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Nous vivons dans un monde où l’industrialisation est en constant essor. Ce phénomène 

nous a poussé à abuser des ressources disponibles et à consommer de façon démesurée.  

Les hommes ont trop longtemps pensé en terme de profits sans se soucier des torts causés à 

l’environnement. Les effets de cette production industrielle massive et de cette consommation 

abusive sont trop souvent la génération de grandes variétés et quantités de déchets.  

Les industries de transformation des pêches situées en bordure des côtes génèrent à 

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

Ces résidus chitineux sont soit rejetés à la mer, créant un problème de pollution autour des 

usines, ou simplement enfouis dans le sol. La stratégie de revalorisation des déchets occupe 

une place prépondérante.  

 La chitine est le polymère le plus répandu dans la nature après la cellulose.  

Ce polymère hautement hydrophile est présent dans la cuticule ou exosquelette des insectes, 

dans la paroi des champignons et de certaines algues chlorophycées, mais surtout dans les 

carapaces d’invertébrés marins et d’eau douce comme les crevettes, crabes, homards, Krill.  

Les carapaces les plus exploitées sont celles des crevettes et des crabes à cause de leur teneur 

élevée en chitine qui représente 14%-27% et 13%-15% respectivement (No et al., 1989).  

Dans certains pays (Japon, Etats-Unis, etc), les résidus chitineux commencent à être 

revalorisés. Des usines d'extraction et de production de la chitine et du chitosane ont été mises 

au point. On utilise ces produits ou leurs dérivés notamment en agriculture, dans l'industrie 

des cosmétiques, dans l'alimentation, dans le domaine de la santé, dans le traitement des 

déchets, etc. (Leclerc, 1997). La production industrielle de la chitine à partir des déchets de 

pêcherie, pourrait atteindre, selon la F.A.O (Food and Agricultural Organization), 36700 

tonnes par an (Dubrana, 1992). 

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

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

La méthode chimique nécessite l’utilisation des acides et des bases, alors que la méthode 

biologique fait appel à des bactéries lactiques. Ces bactéries ont la capacité de produire l’acide 

lactique conduisant ainsi à la déminéralisation et d’excréter des enzymes protéolytiques 

conduisant à la déprotéinisation des carapaces de crustacés.    

 

L’objectif de ce travail vise à extraire la chitine à partir de la crevette blanche 

Parapenaeus longirostris par fermentation lactique en utilisant une bactérie thermophile 

Lactobacillus helveticus. La réalisation de cette étude a nécessité :  

1- la revivification des bactéries lactiques. 
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2- l’optimisation des paramètres physico-chimiques choisis : la concentration initiale en 

glucose, la stérilisation, la température d’incubation et le pH initial du milieu de fermentation 

pour une déminéralisation (DM) et une déprotéinisation (DP) maximales de la carapace. 

3- l’utilisation d’une source de carbone naturelle : le jus de dattes à la place du substrat 

carboné pur puis la comparaison des rendements d’extraction (DM et DP) avec celui obtenu 

en utilisant le glucose. 

Ce mémoire s’organise en deux parties : 

 

A) Une partie théorique qui regroupe des généralités sur la chitine et ses différents dérivés 

(chapitre I), leurs applications (chapitre II) ainsi que les différentes méthodes d’extraction de 

la chitine (chapitre III). Enfin, une synthèse bibliographique sur les bactéries lactiques et les 

différents travaux d’extraction de chitine par voie biologique cités dans la bibliographie 

(chapitre IV). 

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

nous avons présenté les conditions expérimentales de notre étude ainsi que les différentes 

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

résultats obtenus au cours de notre travail. 
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I. 1. Historique  

La chitine fut isolée pour la première fois en 1811 par le Professeur H. BRACONNOT, 

Directeur du jardin botanique de l’Université de Nancy en France. 

Il obtient, à partir du champignon Agaricus volvaccus (Seda et al., 2004), une substance 

fibreuse résistante aux solutions alcalines concentrées et insoluble dans les solutions acides, 

telles que l’acide sulfurique. Le composé qu’il nomma «fungine» était, toutefois, un mélange 

de chitine et d’un autre polysaccharide non azoté (Mrunal, 2004). En 1823, le scientifique 

Français ODIER isola un résidu insoluble et qu’il appela «chitine» (du Grec Khitōn qui 

signifie enveloppe) (Kramer et al., 1985) à partir des carapaces de scarabées par des 

traitements répétés avec des solutions chaudes de KOH (Poirier, 2000). 

 

En 1859, le Professeur C. ROUGET a fait subir à la chitine un traitement alcalin 

produisant ainsi une substance qui est, à la différence de celle-ci, soluble dans les acides. 

Mais ce n’est qu’en 1894 que H. SEYLER nomma cette substance «chitosane» (Mrunal, 

2004). En 1879, LEDDERHOSE a proposé de produire la chitine avec du glucosamine et de 

l’acide acétique. Cette composition chimique a été confirmée par E. GILSON en 1894 

(Kramer, 1985). 

 

La chitine, le chitosane et la cellulose ont été confondus pendant longtemps. En 1886, 

TIEMANN confirma la présence d’un groupement amine sur le carbone 2 de la configuration 

D-glucose du chitosane. Ce n’est qu’en 1912 que BARCH et VON FÜRTH conclurent que la 

chitine était un N-acétyl-D-glucosamine polymérisé (Poirier, 2000). 

 

Durant les années 1930 et 1940, ces biopolymères de glucosamine ont été 

principalement appliqués dans le domaine médical et le traitement des eaux usées. Mais ce 

n’est qu’en 1970 que ces polymères ont suscité un réel intérêt ayant pour résultat, la première 

conférence de chitine-chitosane qui a eu lieu aux Etats-Unis (Boston) en 1977 (Muzzarelli et 

Riccardo, 1983).  

 

Les travaux de MUZZARELLI durant l’année 1980, ont considérablement amélioré la 

compréhension de ces matériaux. Aujourd’hui, on connaît que la chitine et le chitosane, 

appelés aussi substances chitineuses, sont des sources renouvelables et abondantes dans la 

nature, elles font l’objet de plusieurs études et ont retenu l’attention en tant que candidat pour 
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plusieurs applications en médecine (antitumoral, antiviral, antimicrobien,…), dans le 

traitement des eaux (adsorption des métaux lourds,…), en biotechnologie, etc (Mrunal, 2004).  

 

I. 2. La chitine 

I. 2. 1. Définition de la chitine 

La chitine est, après la cellulose, le polysaccharide le plus répandu dans la nature. 

C’est un copolymère constitué d’une chaîne linéaire d’unités de 2-acétamido-2-desoxy-D-

glucose et 2-amino-2-desoxy-D-glucose (C8H12O5N)n avec n>>1 (Kramer et al., 1985), liées 

entre elles par des  liaisons osidiques β (1-4) (A) (Kittur et al., 2002; Andrade et al., 2003).  

Il s’agit donc, d’un composé dont la structure se rapproche de celle de la cellulose (Morimoto 

et al., 2002) (B) (Fig. 1).   

A 

 

B 

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

(Onar et Sariisik, 2000; Mrunal, 2004) 
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La chitine possède une structure cristalline et constitue un réseau de fibres organisées, 

elle confère une rigidité et une résistance aux organismes qui en contiennent (Montserrat, 

2002). Les différents organismes qui la synthétisent sont présents dans de très nombreux 

écosystèmes, autant terrestres qu’aquatiques. Sa production annuelle par biosynthèse est de 

1010 à 1011 tonnes  (Hobel, 2004).  

L’analyse aux rayons X montre que la chitine est une substance polymorphe qui se  

rencontre sous trois formes : α, β, γ et dont la différence réside dans l’orientation des chaînes 

polysaccharidiques (Tabaoda et al., 2003), le degré d’hydratation, la taille de la cellule 

unitaire et le nombre de chaîne de chitine par cellule unitaire (Merzendorfer and Zimoch, 

2003; Allache, 2005).  

La forme α (Fig. 2) constituée de chaînes antiparallèles (Minke et Blackwell, 1978 ; Pawadee 

et al., 2003) représente la forme la plus répandue et la plus stable dans la nature (Svitil et al., 

1997). Elle est rencontrée chez les mollusques, les planctons et dans les cuticules des 

arthropodes tels que les crustacés (crevettes, crabes, langoustes,….) et dans la paroi des 

champignons (levures et moisissures) (Zhang et al., 2000 ; Hobel, 2004). 

 

 
Fig.2 : Structure moléculaire et représentation conventionnelle de l’α- chitine 

(Tharanathan et Kittur, 2003) 

La forme β (Fig. 3) caractérisée par un alignement parallèle des chaînes polysaccharidiques 

(Tomoya et al., 2003) représente la forme la moins stable et la plus dégradable de la chitine 

(Manisara et al., 2003). Elle est rencontrée chez les mollusques tels que les calmars, les 

cocons d’insectes ainsi que la paroi des champignons (Hobel, 2004). 
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Fig. 3 : Structure moléculaire et représentation conventionnelle de la β- chitine  

(Tharanathan and Kittur, 2003) 

 

La forme γ constituée d’un mélange de chaînes parallèles et antiparallèles (Fig. 4), est 

rencontrée dans l’estomac du calmar Loligo sp (Hobel, 2004) et les cocons des insectes (Falini 

et al., 2003). 

