème

 série) puis combinée à l’extrait de levure à 

faible concentration (2g/l) (3
ème

 série) ont été testés dans notre procédé en vue d’améliorer la 

déminéralisation de la carapace. 

On remarque que l’évolution du pH est presque identique dans les deux conditions 

(2
ème

 série et 3
ème

 série) (Fig 18). La plus faible valeur de pH obtenue est de 5,23 au bout de 

80h. La micro aération semble intervenir pour améliorer la croissance bactérienne.  
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Fig.18: Evolution du pH en fonction du temps avec micro aération combinée avec 2g/l d’extrait de levure 

et avec micro aération seule (300g/l glucose, température d’incubation 35°C, volume de fermentation 

100ml, 10g de carapace, 10%d’inoculum, agitation 200 r.p.m.) 

 

L’ajout de l’extrait de levure à faible concentration (2g/l) entraîne l’épuisement du 

glucose (Fig 19). Ce résultat a aussi été constaté lors des essais réalisés dans la 1
ère

 série 

expliquant l’utilisation du glucose essentiellement pour la croissance bactérienne. Il est donc 

évident que l’absence de l’extrait de levure (2
ème

 série) conduit à la consommation partielle du 

glucose (Fig 20). Le calcul des taux de déminéralisation, avec micro aération, conduit à 

48,2% en présence de 2g/l d’extrait de levure et à 50,5% sans extrait de levure.  
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Fig.19 : Evolution du pH, de la concentration en biomasse et de la concentration en glucose en fonction du 

temps de fermentation avec 2g/l d’extrait de levure et micro aération 0,044V/V/M (300g/l glucose, 

température d’incubation 35°C, volume de fermentation 100ml, 10g de carapace, 10% d’inoculum, 

agitation 200 r.p.m.) 
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Fig.20 : Evolution du pH, de la concentration en biomasse et de la concentration en glucose en fonction du 

temps avec barbotage initial (300g/l en glucose, température d’incubation 35°C, volume de fermentation 

100ml, 10g de carapace, 10% d’inoculum, agitation 200 r.p.m.) 

        

         Le dosage de l’acidité du milieu de fermentation montre que la production d’acide 

lactique est plus importante en présence de la microaération seule (Fig 21). La présence de 

l’extrait de levure (Fig 19), fait augmenter le nombre de cellules bactériennes en réduisant la 

production du métabolite acide et par conséquent la déminéralisation. L’ajout d’une 
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microaération dans notre procédé permet d’améliorer la production de la biomasse en 

augmentant le temps de la phase exponentielle et de la phase stationnaire. 

        Les travaux de Tango et al. (1999) ont montré que l’introduction de la microaèration 

dans la fermentation de Lactobacillus helveticus permet de réduire la phase de latence, 

augmenter le taux de croissance et améliorer la production de l’acide lactique. Contrairement 

dans notre cas, la production de l’acide n’est pas améliorer (fig 21). 
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Fig. 21 : Evolution de la concentration en acide lactique avec micro aération et micro aération combinée 

avec 2g/l d’extrait de levure (300g/l glucose, température d’incubation 35°C volume de fermentation 

100ml, 10g de carapace, 10%d’inoculum, agitation 200 r.p.m.) 

 

L’ajout de l’extrait de levure et un apport d’une micro aération, comme c’est cité en 

bibliographie, n’améliorent pas la production de l’acide lactique et par conséquent le 

rendement de déminéralisation. Cette limitation est peut être due au milieu discontinu utilisé 

pour la fermentation ce qui peut provoquer l’accumulation de métabolites toxiques et de 

produit final qui inhibent la croissance bactérienne. 
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V. 2.3. Etude de la fermentation lactique sur milieu complexe (à base du jus de datte) :  

Dans une 2
ème

 étape, nous avons travaillé avec un milieu naturel carbohydraté: «jus de 

dattes». Ce produit alimentaire riche en sucres réducteurs est transformé en jus qui est utilisé 

comme milieu de fermentation du Lactobacillus helveticus en vue de l’extraction de la 

chitine.  

Tableau 2 : Composition du jus de dattes Deglet-Nour (Arbia, 2007) 

 

pH 

Sucres réducteurs 

Saccharose 

Les minéraux (mg/l) : 

Calcium (Ca
2+

) 

Potassium (K
+
) 

Sodium (Na
+
) 

Zinc (Zn) 

Fer (Fe) 

Cuivre (Cu) 

Manganèse (Mn) 

Nickel (Ni) 

Chrome (Cr) 

Cadmium (Cd) 

Plomb (Pb) 

Acidité titrable (%) 

4-5,6 

207,76 g/l 

16,93% à 21,9°C 

 

75,14 

1580 

25 

1 

0,2 

0,29 

- 

<0,05 

<0,05 

<0,01 

<0,01 

7,6 
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Le choix d’un milieu naturel et complexe a été fait pour essayer d’améliorer, 

simultanément, les taux de déminéralisation et de déprotéinisation de la carapace de crevettes 

obtenus sur milieu synthétique à base de glucose. Pour ces raisons, deux gammes de 

concentrations en sucres réducteurs et à températures d’incubation différentes ont été choisies: 

40-250g/l à 30°C et 10-100g/l à 35°C.  