 

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

(Donadel, 2004) 

 

I. 2. 2. Les sources de chitine  

La chitine se retrouve naturellement dans les téguments d’insectes, de nématodes et 

d’invertébrés marins. On en retrouve, également, dans la paroi cellulaire de certaines algues et 

dans la paroi des champignons (Kamst et Spaink, 1999 ;Gogev et al., 2003). Cependant, le 

pourcentage de chitine présente chez ces différents organismes varie en fonction de l’espèce 

et la région (Mrunal, 2004) (Tableau 1). 
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Tableau 1 : Le pourcentage de chitine chez certains crustacés, insectes, 

mollusques et champignons (Hobel, 2004) 

Organismes % de chitine Organismes % de chitine

Crustacés : 

cancer (crabe) 

carcinus (crabe) 

paralithodes (crabe royal) 

callinectes (crabe bleu) 

crangon (crevette) 

crevette d’Alaska 

nephros (langouste) 

homarus (langouste) 

lepas (bernacles) 

Insectes : 

Periplaneta (cafard) 

Blatella (cafard) 

Cleoptera (coccinelle) 

Diptera 

Pieris (papillon) 

 

 

72,1c 

64,2b 

35,0b 

14,0a 

69,1c 

28,0d 

69,8c 

60- 75c 

58,3c 

 

2,0d 

18,4c 

27- 35c 

54,8c 

64,0c 

bombyx (ver de soie) 

calleria (ver à cire) 

Mollusques : 

Palourde 

Coquille des huîtres 

Stylo de calmar 

Krill, carapace déprotéinée 

Champignons : 

Aspergillus niger 

Penicillium notatum 

Penicillium chrysogenum 

Saccharomyces cerevisiae 

Mucor rouxii 

Lactarius vellereus 

  

  

44,2c 

33,7c 

 

6,1 

3,6 

41,0 

40,2 

 

42,0e 

18,5e 

20,1e 

2,9e 

44,5 

19,0 

 

 

 

a : par rapport au poids frais de l’organisme. 

b : par rapport au poids sec de l’organisme. 

c : par rapport au poids organique de la cuticule. 

d : par rapport au poids total de la cuticule. 

e : par rapport au poids sec de la paroi cellulaire. 

 

Dans la cuticule des arthropodes et précisément les crustacés, la chitine est associée à des 

composés protidiques variés qui lui donnent une consistance rigide, molle ou élastique 

(Grassé, 1979). La chitine est disposée en lits de fibres incluses dans la matrice protéique 

(Fig. 5) (Hamodrakas et al., 2002).  
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Fig. 5 : Enchâssement des fibrilles de chitine dans la matrice protéique (Raabe et al., 

2006) 

 

L’alignement antiparallèle des molécules de chitine (a) donne naissance à α chitine 

(b). L’arrangement de 18 à 25 chaînes de chitine forme de longues unités cristallines 

entourées par une gaine protéique protectrice (6 hélices) (Kramer et al., 1985), et produit une 

nano-fibrille de 2-5 nm de diamètre et de 300 nm de longueur (c). Les nano-fibrilles se 

regroupent pour former de longues fibres de chitine-protéine (d) de 50-250 nm de diamètre 

(Raabe et al., 2006). 

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

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

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

et al., 2006).   

 

La chitine peut être extraite à partir des trois sources à savoir : les crustacés, les micro-

organismes et les insectes. Cependant, la principale source de chitine exploitée 

commercialement demeure néanmoins les carapaces d’invertébrés marins et d’eau douce 

comme les crevettes, les crabes, les  homards et les krill qui sont fournis en grandes quantités 

par l’industrie de transformation alimentaire des crustacés. Pour ces industries, les téguments 

sont un véritable déchet et leur utilisation est une forme de revalorisation de la biomasse.  

Les champignons utilisés par l’industrie de la fermentation sont une deuxième source 

de chitine exploitée commercialement. Ces industries produisent, entre autres, des 

(a) (b) (c) 

(d)(e) 
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antibiotiques et de l’acide citrique. Dans ce cas, la chitine est extraite des parois des 

microorganismes après leur utilisation en fermenteur (Plouffe, 1997).  

Chez les insectes, la chitine constitue 1,4% du poids frais de l’animal, ce qui explique 

l’absence d’exploitation (Kiefer, 1999). 

 

Les crustacés peuvent être définis comme des arthropodes mandibules, antennates à 

respiration branchiale, la cuticule contient approximativement 30-40% de protéines, 20-30% 

de chitine, 50% de carbonate de calcium et 5-19% de phosphate de calcium et de magnésium 

(Beaumont et Cassier, 2000 ; Fernandez-Kim, 2004). Les carapaces les plus exploitées sont 

celles des crevettes et des crabes à cause de leur teneur élevée en chitine qui représente 14-2% 

et 13-15%, respectivement (No et al., 1989). 

 

 Selon les données de la F.A.O, la production mondiale des crustacés est de 8.856.341 

tonnes métriques en 2003, avec prédominance de la production de crevette qui est de 

5.238.843 tonnes métriques (Tableau 2) (FAO, site électronique consulté le 02/03/2006). 

 

Tableau 2 : La production de crustacés dans le monde (FAO, site électronique 

consulté le 02/03/2006). 

   2000 2001 2002 2003 

Crustacés d’eau douce 1.052.305 1.221.011 1.479.719 1.066.931 

Crabes (araignées de mer)  1.233.194 1.247.914 1.301.775 1.506.925 

Homards et langoustes 227.669 221.796 224.913 224.109 

Crevettes  4.241.001 4.288.465 4.348.146 5.328.843 

Krill, crustacés 

planctoniques 

 

114.430 

 

104.218 

 

125.987 

 

117.120 

Crustacés marins divers 1.406.201 1.466.886 1.410.288 567.629 

 

 

En Algérie, la production de crevette prédomine également celle des autres crustacés. 

Cette production a atteint 2550-2695 tonnes métriques en 2002-2003, respectivement 

(Tableau 3).   
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Tableau 3 : La production de crustacés en Algérie (FAO, site électronique consulté le 

02/03/2006). 

 2000 2001 2002 2003 

Homards et langoustes 

(tonnes métriques) 

 

125 

 

79 

 

102 

 

110 

Crevette 

 (tonnes métriques) 

 

3812 

 

2849 

 

2550 

 

2695 

Crustacés marins divers 

(tonnes métriques) 

 

308 

 

222 

 

297 

 

315 

 

Toutes ces données justifient l’utilisation des déchets de crevette comme source de 

chitine. Bien que, la production algérienne des crevettes soit faible par rapport à la production 

mondiale, la valorisation de ces déchets est toujours utile surtout lorsqu’il s’agit de la 

récupération d’un biopolymère tel que la chitine qui possède un vaste champ d’application 

(Chap. II).  

 

I. 2. 3. Les propriétés de la chitine  

La chitine est un polysaccharide azoté, basique, cationique, de couleur blanchâtre et 

non toxique. Elle est caractérisée par sa rigidité, sa faible réactivité chimique, ses propriétés 

biologiques et physico-chimiques (Majeti et al., 2000 ; Morimoto et al., 2002 ; Mrunal, 2004). 

 

I. 2. 3. 1. Les propriétés biologiques    

- La biodégradabilité : la dégradation biologique de la chitine est réalisée par une série 

d’enzymes : chitinases, lysozyme et glucanases (Shigemasa et al., 1994 ; Chih-Min et al., 

2002 ; Yang et al., 2004). Parmi les chitinases, les endo-chitinases (Laura et al., 2006) 

hydrolysent le polymère de façon aléatoire pour produire des dimères et des trimères de N-

acétylglucosamine (NAG), tandis que les exo-chitinases (Laura et al., 2006) hydrolysent la 

chitine de haut poids moléculaire en produisant uniquement des dimères de NAG. Finalement, 

les N-acétylglucosaminidases aussi appelées chitobiases ou N-acétyl hexoaminidases 

hydrolysent les dimères de NAG et parfois le NAG des extrémités non-réductrices des chaînes 

de chitine pour produire des monomères de NAG (Plouffe, 1997). 

 

- La biocompatibilité : sa présence dans l’organisme vivant n’induit aucun effet néfaste à la 

santé du receveur (Foscolo et Phillipon, 1997 ; Bal et al., 2006). 
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- Effets bactériostatique et bactéricide (Morimoto et al., 2002). 

 

I. 2. 3. 2. Les propriétés physico-chimiques : Ces propriétés influencent l’utilisation 

industrielle de la chitine.  

-Le degré d’acétylation (DA) : c’est un des plus importants caractéristiques de la chitine 

(Muzzarelli et Riccardo, 1980). Il est défini comme étant le nombre de groupe N-

acétylglucosamine présent sur le polymère par rapport au nombre total d’unités (Montserrat, 

2002).  

 On parlera de chitine lorsque DA est supérieur à 70% (Kiefer, 1999). Cependant, une 

désacétylation peut avoir lieu au cours de l’extraction de la chitine, on parle alors du degré de 

désacétylation qui varie en fonction de l’origine et la méthode d’extraction de la chitine 

(Kurita, 2001).  

 Le degré de désacétylation (DD), défini comme étant le nombre de groupes  

D-glucosamine par rapport au nombre total d’unités, est relié au DA (DD= 100- DA). C’est 

un paramètre structural important qui influence les propriétés physico-chimiques de la chitine 

(poids moléculaire, viscosité, solubilité, l’activité physiologique, la réactivité chimique et la 

biodégradabilité,….) (Suzuki et al., 1990 ; Kittur et al., 2002).  

 

Afin de déterminer le degré d’acétylation avec une plus grande précision, plusieurs 

techniques ont été testées. La technique qui semble la plus adaptée pour une caractérisation 

rapide est la spectroscopie infrarouge (Muzzarelli et al., 1980 ;  Montserrat, 2002). 

 

- La solubilité : malgré la similarité structurale, la chitine est insoluble dans les solvants 

usuellement utilisés pour la cellulose (solutions aqueuses d’hydroxyde de cuprammonium, de 

cupriethylènediamine et de cadoxen) (Poirier, 2000). Elle est fortement hydrophobe et 

insoluble dans les solvants organiques usuels à cause de sa structure cristalline (Morimoto et 

al., 2002). Elle se dissout dans quelques solvants corrosifs et toxiques tels que : 

hexafluoroisopropanol, hexafluoroacétone, chloroalcools en présence d’acides minéraux. 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, ces solvants provoquent sa 

dégradation (Gagné, 1993).  

 

 Les mélanges N,N- diméthylacétamide (DMAc)/ LiCl et N- méthylpyrrolidone 

(NMP)/ LiCl utilisés également pour la solubilisation de la chitine furent découverts en 1977. 
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RUTHERFORD et AUSTIN comparèrent l’efficacité de ces deux systèmes de solvants à plus 

de 200 autres systèmes potentiels. Ils conclurent que DMAc/ LiCl et NMP/ LiCl présentaient 

des propriétés les plus intéressantes pour la solubilisation de la chitine. A température 

ambiante, ces systèmes engendrent ni dégradation ni modification chimique. Une solution de 

chitine dans DMAc/ LiCl 5% (poids/poids) peut conserver sa viscosité initiale pendant 48 

jours. Plusieurs études par RMN démontrent qu’il n’y a pas de réaction entre la chitine et 

DMAc/ LiCl 5%, donc il s’agit d’un vrai solvant de la chitine. On peut utiliser DMAc/ LiCl 

(4-9%) pour différentes méthodes de mesure de masse moléculaire (viscosimétrie, 

chromatographie d’exclusion stérique et diffusion de la lumière), pour la synthèse de dérivés 

de chitine en conditions homogènes et aussi pour la préparation de fibres, de films (Poirier, 

2000) et de membrane à base de chitine pour la microencapsulation (Roderick, 1998).   

 

 La solubilité de la chitine dans DMAc/ LiCl semble dépendre du degré d’acétylation. 

Plus le degré d’acétylation est élevé, plus le pourcentage de solubilité est élevé. Cela 

démontre l’importance du groupement N-acétyl dans le mécanisme de solubilisation.  

 

- Le poids moléculaire : la définition du poids moléculaire des polysaccharides et la 

compréhension de ses conséquences sur les propriétés physico-chimiques, ont présenté un 

vrai défi aux chimistes pendant un certain nombre d’années. Dans le cas de la chitine, la 

connaissance de tel paramètre est très importante pour les usages industriels (Montserrat, 

2002). Il varie entre 1,03 et 2,5 MDa (Fernandez-Kim., 2004).  

 

I. 3. Les dérivés de la chitine  

L’hydrophobicité de la chitine limite son utilisation (Manisara et al., 2003 ; Freier et 

al., 2005). Pour y remédier, des dérivés de chitine ont été mis en évidence par modification de 

sa structure chimique. Ces modifications peuvent être une désacétylation par élimination du 

radical acétyl, une substitution du polymère avec un composé chimique ou une réaction 

d’hydrolyse (Fig.6). 

La chitine est modifiée pour obtenir des polysaccharides amphiphiles de structure 

contrôlée qui peuvent être cationiques (chitosane) ou anioniques (carboxyméthyle chitine) 

(Desbrières, 2003).  
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Fig. 6 : Fabrication de la chitine et de ses dérivés 

(www. France-chitine.com/fab.e.htm) 

Carapace de crustacé 

Chitine 

Désacétylation Hydrolyse Carboxyméthylation 

carboxyméthylchitine Glucosamine Oligosaccharides 

Chitosane 

Hydrolyse Mélange acide  Succinilation 

Oligosaccharides Sels de chitosane solubles dans l’eau  
(solutions à pH < 6)  

Chitosan succinamide 
(solutions à pH 7 à 12) 
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I. 3. 1. Le chitosane     

 Le chitosane est un copolymère cationique, constitué d’unité de β (1-4) 2 amino-2 

desoxy–D-glucose (D-glucosamine) et β (1-4) N-acétyl 2- amino 2- desoxy- D- glucose 

(Graham et Mark, 1995 ; Hitoshi et Yoshihiro, 1999 ; Berger et al., 2004) (Fig. 7).  

Ce polymère est rarement rencontré chez les micro-organismes, sauf chez certains types de 

champignons tels que les zygomycètes où il se trouve en abondance (Nadarajah et al., 2001). 

 
Fig. 7 : Structure chimique du chitosane (Mrunal, 2004) 

 

  Le chitosane est comme la chitine, un polysaccharide biodégradable, biocompatible 

(Begoňa et Ruth, 1997 ; Shobhan et Lawrence, 2000 ; Preynat et al., 2003), bioadhésif, non 

toxique (Caiqin et al., 2004) et non allergénique. Il peut être caractérisé par ses propriétés 

intrinsèques (pureté, poids moléculaire, viscosité) et le degré de désacétylation (DD) (Lanveer 

et al., 2002). Ce dernier varie entre 70% et 95% alors que son poids moléculaire (PM) varie 

entre 10-1000 KDa. Ces deux paramètres sont altérés par les conditions de la réaction et la 

méthode de désacétylation (Säkkinen, 2003) et modifiés par une réaction de réacétylation afin 

d’abaisser le DD ou une dépolymérisation acide pour diminuer le PM.  

 

  Grâce aux grands nombres de groupements aminés protonés (NH4
+) présents sur les 

unités glucidiques, le chitosane est soluble dans les acides organiques dilués mais insoluble 

dans l’eau et dans les solvants organiques usuels (Säkkinen, 2003 ; Mrunal, 2004).  

Il se dissout dans l’acide chlorhydrique et les acides organiques tels que l’acide formique, 

l’acide acétique, l’acide oxalique et l’acide lactique (Kurita, 2001), et se précipite à pH 

basique. Pour le rendre soluble dans l’eau, sa structure chimique a été modifiée donnant 

naissance à des dérivés hydrosolubles tels que : le chitosane succinamide produit par une 

réaction avec l’acide succinique (Kamiyama et al., 1999 ; Hitoshi et Yoshihiro, 1999).   
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I. 3. 2. Les dérivés carboxyméthylés de la chitine et du chitosane 

 L’introduction d’un groupement carboxyméthyle dans le polymère de chitine ou de 

chitosane donne naissance à des dérivés anioniques (Kurita, 2001). 

I. 3. 2. 1. La chitine :  

 La carboxyméthylation de la chitine par l’acide monochloroacétique dans des 

conditions alcalines, permet l’introduction d’un groupement carboxyle au niveau du 

groupement hydroxyle C6 de la chitine (Fig.8) (Morimoto et al., 2002). 

 
 Au cours de cette réaction, une désacétylation de la chitine  peut avoir lieu en solution 

aqueuse fortement alcaline donnant naissance à des polymères amphotères, possédant à la fois 

des groupes carboxyméthylés et amines dont le DD peut atteindre 50% (Kurita, 2001). 

 

I. 3. 2. 2. Le chitosane :   

 La réaction du chitosane avec l’acide monochloroacétique (Muzzarelli and Riccardo, 

1988) dans les mêmes conditions, donne des dérivés N, O carboxyméthylés (Fig.9) 

(Morimoto et al., 2002).  

 
Fig. 9 : Structure chimique du N, O-carboxyméthylchitosane. 

 

Fig. 8 : Structure chimique du carboxyméthylchitine. 

 

NHCH2COOH 
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 Le N-carboxyméthyle chitosane est préparé également par une réaction d’alkylation 

réductive qui est régiosélective c’est à dire qu’elle touche uniquement les groupes amines 

contrairement à la carboxyméthylation par l’acide monochloroacétique. Cette alkylation a eu 

lieu en faisant réagir le chitosane avec le groupement aldéhyde de l’acide glyoxilique en 

milieu acide (Fig.10) ((Morimoto et al., 2002). 

 

 
I. 3. 3. Les oligomères de la chitine et du chitosane   

La préparation de ces oligosaccharides se fait par deux méthodes : 

- Hydrolyse chimique : en utilisant l’acide chlorhydrique à haute température (Ferrer et al., 

1996). 

- Hydrolyse enzymatique : elle a eu lieu en utilisant des chitinases (EC : 3.2.1.14) (Huang et 

al., 2005), des chitosanases (EC : 3.2.1.99) (Yoon et al., 2000 ; Acharya et al., 2005), des 

lysozymes et des cellulases (Laura et al., 2006) et la papaïne (Muzzarelli et al., 1994). Elle est 

utilisée pour préparer des oligomères spécifiques en particulier des dimères et des oligomères 

de haut DP (DP> 5) (Shahidi et al., 1999 ; Kurita, 2001). 

Fig. 10 : Structure chimique du N-carboxyméthylchitosane. 
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 La chitine et ses dérivés possèdent une grande valeur économique à cause de leurs 

activités biologiques et leurs applications industrielles et biomédicales (Pawadee et al., 2003). 

La production et l’utilisation industrielle de la chitine et ses dérivés augmentent 

continuellement depuis les années 1970. Actuellement, à cause de leurs caractéristiques telles 

que le poids moléculaire, la charge cationique, leur capacité à stocker la vapeur d’eau, la 

formation des films et l’adsorption des métaux lourds, la chitine et ses dérivés ont divers 

champs d’application qui s’étendent de l’agriculture, le traitement d’eau, la fabrication du 

papier et des produits de beauté, à l’industrie pharmaceutique et la biotechnologie (Harkness 

et al., 2003 ; Preyanat et al., 2003).  

 

II. 1. En agriculture  

 La chitine, le chitosane et leurs oligomères ont des propriétés fortes intéressantes.  

Ils peuvent, en effet, agir comme éliciteurs des mécanismes de défense des plantes (Leclerc, 

1997) et leur confère une résistance systémique face à certains agents phytopathogènes 

(Bouarab, 2000). 

Il a été démontré que le chitosane et ses dérivés, appliqués sur les tissus des plantes 

provoquent : 

1) l’induction de plusieurs mécanismes biologiques, similaires à ceux observés lors de  

l’infection par des pathogènes (Côté, 1999). 

2) la synthèse de plusieurs protéinases telles les chitinases et de certaines protéases  

inhibitrices. 

3) l’accumulation de phytoalexines (Muzzarelli et Riccardo, 1983; Bouarab, 2000; 

Lateur, 2002). 

4) l’augmentation de la lignification dans les tissus.   

  

 Les propriétés antifongiques que confèrent la chitine et ses dérivés ont fait l’objet de 

plusieurs études. Leur mécanisme d’action est un relâchement des molécules de la paroi des 

champignons, une augmentation de la vacuolation et la désintégration des protoplasmes des 

hyphes. Ce qui explique pourquoi l’agent pathogène ne peut coloniser les tissus racinaires en 

présence de chitosane (Bell et al., 1998 ; Côté, 1999 ; Laflamme, 2000). 