 

La 1
ère

 série d’expériences a été réalisée sur jus de dattes à température 30°C et à des 

concentrations en sucres réducteurs allant de 40 à 250g/l.  

Le premier point important observé lors du suivi du pH du milieu pour toutes les 

teneurs en sucres sauf pour 40g/l, représente une différence totale de l’allure de la courbe de 

pH en fonction du temps (Fig 22) avec celle obtenue dans le milieu à base du glucose à 35°C 

(Figs 8 et 11). En effet, en présence du sucre simple, le pH diminue sans cesse jusqu’à 

atteindre un pH minimum et stable (4,7). Tandis que dans le jus de dattes, le pH diminue pour 

se ralentir et se stabiliser pendant quelques heures puis continue à diminuer jusqu’à atteindre 

un pH minimal plus au moins stable en fonction de la concentration en sucres réducteurs. 

En effet, à 30°C l’évolution du pH en fonction du temps (Fig 22) montre qu’il y a une 

meilleure acidification (pH minimal situé aux alentours de 4,7- 4,8) dans le milieu de 

fermentation lorsque la concentration en sucres réducteurs est comprise entre 80 et 200g/l. En 

dehors de cet intervalle, il ne se produit pas une bonne acidification à cause de l’insuffisance 

en substrat carboné dans notre milieu (40g/l) et de l’excès de ce dernier (250g/l), 

respectivement. 

Il est, en plus, constaté que le pHmin est semblable à celui obtenu dans le milieu à base 

de glucose et à température de 35°C mais il est atteint plus rapidement (au bout de 100h). Le 

dosage de l’acidité (Fig 23) montre bien une production plus élevée d’acide lactique dans cet 

intervalle de concentrations (80-200g/l) contrairement avec les deux concentrations 40 et 

250g/l en sucres.                 
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Fig. 22 : Evolution du pH en fonction du temps de fermentation à différentes concentrations en sucres 

réducteurs et à 30°C (volume de fermentation 100ml, 10g de carapace, 10% d’inoculum, agitation 200 

r.p.m.) 
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Fig. 23 : Evolution de la concentration en acide lactique en fonction du temps à différentes concentrations 

en sucres réducteurs et à 30°C (volume de fermentation 100ml, 10g de carapace, 10% d’inoculum, 

agitation 200 r.p.m.) 
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Les résultats des taux de déminéralisation et de déprotéinisation (Fig 24) montrent 

qu’à 30 °C: 

1- il y a effectivement déprotéinisation de la carapace à n’importe quelle teneur en sucres 

réducteurs (40-250g/l). 

2- et à faible concentration en sucres (40g/l), il y a absence de déminéralisation (Fig 24). Ce 

résultat est bien du à la faible acidification du milieu (Fig 22) comme il a été constaté dans le 

milieu à base de glucose où la solubilisation des minéraux de la carapace n’a lieu qu’à partir 

de 100g/l en substrat carboné (Arbia, 2007) et à température de 30°C. La stabilisation du pH 

vers la valeur supérieure à 6,5 a permis une déprotéinisation partielle de la carapace (Fig 24). 

3- et à concentration élevée en sucres (250g/l), la stabilisation du pH autour de la valeur 6 

pendant quelques heures a permis une DP de la carapace (Fig 24). La diminution, par la suite, 

lente du pH (Fig 22) accompagnée d’une production moins importante d’acide (Fig 23) a 

conduit à une faible DM (Fig 24) contrairement avec 80 et 200g/l en sucres. 

4- et à concentrations de 80 et 200g/l en sucres, il a y simultanément déminéralisation et 

déprotéinisation de la carapace dans le jus de dattes et que des taux appréciables sont obtenus. 

Contrairement au milieu à base de glucose, où la déminéralisation et la déprotéinisation se 

font séparément (semblable au traitement chimique): la première exige une forte teneur en 

glucose (300g/l) et la deuxième nécessite une faible teneur en ce substrat simple (80g/l). La 

richesse de jus de dattes en oligoéléments en est probablement responsable. 

5- à concentration de 200 g/l en sucres réducteurs, on obtient 61% de déminéralisation et 83% 

de déprotéinisation (Fig 24) mais à concentration de 80g/l, on obtient des taux plus faibles 

26% de déminéralisation et 33%, de déprotéinisation (Fig 24). 