 

 Le chitosane permet également de prolonger le temps de conservation des fraises, des 

poivrons, des concombres et des tomates (El-Ghaout et al., 1992), à cause de sa capacité à 
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former un enrobage semi-perméable (Ait Barka et al., 2004) qui modifie l’atmosphère interne 

des fruits en retardant le vieillissement rapide et le taux de respiration (Amilali, 1999). 

 Ali et al (1997) ont observé, suite à l’ajout de matière organique chitineuse, que les 

feuilles et les tiges de soja accumulent plus d’azote (Côté, 1999). 

 

II. 2. Traitement des eaux usées et protection de l’environnement  

 Les rejets industriels colorés présentent un problème de résistance des polluants et 

constituent un impact pour l’environnement. En effet, la présence dans ces rejets des 

substances organiques ou minérales non biodégradables, voire toxiques, engendre un impact 

négatif sur le milieu récepteur (sol, cours d’eau, mer,…) (Gülbahar et al., 2007), ce qui 

impose leur traitement avant de les évacuer dans ce milieu. En particulier, les colorants 

contenus dans les effluents des textiles nécessitent des techniques physico-chimiques pour les 

dégrader telles que : la coagulation-floculation, oxydation, ultrafiltration, …). Cependant, 

l’utilisation de ces techniques reste limitée à cause du coût de traitement élevé ou des 

difficultés de gestion des boues qui en résultent. L’utilisation des substances chitineuses 

(chitine et chitosane) pour la décoloration des effluents par adsorption et par coagulation-

floculation constitue une alternative aux différentes techniques de dépollution précédemment 

citées (Joseph et Laszlo, 1994 ; Elisane et al., 1998 ; Bribri et al., 2005). 

 

 La chitine, le chitosane et leurs dérivés sont également caractérisés par leur grande 

capacité d’adsorber des ions métalliques (Jaroslaw et al., 2005) tels que les ions Cd2+ 

(Benguella et Benaissa, 2002), et les ions Cu2+ (Bal et al., 2006; Taboada et al., 2003). Leur 

capacité à former des complexes avec des ions métalliques a été exploitée au Japon pour la 

purification des eaux (Shahidi et al., 1999). 

 

 Les dérivés du chitosane : N- 2-pyridyl- méthyl- chitosane (PMC), N- 2- thiényl-méthyl- 

chitosane (TMC) et N- 3- méthyl-thiopropyl chitosane (MTPC) peuvent sélectivement 

adsorber des métaux précieux tels que : l’or (III), palladium (II) et platinium (IV) dans l’acide 

chlorhydrique (Yoshinari et al., 1998). Le pouvoir chélateur de ces substances (Muzzarelli et 

Riccardo, 1970 ; Laurance et Mansur, 1980) est expliqué par la présence de groupement 

acétylamine (NHCOH3) et le groupement amine (-NH2) sur les polymères chitine et chitosane, 

respectivement (Mrunal, 2004). 
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 Selon Bailey et ses collaborateurs (1999), le chitosane possède une affinité 

exceptionnelle pour l’adsorption des ions métalliques, avec une capacité supérieure à 1mmol 

de métal/g, pour la plupart des métaux lourds tels que l’arsenic. 

 

 En plus des métaux lourds, la chitine et ses dérivés peuvent être utilisés pour 

l’élimination des nitrates (Jaafari et al., 2001) et la pré-concentration du phénol et 

chlorophénol dans l’eau (Rhee Jae- Seong et al., 1998). 

 

II. 3. Applications biomédicales et pharmaceutiques  

II. 3. 1. En chirurgie  

 Les substances chitineuses ont la particularité de résister à la bile, aux jus pancréatiques 

et aux urines, ce qui justifie la fabrication des fils de suture en chitine (Wachter, 1998). 

 

II. 3. 2. En ingénierie tissulaire  

 Le chitosane potentialise la différenciation des cellules ostéoprogenitrices et facilite la 

formation osseuse in vitro (Klokkevold, 1995). L’induction de la formation osseuse est aussi 

observée in vivo. Elle semble être favorisée par l’attraction des facteurs de croissance grâce 

aux propriétés poly cationiques du chitosane. Il constitue aussi un bon agent ostéoconducteur 

lors des chirurgies dentaires (Côté, 1999). 

 

 Dans un modèle de reconstitution tissulaire, Muzzarelli (1999) a montré que l’utilisation 

du chitosane active les macrophages et stimule les fibroblastes conduisant ainsi, à la 

formation de tissus vascularisés et physiologiquement normaux qui accélèrent la cicatrisation 

(Muzzarelli and Riccardo, 1983). Des analyses histologiques après implantation chez le rat, au 

niveau musculaire, ont montré une bonne tolérance des particules de chitosane par les tissus 

environnants (Côté, 1999). Il améliore également l’hémostase (Nettles, 2001). 

  

II. 3. 3. En ophtalmologie  

 Les hydrogels sont de formes semi-solides susceptibles d’augmenter le temps de contact 

avec les tissus oculaires et d’améliorer la biodisponibilité des médicaments administrés 

localement comparativement aux collyres conventionnels. Le chitosane, utilisé jusqu’alors 

pour la fabrication de nombreuses formes pharmaceutiques (comprimés, injectables, formes 

nasales), a été choisi comme véhicule pour la mise au point d’hydrogels ophtalmiques  

(Felt, 1999 ; Morfin et al., 2002). 
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II. 3. 4. Traitement du cancer 

 Les chitosanes, seuls ou en complexe avec un polymère anionique, sont un excellent 

support pour le transport et le relarguage lent de principes actifs médicamenteux (Gogev et 

al., 2003 ; Jae-Young et al., 2006).  

 La biodégradabilité de ces biopolymères a permis de fabriquer des dispositifs plus 

précis, libérant des substances actives à la vitesse et à l’endroit choisis (Foscolo et Phillipon, 

1997).  

 La bio adhésion est aussi une propriété d’utilité non négligeable dans l’utilisation du 

chitosane dans la libération d’agents thérapeutiques. Elle vise à augmenter le temps de 

résidence du système polymère/médicament et sa stabilité, par attachement du polymère à la 

surface ciblée et permettre ainsi une optimisation de l’assimilation médicamenteuse.  

Cette propriété est conférée par le caractère poly ionique. En fait, plus la densité de charge est 

importante, meilleure est l’adhésion du polymère (Côté, 1999). 

 Le chitosane a été abondamment utilisé comme excipient de base pour des formes 

injectables. La majorité des recherches dans ce domaine est axée sur l’utilisation du 

polysaccharide dans des formes galéniques de type microsphères ou conjugués 

macromoléculaires chargés en principes actifs appartenant à la classe des antinéoplasiques 

(mitoxantrone, 5-fluorourcile, ciplatine,  cytrabine et paclitaxel) (Felt, 1999 ; Anand et 

Ramesh, 2004). 

 

II. 3. 5. Contrôle de l’hypercholestérolémie et du surplus de poids  

 Le chitosane a des propriétés hypercholestérolémiantes dans le serum et le foie (Ousamu 

et al., 1994 ; Kim Se-Jae et al., 1999), anti-ulcères, anti-arthriques et anti-uricémies.  

Le chitosane alimentaire réagit dans l’intestin et se lie avec les acides gras et autres lipides 

comme les triglycérides, les stérols, le cholestérol et les acides biliaires. Ces nouveaux 

composés chitosane-lipides sont fortement excrétés et réduisent d’autant la réabsorption 

intestinale (Muzzarelli et Riccardo, 1983 ; Muzzarelli, 1999). 

 

 Le chitosane est partiellement métabolisé par les bactéries de l’intestin et libère de la 

glucosamine et du N-acétyleglucosamine, deux produits reconnus pour soulager l’arthrose 

(Muzzarelli, 1999). 
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II. 3. 6. Activation du système immunitaire  

 Les chitosanes peuvent également déclencher la production du TNFα (Tumor Necrosis 

Factor) par les monocytes humains via les récepteurs lipopolysaccharidiques  (Otterlei et al., 

1994). En outre, il a été démontré qu’un chitosane partiellement désacétylé augmente 

l’activité cytolytique des macrophages péritonéaux. Enfin, il stimule également la production 

d’IL-1 (interleukine-1) par les macrophages péritonéaux chez la souris (Gogev et al., 2003). 

 

 L’efficacité du chitosane comme adjuvant (substance qui, lorsqu’elle est administrée 

en même temps qu’un antigène, augmente la réponse immunitaire à cet antigène) en 

vaccination est bien établie actuellement (Gogev et al., 2003). De plus, le chitosane a la 

capacité d’activer le complément qui intervient dans la défense immunitaire humorale non 

spécifique (Benesch, 2001). 

  

 Outre la formulation soluble de chitosane, de ses sels et dérivés, des nanoparticules et 

microparticules de chitosane ont été également administrés par voie intranasale (Soane et al., 

2001). Il a été démontré que des nanoparticules faites de chitosane étaient efficaces pour 

augmenter l’absorption nasale d’insuline chez le lapin, le rat et le mouton (Gogev et al., 

2003). 

 

II. 3. 7. Activité anticoagulante  

 Au niveau sanguin, la chitine, le chitosane et leurs dérivés poly sulfatés ont des 

propriétés anticoagulantes, grâce à leurs structure proche de l’héparine, ils se comportent 

comme cette dernière en inhibant directement l’activité de la thrombine (Benesch, 2001 ; 

Preyanat et al., 2003 ; Jayakumar et al., 2006), et ne produisent ni hémolyse ni altération des 

lymphocytes et érythrocytes (Côté, 1999). 