 

On peut tirer de ces résultats quelques conclusions : 

1- dans nos conditions de fermentation, le taux de déminéralisation de la carapace semble être 

limité à 60% avec les deux substrats carbonés utilisés (glucose à 35°C et jus de dattes à 30°C). 

Le dosage de l’acidité du milieu montre que bien qu’elle continue à augmenter vers la fin de 

la fermentation, cet acide organique ne semble pas adéquat à la solubilisation des  minéraux 

restants dans la carapace. 

2- la concentration de 200 g/l en sucres réducteurs représente la teneur optimale en substrat 

carboné pour une DP maximale (83%). La présence dans les dattes de cofacteurs nécessaires à 

l’activité des protéases en est responsable.  
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3- la température d’incubation de 30°C semble bien être favorable à la déprotéinisation de la 

carapace comme il a été démontré dans le milieu à base de glucose.   
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Fig. 24 : Taux de déminéralisation et de déprotéinisation en fonction de la  concentration en sucres 

réducteurs et à 30°C (volume de fermentation 100ml, 10g de carapace, 10% d’inoculum, agitation 200 

r.p.m.) 

 

A température de 30°C, la concentration en sucres réducteurs de 200g/l est optimale 

dans la récupération de la chitine par notre procédé. L’évolution du pH de fermentation ainsi 

que la cinétique de l’acidité en fonction du temps expliquent clairement ce résultat. Le pH 

(Fig 25) s’est stabilisé à une valeur autour de 6, favorable à l’activité des protéases libérées 

par la bactérie (DP 83%), pendant un temps de 51h. Au cours de cette phase, nous remarquons 

que la quantité d’acide lactique produite (Fig 25) est assez faible pour favoriser la DP puis 

elle commence à augmenter pendant la phase de ralentissement de la croissance (Fig 26). La 

grande quantité d’acide est produite lors de la phase de déclin conduisant à 61% de DM. En 

outre, l’allure de la courbe de croissance bactérienne montre que la bactérie passe par ses 

quatre phases caractéristiques de sa croissance (Fig 26) : phase de latence très courte, phase 

exponentielle (de durée 50h), phase stationnaire (courte) et phase de déclin (lente). 

En conclusion, l’utilisation du jus de dattes comme milieu de fermentation à la concentration 

en sucres réducteurs de 200 g/l et à température d’incubation de 30°C, permet conjointement 

une déprotéinisation et une déminéralisation de la carapace à des taux appréciables 

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 glucose 

 

 



Chapitre V                                                                           Résultats et discussion 

 

52 
 

puisqu’il conduit aux meilleurs résultats et surtout en une seule opération contrairement aux 

milieux synthétiques (DM de 61% avec 300g/l en glucose et à 35°C et DP de 70% avec 80g/l 

en glucose et à 30°C). 
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Fig. 25: Evolution du (a) pH, de la concentration en sucres réducteurs et de l’acide lactique 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 r.p.m.) 
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Fig. 26: Evolution de la concentration en sucres réducteurs, de la concentration en acide lactique et  de la 

biomasse en fonction du temps avec 200g/l en sucres réducteurs à 30°C (volume de fermentation 100ml, 

10g de carapace 10, 10% d’inoculum, agitation 200 r.p.m.) 
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La 2
ème

 série d’expériences a été réalisée sur jus de dattes à température plus élevée 

(35°C) et à des concentrations en sucres réducteurs plus faibles allant de 10 à 100g/l.  

Les courbes d’évolution de pH du milieu de fermentation à différentes concentrations 

en sucres réducteurs à 35°C (Fig 27) montrent que le pH diminue sans cesse et sans apparition 

du palier, comme observé avec 30°C, jusqu’à atteindre une valeur comprise entre 5 et 6 pour 

toutes les teneurs en sucres réducteurs sauf pour 10g/l. Le calcul des taux de déprotéinisation 

et de déminéralisation (Fig 28) a montré que : 
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Fig. 27 : Evolution du pH en fonction du temps à différentes concentrations en sucres réducteurs (10-

100g/l) et à 35°C (volume de fermentation 100ml, 10g de carapace, 10% d’inoculum, agitation 200 r.p.m.) 
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Fig.28 : Taux de déminéralisation et de déprotéinisation de la carapace en fonction de la concentration en 

sucres réducteurs et à température 35°C (volume de fermentation 100ml, 10g de carapace, 10% 

d’inoculum, agitation 200 r.p.m.) 

 

Contrairement à 30°C, la déminéralisation réalisée à 35°C (Fig 24), a lieu pour toutes les 

faibles concentrations en sucres réducteurs (inférieures à 40g/l) sauf pour la faible teneur 

10g/l : le taux le plus élevé est de 53% avec une concentration de 25g/l en sucres réducteurs. 