 

II. 4. Activité antimicrobienne    

 Le chitosane et ses dérivés inhibent la croissance d’une variété de microorganismes 

(bactéries et champignons). L’avantage que présente ces biopolymères par apport aux autres 

désinfectants c’est qu’ils soient biodégradables et présentent une faible toxicité vis- à- vis des 

cellules des mammifères (Xiao et al., 2001). 
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 Aujourd’hui, l’activité antimicrobienne du chitosane et ses dérivés est bien déterminée, 

mais leur mode d’action reste inconnu (Jae-Young et al., 2006). Plusieurs mécanismes ont été 

proposés : 

1- Altération de la perméabilité cellulaire en se fixant sur la membrane de la cellule (El- 

Ghaouth et al., 1992). 

2- Inhibition de la synthèse protéique par l’interaction du chitosane et l’ADN ce qui bloque la 

formation de l’ARNm (Xiao et al., 2001). 

3- A cause de son pouvoir chélateur, le chitosane fixe les ions métalliques inhibant ainsi la 

production de toxines et la croissance cellulaire (Jae-Young et al., 2006). 

4- Inhibition de l’activité enzymatique par l’absorption des molécules d’eau (Shahidi et al., 

1999). 

 

II. 5. En industrie agro-alimentaire  

 La chitine et ses dérivés : chitosane, N-méthylène phosphonique chitosane (NMPC) et 

N-Lauryl- N- méthylène phosphonique chitosane (LMPC) sont des biopolymères qui ont la 

capacité de former des films biodégradables, d’immobiliser les enzymes et préserver les 

aliments contre la détérioration microbienne (Shahidi et al., 1999). Ils sont également utilisés 

comme additif alimentaire (Agulló et al., 2003). Le chitosane a été proposé également dans la 

composition d’aliments à faible teneur en sucre et en sel.  

 

II. 6. En biotechnologie  

 Faisant partie des polymères cationiques, le chitosane permettrait la complexation de 

l’ADN et a le potentiel d’être utilisé en tant que vecteur non viral pour délivrer des gènes 

(Côté, 1999 ; Suna Özbas-Turan et al., 2003). Il a été utilisé également pour l’immobilisation 

des enzymes (Muzzarelli et Riccardo, 1980) et l’encapsulation des cellules des mammifères 

(Jinjiang, 1996). 

 

II. 7. Autres applications  

 Le chitosane peut être appliqué dans l’industrie papetière. Les chimistes ont remarqué 

que la molécule de chitosane ressemble étonnamment à la cellulose. Il suffit de remplacer les 

groupements amines (NH2) du chitosane par des groupements hydroxyles (OH) pour obtenir 

la cellulose. Des industriels américains comptent bien utiliser les dérivés du chitosane pour la 

fabrication de pâte à papier (Dubrana, 1992). 
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 Dans l’industrie photographique, le chitosane est utilisé pour récupérer les sels d’argent 

qui viennent se fixer sur le bio polymère. 

 

 En Microbiologie, la chitine peut être utilisée comme source de carbone dans les milieux 

de culture de bactéries chitinolytiques telles que Bacillus cereus et Pseudomonas aeruginosa 

K-187. Par conséquent, elle induit la production des chitinases (Wang et al., 1995 ; Chang et 

al., 2006) qui peuvent être extraites du milieu pour être utilisées comme des biopesticides 

(Kramer et Muthukrishnan, 1997), des antibactériens et des fongicides (Huang et al., 2005). 

 

 En outre, les hydrolysats de chitine sont également utilisés comme source de carbone et 

d’azote pour la production de Protéines d’Organismes Unicellulaires (POU) (Ferrer et al., 

1996 ; Shin et al., 2000). 
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III. 1. Introduction 

 La chitine provenant des carapaces des crustacés se présente sous forme de complexes 

protéiques enchevêtrés dans un réseau de sels minéraux principalement constitué de carbonate 

de calcium. Les analyses biochimiques de la matrice protéique montre la présence de 

protéines acides et des glycoprotéines (Hirotoshi et al., 2004). Certains auteurs suggèrent que 

ces glycoprotéines sont impliquées dans le processus de minéralisation des carapaces 

(Compère et al., 2002).  

 

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

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

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

 

 Par des études de diffraction des rayons X, RUDALL et KENCHINGTON ont observé 

des répétitions régulières de liaisons protéiques à des intervalles de 31Å sur la chaîne de 

chitine. En support à d’autres études, cela démontre qu’une protéine est liée de façon 

covalente à toutes les six unités N-acétylglucosamine, probablement par une structure N-acyl 

(Fig. 11) (Poirier, 2000). 

 
Fig. 11 : Liaison covalente probable dans le complexe chitine-protéine (Poirier, 2000). 

 

 La purification complète de la chitine native nécessite l’enlèvement de quatre 

ensemble de constituants principaux : protéines, minéraux, lipides et pigments caroténoides. 

La présence de liaisons covalentes chitine-protéines demande généralement des processus de 

déprotéinisation sévères qui peuvent affecter la masse moléculaire de la chitine résultante.  

Il en est de même pour les méthodes de déminéralisation en milieu acide.  

 

 Les lipides et les pigments étant associés aux protéines, ceux-ci sont majoritairement 

arrachés lors de la déprotéinisation. Le principal pigment caroténoide, l’astaxanthine (3,3’-

dihydroxy- β,β-carotène- 4,4’-dione), peut ainsi être récupéré sous forme de caroténoprotéine. 
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Les lipides et les pigments qui n’ont pas été éliminés lors des traitements de déprotéinisation 

et de déminéralisation sont enlevés par un lavage final avec de l’acétone absolu, ou une 

solution de peroxyde d’hydrogène, ou une solution d’hypochlorite de sodium (eau de javel) 

(No et al., 1989a) et ou un mélange de chloroforme, méthanol et eau distillée (1:2:4) à 25°C 

(Cira et al., 2002). 

 

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

déprotéinisation. Cette extraction peut se faire par deux méthodes : la méthode chimique et la 

méthode biologique. 

 

III. 2. La méthode chimique   

 Elle fait appel à l’utilisation des acides et des bases. La solubilisation des minéraux 

nécessite l’utilisation d’une variété d’acides (HCl, HNO3, H2SO4, CH3COOH et HCOOH) 

(Jinjiang, 1996). Cependant, l’acide chlorhydrique (HCl)  

à température ambiante est le plus utilisé  afin de dissoudre CaCO3. Ce dernier en réagissant 

avec HCl donne naissance à un composé soluble (CaCl2) qui sera éliminé par un simple 

lavage (Fernandez-Kim, 2004).  

 Quant à la déprotéinisation, elle nécessite un traitement basique en utilisant une des 

bases suivantes : Na2CO3, NaHCO3, KOH, K2CO3, Ca(OH)2, NaHSO3 et CaHSO3 (Jinjiang, 

1996).  

 La déprotéinisation par des solutions de NaOH et la déminéralisation par des solutions 

de HCl sont, toutefois, les méthodes les plus utilisées (Fig. 12).  

 
Fig. 12 : Modes de récupération de la chitine et du chitosane par la méthode chimique 

Complexe 
Chitinoprotéique 

Chitine + CaCO3 + protéines + lipides 
(Carapaces de crustacés) 

Chitine 
 

Chitine 

 
Chitosane 
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 NO et ses collaborateurs (1989), ont déterminé les conditions de déminéralisation et de 

déprotéinisation. Ces dernières varient en fonction du degré de minéralisation des carapaces, 

les saisons et les conditions de température (Chellat, 1999).  

Ceci est confirmé par les conditions optimales mises  en évidence dans les différentes études 

réalisées par Mirzadeh et ses collaborateurs (2002) et celles réalisées au niveau de notre 

laboratoire des Biotechnologies et Génie des Procédés (BIOGEP) par Salah (2005) et Tazdait 

(2005). 

 

  Cependant, cette méthode présente de nombreux inconvénients. Parmi eux, on cite la 

pollution chimique provoquée par les effluents d’acides et de bases produits lors de 

l’extraction de chitine ainsi que le coût élevé de leur traitement avant qu’ils soient évacués 

dans l’environnement (Yang et al., 2000 ; Shirai et al., 2001 ; Jung et al., 2005a). Ces 

traitements conduisent à l’augmentation de prix de revient de la chitine.  

L’utilisation de HCl et NaOH à forte température conduit également à la dépolymérisation et 

désacétylation de la chitine donnant naissance à des produits de qualité variable, non 

reproductible et non homogène (Gagné, 1993 ; Legros et al., 2001 ; Yang et al., 2000 ;  Shirai 

et al., 2002). 

 

III. 3. La méthode biologique   

 C’est une nouvelle méthode qui a été mise en évidence pour remplacer la méthode 

chimique en raison de ces nombreux inconvénients cités précédemment (Evonne et Lee, 

2002). Cette méthode est basée sur l’utilisation des bactéries lactiques et/ou des enzymes 

protéolytiques (Gagné, 1993). Elle conduit à la formation d’une fraction liquide riche en 

protéines, en minéraux et en pigments et une fraction solide : la chitine (Rao et al., 2000)  

(Fig. 13).  

 

 Les protéines extraites de la carapace des crustacés par méthode biologique, 

représentent un bon supplément pour l’alimentation animale et une excellente source d’acides 

aminés essentiels pour la nutrition humaine (Cremades et al., 2001). Quant à l’asthaxanthine 

(3, 3’-dihydroxy- β,β-carotène-4,4’-dione), pigment de haute valeur économique à cause de 

son rôle biologique (précurseur de vitamine A), il est utilisé dans l’alimentation des 

salmonidés afin d’acquérir une plus forte pigmentation et également comme additif dans 

l’alimentation des volailles (Zakaria et al., 1998 ; Cremades et al., 2001).  
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Déchet de crevette 

 

                                    Protéines                             Fermentation 

                                    Minéraux 

 

 

Chitine brute  

 

                            Asthaxanthine                             Extraction avec 

                 Lipides                          un solvant 

  Récupération du solvant 

 

 

Chitine  

(- lipides, - pigments) 

 

Fig. 13 : Schéma présentant la récupération de la chitine par voie biologique 

 

 Ce pigment est récupéré après une réaction de décoloration qui a lieu en utilisant une 

solution d’hypochlorite de sodium (eau de javel), de l’acétone absolu, une solution de 

peroxyde d’hydrogène (No et al., 1989) ou un mélange de chloroforme, méthanol, eau 

distillée (Cira et al., 2002). 

 

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

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

fermentation, par la bactérie lactique. Cette fermentation provoque un abaissement du pH, qui 

a pour effet d’éviter les contaminations et de déminéraliser les carapaces. La réaction de 

l’acide lactique avec le carbonate de calcium conduit à la formation du lactate de calcium qui 

peut être éliminé par un simple lavage. Quant à la déprotéinisation, elle est assurée par les 

protéases produites par les bactéries lactiques, les bactéries résiduelles et les protéases 

présentes dans les déchets de crevette (Rao et al., 2000). 
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 De nombreuses recherches sur l’utilisation des protéases pour la valorisation des rejets 

solides de poissonneries ont été réalisées. La pepsine est une des enzymes utilisées pour 

obtenir un concentré protéique de haute valeur nutritionnelle (Benhabiles, 1992). 

 

 Dans le cas de l’extraction de la chitine, l’addition des protéases commerciales telles que 

l’alcase (Synowiecki et Al-Khateeb, 2000), la papaïne (Evonne and Lee, 2002) et les 

protéases de Bacillus subtilis (Yang et al., 2000), améliorent la déprotéinisation produisant 

ainsi une chitine de bonne qualité (Evonne et Lee, 2002). 
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 L’intérêt des bactéries lactiques en matière de santé humaine a été initialement 

proposé au début du siècle, en 1907, par le russe METCHNIKOFF (Doleyres, 2003).  

Selon cet auteur, les lactobacilles pouvaient réduire la putréfaction intestinale, en modifiant la 

microflore intestinale, et ainsi prolonger la vie. 

 Depuis, un grand nombre d’études sur l’effet du potentiel des bactéries lactiques sur la 

santé ont été publiées. Les effets bénéfiques potentiels cités sont nombreux et variés. Certains 

sont maintenant bien établis tels que l’amélioration de la digestion du lactose et le traitement 

des désordres diarrhéiques, d’autres restent encore controversés tels que la diminution du 

cholestérol sérique ou encore la réduction de la formation de tumeurs. 

 

 Dans l’industrie, les bactéries lactiques sont utilisées dans le domaine agro-alimentaire 

spécialement dans l’industrie laitière telle que la production de fromage, yahourt,….. 

Aujourd’hui, elles sont utilisées pour extraire la chitine. 

 

IV. 1. Les bactéries lactiques  

Les bactéries lactiques sont très anciennes, elles sont apparues avant les 

cyanobactéries, il y a près de trois milliards d’années (Tailliez, 2001). 

Les bactéries lactiques ont été classées en trois groupes, par ORLA-JENSEN (1919) 

(Leveau et Bouix, 1980) : 

- Thermobacterium : homofermentaire et thermophile (ex : Lactobacillus helveticus). 

- Streptobacterium : homofermentaire et mésophile (ex : Lactobacillus plantarum). 

- Betabacterium : hétérofermentaire, soit mésophile soit thermophile (ex : Lactobacillus 

brevis). 

Ce sont des bactéries Gram positif qui regroupent 12 genres bactériens dont les plus 

étudiés sont : Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Lactococcus, Enterococcus et 

Pediococcus (Drouault et Gérard, 2001)   

 

IV. 1. 1. Caractères bactériologiques  

 Les bactéries lactiques sont des bacilles souvent allongés, Gram positif, asporulés, 

parfois groupés en paires ou en chaînes, généralement immobiles (Guiraud, 2003). Ce sont 

des bactéries micro aérophiles, hétérotrophes et chimio-organotrophes (Doleyres, 2003). Elles 

ont des exigences nutritionnelles complexes en acides aminés, en peptides, en vitamines, en 

acides gras et en glucides fermentescibles (Leclerc et al., 1995).  
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IV. 1. 2. Caractères biochimiques  

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

lactique (Leveau et Bouix, 1980). Ce dernier, acide faible, est favorable à la conservation des 

aliments (Niju et al., 2004).  

Il est possible de les classer suivant la nature des produits du métabolisme bactérien 

obtenus à partir des glucides. En effet, les bactéries homolactiques strictes telles que : 

Lactobacillus helveticus, produisent uniquement de l’acide lactique par la voie d’Embden 

Meyerhof Parnas, alors que les bactéries hétérolactiques peuvent produire de l’acide acétique, 

de l’éthanol et du dioxyde de carbone en plus de l’acide lactique par la voie des pentoses 

(Leveau et al., 1991 ; Drouault et Gérard, 2001). 

 

IV. 1. 3. Habitat  

 Les bactéries lactiques sont ubiquistes et on les trouve dans différentes niches 

écologiques comme le lait et les produits laitiers, les végétaux (Leveau et Bouix, 1980),  

la viande, le poisson, les muqueuses humaines et animales et dans le tractus digestif (Drouault 

et Gérard, 2001). 

 

IV. 1. 4. Rôles et intérêts des bactéries lactiques  

IV. 1. 4. 1. Utilisation industrielle  

 Les bactéries lactiques constituent un ensemble de micro-organismes capables de 

transformer des sucres simples, comme le lactose ou le glucose en acide lactique, ce qui 

provoque l’abaissement de pH du milieu (Djould, 2004). Leur importance,  découle de leur 

habilité à découpler leur croissance cellulaire de la transformation des sucres en lactate, et de 

poursuivre cette bioconversion, bien au-delà de la phase de multiplication cellulaire (Larpent 

J. P. et Larpent G. M., 1985). Ceci est un point important à souligner, car cela explique que 

même dans des milieux non optimisés, ces bactéries exigeantes en acides aminés peuvent 

réaliser des bioconversions pondérales importantes (Law et Valade, 1983). En plus de leur 

rôle dans la production des acides organiques, les bactéries lactiques ont un potentiel 

enzymatique énorme, ce qui d’ailleurs leur confère une importance en industrie (Djould, 

2004). 

 

 L’activité protéolytique globale des bactéries lactiques est considérée, comme faible 

comparée à celle d’autres genres bactériens comme Bacillus ou Pseudomonas. Cependant, 

elles sont utilisées depuis longtemps dans de nombreuses fermentations à cause de leurs 
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qualités propres. Parmi elles, les Lactobacillus sont, souvent citées, par leur caractère non 

pathogène, leur absence de toxicité, leur stabilité et leur bonne viabilité, et leur résistance au 

pH et à l’acide lactique (Leveau et Bouix, 1980). 

 

 Leur équipement enzymatique est complexe par la diversité des enzymes détectées et 

par leur localisation intra ou extracellulaire. Le système protéolytique des bactéries lactiques 

est constitué de deux types d’enzymes distincts : les protéases capables d’hydrolyser des 

protéines natives et les peptidases détectés par l’hydrolyse de peptides issus de la dégradation 

des protéines. En plus des protéases intra et extracellulaire, elle possède une protéase de paroi 

et une aminopeptidase à spectre d’action très large (Leveau et Bouix, 1980). 

 

 En outre, la fermentation lactique des aliments constitue l’une des plus anciennes 

formes de conservation de la nourriture. Les bactéries lactiques sont utilisées empiriquement 

depuis des siècles dans la fabrication de nombreux aliments fermentés comme les produits 

laitiers (yaourts et fromages) (Drouault et Gérard, 2001). Elles sont également utilisées pour 

fermenter les déchets de crevette, afin d’extraire la chitine par voie biologique et ainsi à 

réduire les problèmes causés, par ces déchets, à l’environnement (Guyot, 2000).  

 

 Les bactéries lactiques peuvent aussi produire de nombreux agents antibactériens tels 

que les bactériocines, qui contribuent à inhiber la croissance des flores indésirables (Drouault 

et Gérard, 2001). 

 

 IV. 1. 4. 2. Intérêts des bactéries lactiques sur la santé humaine  

 Les bactéries lactiques, pour lesquelles ces effets sont décrits, sont appelées 

probiotiques (Alejandra et al., 2005). Les probiotiques sont définis comme des 

microorganismes vivants, qui après ingestion, exercent des effets bénéfiques sur la santé 

allant au-delà des vertus nutritives inhérentes de l’aliment (Drouault et Gérard, 2001). 

 

IV. 2. Les bactéries lactiques et les déchets de crevette  

 Plusieurs travaux d’extraction de chitine par voie biologique ont été réalisés, en 

utilisant différentes souches de Lactobacillus et/ou bactéries protéolytiques cultivées sur 

différentes sources de carbone.  

 ZAKARIA et ses collaborateurs (1998), ont extrait la chitine à partir des langoustines 

(Nephros norvegicus). Ils ont préparé une mixture semi-solide constituée d’1kg de poudre de 
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déchet de langoustine, du glucose (10% masse/masse) et d’une suspension bactérienne de 

Lactobacillus paracasei A3 (10% volume/masse), le tout est incubé à température contrôlée 

30°C pendant 3 jours. Les résultats obtenus par ce chercheur sont : 61% de déminéralisation 

et 77,5 %de déprotéinisation. 

 

 RAO et son équipe (2000), ont utilisé un inoculum de 10% (volume/masse) de 

Lactobacillus plantarum 541 et différentes concentrations en glucose (0- 8,4% masse/masse) 

à la température d’incubation de 30°C pendant 24h. Ces expériences réalisées à pH libre (8-9) 

ont conduit à 84,47% de déprotéinisation et 70,02% de déminéralisation.  

 Une autre série d’expériences a été réalisée par la même équipe mais cette fois en 

ajustant le pH initial dans le but d’étudier l’influence de ce paramètre sur le procédé. Ils ont 

constaté qu’en ajustant le pH initial à 6 avec une solution d’acide acétique glacial (1%),  

75% de déprotéinisation et 86% de déminéralisation ont été obtenus avec une concentration 

de 5% en glucose.  

 Ainsi, il a été conclu que l’acidification initiale du milieu de fermentation a permis 

d’améliorer la déminéralisation et de diminuer la déprotéinisation.  