Ces résultats sont en accord avec la quantité d’acide produite (Fig 29). Cette série 

d’expériences montre clairement que la température optimale de DM est bien de 35°C, ce 

résultat est confirmé au cours de notre travail dans le milieu à base de glucose. 

Des travaux précédents menés par Arbia (2007) sur milieu à base de glucose, ont montré 

qu’aux faibles concentrations en glucose (0-80g/l) et à température de 30°C, la DM est 

négligeable et ce n’est qu’à partir de 100g/l que la DM commence avec un taux cependant 

faible de 5%. La présence des oligoéléments semble jouer un rôle dans la stimulation des 

enzymes qui interviennent dans le  métabolisme du glucose (la glycolyse) et sa conversion en 

acide lactique.  

- Comme c’est le cas à température de 30°C, la déprotéinisation a lieu pour toutes les 

concentrations en sucres réducteurs et à 35°C sauf pour 25g/l : le taux le plus élevé est de 

45% avec 50g/l en sucres réducteurs. 
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Fig.29 : Evolution de la concentration en acide lactique en fonction du temps de fermentation à différentes 

concentrations en sucres réducteurs et à 35°C (volume de fermentation 100ml, 10g de carapace, 10% 

d’inoculum, agitation 200 r.p.m.)  

 

 

La représentation du taux de DM en fonction de la concentration en acide produit 

montre une relation de type linéaire (Fig 30).  
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Fig.30 : Le pourcentage de DM en fonction de la concentration en acide lactique à température 35°C 

(volume de fermentation 100ml, 10g de carapace, 10% d’inoculum, agitation 200 r.p.m.) 
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On conclut que l’utilisation de jus de dattes à la place du glucose est envisageable pour 

la récupération de la chitine par notre procédé fonctionnant en batch. Contrairement au 

glucose, le jus de dattes permet de produire simultanément la déminéralisation et la 

déprotéinisation de la carapace des crevettes. La déprotéinisation est contrôlée par la 

température d’incubation ainsi par la présence d’oligoéléments dans le milieu nutritif alors 

que la déminéralisation est contrôlée par la concentration en sucres réducteurs. On préconisera 

donc de travailler avec une teneur en sucres réducteurs élevée (de 200g/l) dans le jus de dattes 

et à température de 30°C. 

 

V.3. Analyses physico-chimiques et spectroscopiques de la carapace de crevettes :  

Ces différentes analyses effectuées aussi bien sur la carapace brute (n’ayant pas subi 

de traitement biologique) que sur les carapaces fermentées ont permis d’apporter, grâce à des 

comparaisons, des explications sur l’efficacité du traitement biologique. Celles-ci portent : 

A. sur le calcul du taux de carbonates de calcium dans les carapaces brutes et fermentées 

afin de justifier les résultats de calcul des taux de déminéralisation DM ; 

B. sur la détermination de la spectroscopie IR à transformée de Fourier afin d’identifier 

les différents pics d’absorption caractéristiques de la calcite ainsi que de la chitine 

dans les carapaces brute et fermentées ; 

C.  sur l’analyse par diffraction des RX (XRD) des carapaces brute et fermentées pour 

déterminer la structure cristalline de la chitine et en déduire la pureté de ce sous-

produit après fermentation de la carapace selon Benosman et ses coll. (2006) ; 

D. sur la réalisation de la spectrométrie de fluorescence X des carapaces fermentées afin 

d’identifier la composition élémentaire des différents minéraux pouvant être présents 

dans la carapace de crevettes après fermentation lactique. 

 

A. Nous avons choisi dans notre travail de calculer le taux de carbonates de calcium dans  

la carapace fermentée puisque c’est le constituant majeur de la matière minérale (tableau 1).Il 

est important de noter que dans certains travaux, des chercheurs (Entsar et al, 2008) 

déterminent le taux de carbonate de calcium afin de calculer le taux de DM de la carapace. 

Dans notre cas, c’est le taux de cendres qui a été choisi pour vérifier l’élimination des 

minéraux de notre carapace. Trois échantillons ont été testés : carapace brute, carapace traitée 

avec le glucose (Fig 31a) et carapace traitée avec le jus de dattes (Fig 31b).   
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Avec les meilleures déminéralisations obtenues dans les deux milieux étudiés (60% au 

maximum), l’un à base de glucose à 300g/l et à 35°C (Fig 31a) et l’autre à base de jus de 

dattes à 200g/l en sucres réducteurs et à 30°C (Fig 31b), l’absence des carbonates de calcium 

dans les carapaces fermentées montrent que ce minéral est totalement solubilisé par l’acide 

lactique après conversion du substrat carboné présent en excès dans le milieu. En effet, avec 

de faible concentration en substrats carbonés, 80g/l en glucose et en sucres réducteurs, les 

taux de CaCO3 atteints sont 2,68% à 35°C (Fig. 31a) et 0,4% à 30°C (Fig 31b), 

respectivement.  