 

 CIRA et son équipe (2002), ont étudié l’effet du substrat carboné sur l’extraction de la 

chitine en utilisant différentes sources de carbone (10% ou 20% masse/masse) telles que : le 

sucrose, le lactose et le lactosérum et d’une suspension bactérienne de Lactobacillus B2 à 

différentes concentrations (0,5 et 10% volume/masse) isolée à partir du déchet de crustacés. 

Les conditions optimales obtenues dans cette étude : 10% (masse/masse) de sucrose fermenté 

avec un inoculum de 5% (volume/masse) ont donné 63,5% de déprotéinisation et 56,78% de 

déminéralisation. 

 Afin d’améliorer ces résultats, CIRA et al. (2002) ont effectué un couplage de la 

méthode biologique et la méthode chimique. Ils ont constaté que l’extraction de la chitine de 

la carapace préalablement fermentée, nécessite de faibles concentrations d’acide et de base 

0,5 et 0,4 M, respectivement. Alors que les concentrations utilisées sur une poudre de 

carapace non fermentée étaient de l’ordre de 1-1,5 N et 1,75 N en acides et en bases, 

respectivement. 

 

 D’autres travaux ont consisté en un couplage de la méthode biologique et la méthode 

chimique afin de réduire les quantités d’HCl et de NaOH utilisées. 
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 SYNOWIECKI et AL-KHATEEB (2000), ont extrait les protéines des carapaces des 

crevettes (Crangon) déminéralisées par voie biologique. Ils ont utilisé l’alcalase afin d’avoir 

un hydrolysat de protéine. La déminéralisation chimique des carapaces a été réalisée en 

utilisant une solution de HCl à10% (masse/volume).  

Par contre, CIRA et ses collaborateurs (2002), ont utilisé la fermentation lactique comme un 

prétraitement du déchet de crevettes suivi de la déminéralisation et de la déprotéinisation en 

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

 

 D’autres études d’extraction de la chitine ont été réalisées en utilisant un mélange de 

bactéries lactiques et bactéries protéolytiques afin d’obtenir une meilleure déprotéinisation de 

la carapace (Healy et al., 2003 ; Jung et al., 2005b).  

 HEALY et al. (2003) ont extrait la chitine à partir de langoustines (Nephrops 

norvegicus) en utilisant deux bactéries lactiques Lactobacillus plantarum et Lactobacillus 

salivarus et deux bactéries protéolytiques Streptococcus faecium et Pediococcus acidilactici. 

Le résultat obtenu est 90,99% de déminéralisation, alors que le dosage de l’azote a donné un 

taux de 6,31% qui correspond à l’azote présent dans la chitine. D’où, l’azote protéique est 

complètement éliminé. 

 JUNG et al. (2005b), ont également utilisé un mélange de bactérie lactique 

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans KCTC-3074 et une bactérie qui a un grand pouvoir 

protéolytique Serratia marcescens FS-3 afin d’extraire la chitine à partir des carapaces des 

crabes rouges (Chinoecetes japonicus).  

Ils ont remarqué que la déprotéinisation (83,8%) en utilisant la bactérie protéolytique seule est 

supérieure à celle obtenue en utilisant la cofermentation (52,6%). Tandis que la 

déminéralisation passe de 92,25% en utilisant Lactobacillus paracasei subsp. tolerans KCTC-

3074 seul, à 97,2% en utilisant le mélange de Lactobacillus paracasei subsp. tolerans KCTC-

3074 et Serratia marcescens FS-3.  

 

Une autre cofermentation a été réalisée par RAO et Stevens (2006). Mais cette fois en 

utilisant une bactérie lactique amylolytique (Lactobacillus plantarum A6), qui a la capacité de 

dégrader l’amidon, et une bactérie lactique non amylolytique (Lactobacillus plantarum 541) 

en présence de 2% de NaCl. Ils ont obtenu 81,4% de déminéralisation et 59,8% de 

déprotéinisation avec la souche 541 et 65,5% de déminéralisation et 52,2% de 

déprotéinisation avec la souche A6. 
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 L’objectif de ce travail est l’extraction de la chitine à partir des carapaces de crevette 

par voie fermentaire en utilisant une bactérie lactique et une source de carbone peu onéreuse 

qui peut remplacer le glucose. 

 Il s’agit dans une première étape, de revivifier  (réactiver) les bactéries, de caractériser 

la carapace et d’optimiser les paramètres d’extraction de la chitine en utilisant le glucose 

comme source de carbone. Dans la deuxième étape, on a utilisé le jus de dattes comme source 

naturelle de carbone pour notre fermentation. Ce jus a été préparé à partir des déchets de 

dattes (dattes pourries) issues de Deglet-Nour.  

 

V.1. Matériels 

V.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. 

 

V.1.2. La carapace  

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

Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846), identifiées au niveau du laboratoire Halieutique de la 

Faculté des Sciences Biologiques de l’U.S.T.H.B.  

 

V.1.3. La source naturelle de carbone : le jus de dattes  

Le but de ce travail est non seulement l’extraction de la chitine par voie biologique 

mais aussi la recherche d’une autre source de carbone bon marché pouvant remplacer le 

glucose pur. 

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

fournit à chaque compagne prés de 60.000 tonnes de déchets de dattes provenant soit 

directement des palmeraies, soit des écarts des stations de conditionnements. En plus, les 

dattes présentent une richesse en sucres fermentescibles à savoir le glucose, le fructose et le 

saccharose (Boudjelal and Nancib, 2001). 

 

V.2. Méthodes analytiques et expérimentales  

V.2.1. Lactobacillus helviticus 

V.2.1.1. Coloration simple au bleu de méthylène 

On procède de la façon suivante : 
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* Mettez une colonie avec une goutte d’eau distillée sur une lame 

* Fixez la préparation à la flamme. 

* Colorez avec une solution de bleu de méthylène pendant une minute. 

* Lavez la lame à l’eau et séchez sur papier filtre.  

* Observation microscopique : faire d’abord une mise au point avec le plus faible 

grossissement, ensuite passez au plus fort grossissement (x100).   

Résultats : les bactéries sont colorées en bleu et présentant des formes (spécifiques aux 

bactéries).  

 

V.2.1.2. Coloration de Gram 

 La coloration de Gram a été mise au point par le médecin danois (Christian Gram) en 

1884. Elle est la base de toute étude bactériologique et sert à différencier les bactéries en deux 

grands groupes : les bactéries à Gram positif et Gram négatif. 

Mode opératoire 

Technique des secondes (plus rapide) 

- Recouvrir la lame avec du violet de gentiane qui colore les bactéries Gram positif ou Gram 

négatif. 

- Laisser agir 20 secondes. 

- Recouvrir la lame du lugol (solution qui renforce la coloration). 

- Laisser agir 7 secondes puis renouveler le mordançage 2 fois. 

- Incliner la lame puis laisser couler de l’éthanol (95 degré) durant 4 secondes. 

- Rincer à l’eau. 

- Recoloration à la fuchsine (sert à colorer les bactéries qui se sont décolorées).  

- Laisser agir 20 secondes puis rincer à l’eau. 

Résultats : 

- Les bactéries Gram positif restent colorées en violet. 

- Les bactéries Gram négatif sont colorées en rose. 

 

V.2.2. Carapace  

V.2.2.1. Préparation de la poudre de carapace (Mukherjee, 2001)  

 Avant leur utilisation, les carapaces des crevettes sont débarrassées de la chaire, des 

antennes et des pattes. Les carapaces, sont ensuite bouillies dans de l’eau pendant 1h pour 

enlever le maximum de tissus. Puis, elles sont séchées dans l’étuve à 163° C pendant 1h.  
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On laisse, ensuite, refroidir. Après séchage, les carapaces sont débarrassées d’éventuels tissus 

encore présents, par  frottement. 

 

 A la fin, les carapaces subissent un choc thermique qui permet de casser la structure 

cristalline de la chitine et de rendre les carapaces plus faciles à broyer. Pour cela, le 

« quenching » consiste à placer les carapaces dans l’étuve à 80°C pendant 48h. Les carapaces 

ainsi chaudes, sont ensuite mises dans un récipient puis le tout est rapidement plongé dans un 

bain d’acétone contenant de la glace. En dernier, les carapaces sont broyées à l’aide d’un 

broyeur (moulin à café, dans notre cas) pour obtenir une poudre de granulométrie variable 

environ de 1 à 3mm.  

 

V. 2.2.2. Analyses physico-chimiques de la carapace  

V.2.2.2.1. Détermination du pH à 10% (masse/volume)  

 Ce paramètre nous permet d’avoir une idée sur le caractère alcalin ou acide de la 

carapace. Pour estimer son pH, 10 g de poudre de carapace sont mis à macérer dans 100ml 

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

d’un pH mètre. 

 

V.2.2.2.2. Mesure de l’humidité 

La teneur en eau de la carapace est déterminée, selon RAO et ses collaborateurs 

(2000), après un étuvage à 105°C pendant 24h. La perte de masse est équivalente à la quantité 

d’eau présente dans la carapace. L’humidité H se calculera par : 

100
0

10 ×⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=

−

M
MMH     (1) 

H : % d’humidité.  

M0 : masse de la prise d’essai (g). 

M1 : masse de la prise d’essai après étuvage (g). 

 

V.2.2.2.3. Détermination du taux de cendres    

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

carapace. Il nous permet ainsi, de déduire le taux ou le pourcentage de déminéralisation de la 

carapace après la fermentation. 
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 Le principe repose sur l’incinération de1g de poudre de carapace à 900°C pendant 2,5h 

dans un four à moufle (Mirzadeh et al., 2002). Le taux de minéralisation (TM) se calculera 

par : 

( ) 100
01

02 ×−
−= MM

MMTM      (2) 

M2 : masse du creuset avec les cendres (g). 

M0 : masse du .creuset vide (g). 

M1 : masse du creuset chargé de la prise d’essai (g). 

TM : taux de minéralisation avant la fermentation.. 

Il en déduira le pourcentage de déminéralisation noté DM: 

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛

×
×−×=

00

00

mTM
mTMmTMDM ff    (3) 

TM0 : taux de minéralisation avant fermentation.  