Le procédé biologique permet, donc, d’éliminer complètement le carbonate de calcium de 

la carapace des crevettes. La présence (non négligeable) d’autres minéraux insolubles par 

l’acide lactique, d’une part, réduit l’efficacité de la fermentation lactique en vue de la 

récupération de la chitine à l’état pur et d’autre part, justifie le faible taux de DM 

comparativement à la bibliographie. 
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Fig. 31 : Taux résiduel du carbonate de calcium dans les carapaces brute et fermentées dans du glucose et 

jus de dattes dans des conditions de déminéralisation maximales 

 

 

 

 

 

a) 

b) 
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B. Les analyses spectroscopiques par IR à transformée de Fourier ont été effectuées sur  

quatre échantillons : chitine commerciale préparée par voie chimique (Sigma) (Fig 32), 

carapace brute (Fig 33) et  des carapaces fermentées dans les deux milieux à base de glucose 

(300g/l en glucose à 35°C) (Fig 34) et le jus de dattes (sucres réducteurs 200g/l à 30°C) (Fig 

35). Des comparaisons ont été faites par identification des pics caractéristiques des sels 

minéraux et d’autres liaisons chimiques. 

 

 

 

 

Fig. 32 : Spectre FTIR de la chitine pure (préparée par voie chimique) (Sigma) 
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Fig. 33: Spectre FTIR de la carapace brute 

 

 

 

 

Fig. 34 : Spectre FTIR de la carapace fermentée (milieu à base de glucose 300g/l à température 

d’incubation de 35°C) 

 



Chapitre V                                                                           Résultats et discussion 

 

61 
 

 

Fig. 35 : Spectre FTIR de la chitine fermentée (milieu à base de sucres réducteurs 200g/l à 30°C) 

 

Le spectre de la carapace brute (Fig 33) montre la présence de la calcite avec des pics 

d’absorption situés à 871,8 cm
-1

 et 1404,1 cm
-1

. Ce qui justifie la présence des sels minéraux 

principalement CaCO3.  

En comparant avec le spectre de la chitine pure (Fig. 32), nous remarquons l’absence de ces 

pics et la présence d’autres pics intenses d’absorption situés à 1157,2 cm
-1 

; 1380,9 cm
-1 

; 

1558,4 cm
-1 

; 2893 cm
-1 

; 3109 cm
-1

 et à 3263,3 cm
-1

. Ces pics sont caractéristiques de la 

chitine de type α (Mikkelsen, 1997 ; Zhou et al, 2005 ; Lavall et al, 2007; Mario et al, 

2007; Stawski et al, 2008). 

Les spectres Infrarouge, de la carapace préparée avec 300g/l glucose à 35°C (Fig 34) 

et de la carapace préparée avec 200g/l en sucres réducteurs à 30°C (Fig 35), montrent la 

disparition des pics caractéristiques de la calcite et l’apparition de nouveaux pics 

correspondants à la chitine α. 

En plus, il est remarqué suite à la détermination des différents pics d’absorption ainsi 

que les différentes bandes, caractéristiques des groupements chimiques, observées dans 

chacun des échantillons, une similarité presque totale entre la chitine pure commerciale et les 

carapaces fermentées (tableau 3). 
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Tableau 3 : Les pics caractéristiques des échantillons (chitine pure, carapace brute, carapaces fermentées) 

(Mikkelsen, 1997 ; Zhou et al, 2005 ;  Mario et al, 2007; Stawski et al, 2008) 

 

α-chitine pure  

Carapace 

fermentée (milieu 

à base de glucose 

300g/l à 35°C) 

Carapace 

fermentée (milieu 

à base de sucres 

réducteurs 200g/l 

à 30°C) 

 

Carapace brute 

 

Les groupements chimiques 

- 

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 

- 

 

 

 
 

Bande d’amide I 
 

calcite 
 

 

 
 

 

 
 

bande d’amide II 

bande d’amide I 

forte liaison CO de CaCO3 

Bande d’amide II 

bande d’amide I 

calcite 

 

fortes liaisons CH  

liaison CH 

 

fortes liaisons CH 

bande amide II 

 

liaison hydrogène  

intermoléculaire  

C=O…H-N 

Les bandes OH (O-3-H…O-

5) 
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C. La comparaison des spectres de diffraction des RX des carapaces brute (Fig 36) et  

fermentées (Figs.37 et 38) montre la présence de deux pics très intenses à 2θ = 9,9°, 2θ = 19,9 

et deux autres pics faibles à 2θ = 27° et 2θ = 32°. Nos résultats sont similaires aux ceux 

obtenus par Zhou et ses coll. (2005) avec la chitine pure. Ces chercheurs ont montré que l’α-

chitine possède deux pics de diffraction  2θ = 9,3° et 19,4° et 26,3°.  

D’autres chercheurs (Entsar et al., 2008) ont montré que la chitine a une forte réflexion à 2θ 

 9-10° et 2θ  20-21° et une réflexion mineure à 2θ  26,4°. On peut conclure donc, que les 

pics caractéristiques de la chitine pure apparaissent dans nos deux échantillons préparés par 

voie biologique. On remarque, également, dans le spectre de la carapace brute qu’il y a un pic 

intense à 2θ = 30° qui est due à la calcite présente dans la carapace des crevettes (Fig 36). 
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Fig. 36 : Spectre de diffraction aux rayons X de la carapace brute 
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Fig. 37 : Spectre de diffraction aux rayons X de la carapace traitée par le glucose 
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Fig. 38 : Spectre de diffraction aux rayons X de la carapace traitée par le jus de datte 

 

     D. Les résultats de l’analyse par fluorescence X des carapaces fermentées montrent 

(tableau 4) que la majorité des minéraux se trouvent à l’état de trace sauf pour l’oxyde de 

calcium CaO (9%) et les phosphates P2O5 (5%). L’analyse complémentaire par spectrométrie 

de fluorescence X montre que CaO et P2O5 représentent les sels qui n’ont pas subi une 

solubilisation par l’acide lactique lors de la fermentation. 

Il est noté, en plus, une légère différence dans les proportions des autres minéraux (oxydes de 

Na, de Mg, de Si et de K) présents dans les deux carapaces fermentées. Grâce à l’acidité du 
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jus de datte, constaté pendant sa préparation, les différents oxydes cités précédemment 

semblent être solubilisé dans le carbohydrate naturel. 

 

 

 

Tableau 4 : Résultats de l’analyse élémentaire par Fluorescence X des carapaces fermentées  

composés Carapace fermentée dans  le 

milieu à base de jus de dattes 

(200g/l à 30°C) 

Carapace fermentée dans  le 

milieu à base de glucose 

(300g/l à 35°C) 

Na2O 0.004 0.018 

MgO 0.014 0.022 

Al2O3 0.037 0.045 

SiO2 0.04 0.171 

P2O5 5.96 5.42 

SO3 0.25 0.19 

Cl 0.003 0.004 

K2O 0.006 0.029 

CaO 9.014 8.9 

MnO 0.008 Nd 

Fe2O3 0.03 0.019 

Cu 0.005 0.005 

Zn 0.023 0.023 

Br 0.05 0.017 

Sr 0.08 0.012 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Conclusion générale et 

perspectives 
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La caractérisation physico-chimique de la carapace de crevettes Parapenaeus 

longirostris, produite sur les côtes algériennes révèle une importance et une urgence dans 

l’exploitation industrielle de ce produit en vue d’extraire, en plus de la chitine, les minéraux 

(26,8%), les protéines (12%), les lipides et les pigments (35%).   

 

Pour la récupération biologique du biopolymère : la chitine, la concentration en 

substrat carboné, la présence d’oligo-éléments ainsi que la température d’incubation 

interviennent, de manière considérable, dans l’efficacité du procédé fonctionnant en 

discontinu et à pH libre (8-9). L’inoculation du milieu de culture par la bactérie Lactobacillus 

helveticus conduit à des taux élevés de déminéralisation et de déprotéinisation de la carapace 

selon les conditions opératoires cités précédemment.    

La fermentation lactique dans un milieu synthétique à base de glucose (sans extrait de 

levure et sans micro aération) a montré que :  

 La déminéralisation maximale de la carapace se produit qu’en présence d’une forte 

concentration en substrat carboné. En effet, il se produit une acidification importante 

(pH 4,7) du milieu de culture provoquée par l’addition de 300g/l en glucose. Dans ces 

conditions, il n’y a pas une bonne déprotéinisation de la carapace en raison de l’acidité 

du milieu. 

 La déminéralisation de la carapace de crevettes est d’autant plus meilleure à 

température 35°C qu’à température 42°C, le taux maximal est de seulement 60%. Ce 

résultat traduit l’élimination totale des carbonates de calcium (CaCO3), dosés dans la 

carapace, contrairement aux autres minéraux présents (CaO, P2O5).   

 Contrairement à la déminéralisation, la déprotéinisation maximale ne se produit qu’à 

faible concentration en glucose. En effet, il se produit une diminution du pH du milieu 

de fermentation jusqu’à la valeur située entre 6 et 6,5 avec une concentration initiale 

de 80g/l en glucose. L’activité protéolytique des enzymes est d’autant meilleure à 

température de 30°C qu’à 35°C, ce qui explique un taux maximal de déprotéinisation 

de 70%. Il est probable que l’absence de cofacteurs, nécessaires à l’activation des 

protéases dans le milieu synthétique, est la principale cause de la limitation de la 

valeur de DP comparativement à la bibliographie qui mentionne des taux plus élevés.  

 Comme dans le traitement chimique, la déminéralisation et la déprotéinisation de la 

carapace, dans un milieu de fermentation à base de glucose, se produisent dans des 

conditions totalement différentes.  
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 L’enrichissement du milieu en extrait de levure et l’apport d’une microaération 

(0,44V/V/M) n’ont favorisé ni la déminéralisation ni la déprotéinisation de la 

carapace. Dans notre procédé qui fonctionne en batch, l’extrait de levure et l’oxygène 

interviennent favorablement dans la conversion du glucose en biomasse plutôt qu’en 

acide lactique. Il est aussi noté que l’extrait de levure et la micro aération augmentent 

la durée de la fermentation lactique, ces paramètres n’apportent pas une amélioration 

dans le procédé de récupération de la chitine.  

 

Le milieu à base de glucose exige pour extraire la chitine deux conditions opératoires 

distinctes : 300g/l et 35°C pour la déminéralisation maximale et 80g/l et 30°C pour la 

déprotéinisation maximale de la carapace des crevettes. 

 

La fermentation lactique dans un milieu naturel carbohydraté « jus de dattes » a 

montré que : 

 A faibles concentrations en sucres réducteurs (entre 25 et 100g/l) et à 35°C, il se 

produit contrairement au milieu à base de glucose (à concentrations inférieures à 

100g/l) la déminéralisation, en plus de la déprotéinisation de la carapace. Cependant, 

ces taux maximums (DM 53% à 25g/l en sucres et DP 45% à 50g/l en sucres) restent 

faibles comparativement à ceux obtenus avec le sucre simple (DM 61% avec 300g/l en 

glucose et 70% avec 80g/l en glucose). 

 A concentrations élevées en sucres réducteurs (entre 80 et 250g/l) et à 30°C, la 

déminéralisation et la déprotéinisation de la carapace atteignent, simultanément, des 

taux maximums 62% et 83%, respectivement avec 200g/l en sucres. Comparativement 

au milieu à base de glucose qui nécessite des conditions totalement différentes (en 

concentration et en température), les taux obtenus avec le jus de dattes sont les plus 

élevés. 

 Dans les deux milieux étudiés, le taux maximal de DM atteint une limite (environ 

60%). Malgré la présence d’acide lactique dans le milieu en fin de fermentation, il doit 

exister dans la carapace des minéraux autres que les carbonates de calcium incapables 

de se solubiliser dans cet acide. 
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Le jus de dattes exige pour extraire la chitine, contrairement au milieu simple, une 

seule condition opératoire : 200g/l, 30°C pour la déminéralisation et la déprotéinisation 

maximales de la carapace des crevettes. D’où l’intérêt d’utiliser les déchets de dattes comme 

milieu de fermentation pour extraire le biopolymère. 

 

Les analyses physico-chimiques de la carapace brute et des carapaces fermentées avec 

le glucose et le jus de dattes ont montré la solubilisation totale des carbonates de calcium par 

l’acide lactique et que la présence des autres minéraux dans la carapace nécessite des 

prétraitements supplémentaires. En plus, la comparaison à la chitine commerciale de nos 

carapaces fermentées montre la conservation de l’-chitine dans la carapace à la fin du 

traitement biologique. 

 

Perspectives : 

Quelques améliorations pourraient être apportées à la méthode d’extraction de la chitine par 

voie biologique : 

- Réaliser la fermentation dans un milieu continu afin d’améliorer la concentration d’acide 

lactique et pour éviter l’inhibition de la croissance par le produit final ainsi que 

l’accumulation des métabolites toxiques ; 

- Elargir la gamme de microorganismes utilisés ou réaliser le couplage de deux souches ou 

plus ; 

- Faire un lavage de la carapace préparée par voie biologique avec une concentration d’acide 

chlorhydrique dilué afin d’éliminer le reste d’éléments qui semblent difficile à les éliminer par 

un acide organique. 

-  Il sera intéressant de calculer les taux de DM et de DP en effectuant des essais avec la 

même quantité de carapace, réaliser la DM puis la DP dans les conditions optimales obtenues 

à base de glucose. Calculer la perte de masse. 

- Avec cette même quantité de carapace, réaliser la DP puis la DM dans les conditions 

optimales obtenues à base de glucose. Calculer la perte de masse. 
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 :الملخص

عٍ طزٌق انزخًز  sirtsorignol sueaneparaP  طزخلاص انكٍزٍٍ يٍ قىقعخ انجًجزيٳانهذف يٍ هذِ انذراطخ هى 

رقىو هذِ الأخٍزح ثفزس كًٍخ يٍ حًض انهجٍ يًب ٌزظجت فً . sullicabotcaL sucitivlehثبطزعًبل انجكزٍزٌب انهجٍُخ  

و رزكٍش انغهىكىس  ﴾و°35﴿يعٍُخ يٍ انحزارح  طَشع الأيلاح انًعذٍَخ فً شزو نىٳو انهذي ٌؤدي  طرحًٍض انىص

َشًٌبد لإحزى رفزس ا (ل غهىكىس/غ80و و °30﴿و يٍ أجم رهذٌى انجزورٍُبد رحزبج انجكزٍزٌب نشزوط يغبٌزح . ﴾ل/غ300﴿

 .ٌ َشع انجزورٍُبدو ٪70يٍ َشع الأيلاح انًعذٍَخ و  ٪61انُزبئج انًحصم عهٍهب هً . ﴾انجزورٍبس﴿انًهذيخ 

ضبفخ يُجع نلآسود و ٳفزاس حًض انهجٍ يٍ طزف انجكزٍزٌب ةٳقًُب ثًحبونخ رحظٍٍ شزوط   ٬فً انخطىح انزبنٍخ

 .نكٍ انُزهئج انًزحصم عهٍهب كبَذ غٍز كبفٍخ يقبرَخ يع طبثقزهب. انًٍكزورهىٌخ فً انىطط انخبص ثعًهٍخ انزخًز

انُزبئج انًحصم  .ل/غ 200ٌز انزًز انذي ٌزكىٌ يٍ طكزٌبد يزجعخ ثززكٍش فً الأخٍز قًُب ثبطزجذال انغهىكىس ثعض 

أهًٍخ هذِ انُزبئج ركًٍ فً . ٪83و َظجخ َشع انجزورٍُبد ة  ٪61عهٍهب كبَذ جذ يزًٍشح حٍث قذرد َظجخ َشع الأيلاح ة 

. ﴾ ل/غ 200و و طكزٌبد يزجعخ ثززكٍش °30﴿كهزب انعًهٍزبٌ رزًبٌ يعب أي فً َفض انشزوط  نٌّ أ

                   .رهذٌى انجزورٍُبد  ٬َشع الأيلاح انًعذٍَخ  ٬انزخًز  ٬انجكزٍزٌب انهجٍُخ ٬انكٍزٍٍ :الكلمات المفتاحية

Résumé : 

L’objectif de cette étude est porté sur l’extraction de la chitine à partir de la carapace 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.  

Dans notre travail, nous avons procédé pour la première étape à ensemencer la bactérie dans milieu 

synthétique contenant le glucose comme source de carbone. Les résultats obtenus sont : 60% de DM en 

présence de 300g/l de glucose à température d’incubation 35°C et 70% de DP en présence de 80g/l de glucose 

à température d’incubation 30°C. La deuxième étape procède à améliorer la  production d’acide lactique à 

d’améliorer la DM, en rajoutant dans le milieu de fermentation une source d’azote « extrait de levure » et une 

microaération. Les résultats obtenus sont 50.5% de DM. La dernière étape consiste à remplacer le milieu 

synthétique par un milieu naturel carbohydraté «  Le jus de dattes ». Les résultats obtenus sont très 

satisfaisants parceque la DM et la DP de la carapace sont réalisées dans la même étape et dans les mêmes 

conditions, 200 g/l en sucres réducteurs à température d’incubation 30°C.   

Mots clés : Chitine, Bactéries lactiques, Fermentation, déminéralisation, déprotéinisation. 

Abstract : 

The purpose of this study is the extraction of chitin from shrimp shell Parapenaus longirostris, by fermentation 

using a lactic acid bacteria Lactobacillus helveticus. The recuperation of the chitin requires two steps, the 

demineralization (DM) of the shell by acidification producing the lactic acid, and the deproteinisation (DP) by 

excretion of proteolytics enzymes.In our work, we are cultivated the bacteria in synthetic medium contain the 

glucose as source of carbon. The results obtained are: 60% of DM and 70% of DP, respectively.  The second 

step, we are tried to ameliorate the production of lactic acid for ameliorate the DM by addition in fermentation 

medium the source of azotes (Yeast extract) and microaeration. The results obtained are 50.5% of DM. The end 

step consists to replace the synthetic medium by natural medium carbohydrate “the juice of dates”. The results 

are very satisfactory because the 61 % of DM and 80% of DP are realized in the same step and the same 

conditions: 200 g/l reducings sugars at 30°C.   

 Key words: Chitin, lactic bacteria, Fermentation, Demineralization, deproteinization. 