TMf : taux de minéralisation après fermentation. 

m0 : masse d’échantillon avant fermentation (g). 

mf : masse d’échantillon après fermentation (g). 

 

V.2.2.2.4. Détermination de la teneur en chitine   

La détermination de la teneur en chitine dans les carapaces est réalisée par dosage des 

résidus N-acétyl glucosamines libérés par hydrolyse acide de la chitine réalisée avec de 

l’acide chlorhydrique 6N pendant 6h. Le dosage des résidus N-acétyl glucosamines libérés est 

réalisé selon la méthode de Reissig (Loiseleur, 1963). Il s’agit de la réaction de Morgan-Elson 

qui, en milieu alcalin et à chaud, les N-acétylhexosamines conduisent à des chromogènes 

(dérivés du furane) alors qu’en milieu acide, les N-acétylhexosamines se condensent au p-

diméthylaminobenzaldéhyde (réactif d’Ehrlich) conduisant à une coloration rouge violacée 

(Percheron et al., 1981).  
Cette méthode utilise deux réactifs :  

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

ajusté à 9,1 avec KOH (Prolabo). 

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

(Fluka) dans 100ml d’acide acétique glacial très pur (Panreac), qui contient 12,5% en volume 

de HCl 10N . Le réactif se conserve bien pendant un mois à +2°C. Au moment de l’usage, on 

le dilue avec 9 volumes d’acide acétique glacial très pur. 
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Préparation de la gamme étalon   

On a choisi une gamme comprise entre 0 et 8mg d’acétyl glucosamine dans un volume 

d’un litre d’eau distillée. On répartit 0,5ml de chaque solution préparée, de concentration 

connue, dans une série de tubes à essai. On ajoute 0,1ml de tetraborate de potassium et on 

chauffe dans un bain marie (Memmert) bouillant pendant exactement trois minutes.  

On refroidit dans un bain d’eau froide, puis on ajoute 3ml de réactif B. On mélange et on 

porte immédiatement dans un bain à 36°C. On refroidit dans un bain d’eau froide (20°C) et on 

lit l’absorbance à 530nm au spectrophotomètre (Secomam, modèle Prim) après 20 minutes 

aussi vite que possible, l’intensité de la couleur baissant d’environ 0,5% toutes les cinq 

minutes après avoir atteint son maximum en 20 minutes (Loiseleur, 1963).  

 

La teneur des carapaces en chitine (%) se calculera par : 

100lond'échantil masse
eglucosamin d'acétyl massechitine  ×⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=enTeneur   (4) 

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

(Cremades et al., 2001) 

14,5
chitineen  )( teneurchitineN =     (5) 

 

V.2.2.2.5. Dosage de l’azote total par la méthode de Kjeldahl (AFNOR, 1982) 

Le dosage de l’azote total dans la carapace, nous permet de calculer le taux de 

protéines et par conséquent estimer le pourcentage de déprotéinisation de la carapace après 

fermentation. La méthode utilisée est la celle de Kjeldahl (AFNOR,1982). Elle s’effectue en 

trois étapes : la minéralisation par l’acide sulfurique en présence d’un catalyseur, 

l’alcalinisation des produits de la réaction de minéralisation, la distillation de l’ammoniac 

libéré et le titrage. L’azote total (Nt) se calculera par : 

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ ×

=
m

VNt
14,0                    (6) 

V : volume d’acide sulfurique versé à la burette lors du titrage (ml). 

m : masse de la prise d’essai (g). 

 

 Dans le cas des carapaces, l’azote total comprend l’azote protéique et l’azote non 

protéique qui correspond à l’azote de la chitine : L’azote des protéines (Nprotéique) se calculera 

par :  
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)(chitineNNN tprotéique −=     (7) 

La teneur en matière azotée protéique (TP) se calculera par : 

25,6×= protéiqueNTP       (8) 

Ce taux de protéines nous permet de calculer le taux de déprotéinisation (DP) de la carapace : 

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛

×
×−×=

00

00

mTP
mTPmTPDP ff      (9) 

TP0 : taux de protéines avant fermentation. 

TPf : taux de protéines après fermentation. 

m0 : masse d’échantillon avant fermentation (g). 

mf : masse d’échantillon après fermentation (g). 

 

V.2.3. La fermentation  

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

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

200r.p.m est effectuée afin d’optimiser les paramètres d’extraction.  

La chaîne d’ensemencement comporte deux étapes qui précèdent l’ensemencement du 

fermenteur : 

1- Dans le but de réactiver la bactérie, nous avons réalisé, tout d’abord, une culture sur un 

milieu MRS solide incubé à 30°C pendant 24h. Il a été entrepris, par la suite, une pré-culture. 

2- La pré-culture consiste à prélever quelques colonies pour les ensemencer dans 5ml de 

milieu MRS liquide puis incubée à 30°C pendant 24h. Cette pré-culture servira à ensemencer 

une culture de 10 ml à raison de 5% (volume/volume). Cette culture sera également incubée à 

30°C pendant 24 h (Rao et al., 2000). 

3- La culture ainsi obtenue servira à ensemencer le fermenteur de 100 ml à raison de 10% 

(volume/volume). 

 

V.2.4. Le jus de dattes 

V.2.4.1. Préparation du jus de dattes (Boudjelal and Nancib, 2001) 

Les dattes sont soigneusement lavées et dénoyautées. L’eau est additionnée à raison de 

2l/Kg de pulpes. Le mélange est chauffé à 80°C pendant 2h. L’extrait obtenu est centrifugé à 

5000 r.p.m pendant 30mn afin de séparer les débris cellulosiques. Le surnageant recueilli puis 

dilué aux proportions voulues est utilisé comme source de carbone et d’énergie pour la 

croissance bactérienne (Boudjelal and Nancib, 2001).   
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V.2.4.2. Dosage des sucres réducteurs par la méthode de l’acide dinitrosalycilique :   

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

(voir annexes) et les terminaisons réductrices des molécules des sucres. En effet, à 

température élevée, en milieu basique et en présence des sucres réducteurs, le réactif DNS de 

couleur jaune est réduit en acide 3-amino-5-nitrosalicylique (brun), et les groupements 

aldéhydes des sucres sont oxydés en groupements carboxyles. 

Mode opératoire :  

- Mettez 3ml d’échantillon convenablement dilué dans un tube à essai.  

- Ajoutez 3ml du réactif DNS. Agitez et plongez-le dans un bain-marie bouillant pendant 

5mn. 

- Ajoutez, alors, 1ml de Rochelle salt et laissez- le refroidir. 

- Lire la densité optique à 575nm.    

 

V.2.4.3. Dosage colorimétrique des protéines totales  

 Le dosage des protéines totales dans les échantillons liquides, prélevés du milieu de 

fermentation, a été réalisé par la méthode de Biuret à 540nm (Apria, 1981). 

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

−CO−NH2) forment avec les ions cuivriques (Cu2+) 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. 

Mode opératoire : 

a) Courbe d’étalonnage  

- A partir du sérum étalon dont le titre en protéines est connu ρ (g/), réaliser des dilutions de 

1/10ème, 1/20ème, 1/40ème et 1/80ème , pour cela, prélever 2ml, 1ml, 0,5ml et 0,25ml de sérum 

puis compléter à 20ml avec de l’eau physiologique.  

- Dans une série de tubes à essai (1, 2, 3, 4), introduire 1ml de chacune des dilutions et 4ml du 

réactif de cornall (voir annexes).  

- Le témoin ou le blanc est réalisé avec 1ml d’eau physiologique et 4ml du réactif de cornall. 

- Mélanger, attendre 30mn à température ambiante et à l’obscurité. 

- Une fois que la coloration est stable, lire DO de chaque tube contre le blanc à 540nm. 
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b) Dosage des protéines totales   

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

 

V.2.4.4. Dosage de l’ammoniaque par le réactif de NESSLER : 

a) Principe : 

2 HGI4 + 2 NH3 → 2 NH3HGI2 + 4 I- 

2 NH3HGI2  →  NH2HG2I3 + NH4
+ + I-      (coloration brune)  

b) Préparation du réactif de NESSLER : (solution A + solution B) 

 A- 1 volume HGCl2  (chlorure de mercure) + IK (iodure de potassium) (stable) 

 B- 0,3 volume NaOH 10 M (stable) 

c) Mode opératoire :  

5ml de solution à doser convenablement diluée + 0,1ml de réactif de NESSLER (préparé juste 

avant l’utilisation). Décaler l’ajout du réactif de NESSLER 1mn par tube. Laisser incuber à 

température ambiante pendant 10mn après l’ajout du réactif de NESSLER. Lire DO à 420nm. 

Enfin, déduire de la courbe d’étalonnage, dont la gamme de concentration est de 0 à 2ppm en 

NH4
+, la teneur en azote ammoniacal présente dans l’échantillon. 
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VI. 1. Ré identification de la souche  

 La confirmation de la forme allongée de la bactérie lactique Lactobacillus helveticus, 

utilisée dans notre étude, a été établie suite à la coloration au bleu de méthylène. Ainsi, la 

coloration de Gram nous a montré que notre souche appartient au groupe des Gram positif. 

 

VI. 2. Caractérisation de la carapace  

VI.  2. 1. Les propriétés physico-chimiques de la carapace  

 Les analyses physico-chimiques de la poudre de carapace ont été portées sur la 

détermination des taux de protéines, de minéraux et de chitine ainsi que la teneur en eau. Les 

résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 4. 

 

Tableau 4 : Propriétés physico-chimiques de la carapace  

pH 8-9 

Humidité 3,25% 

Cendres 35,5% 

Protéines (libres et liées) 27,61% 

Chitine 23,61% 

Lipides et pigments 13,28% 

 

 La carapace de Parapenaeus longirostris est caractérisée par un pH basique qui varie 

entre 8-9. Elle présente un taux de cendres élevé 35,5% par rapport à celui retrouvé chez les 

langoustines (20,8%) (Zakaria et al., 1998) et chez la crevette tropicale (18-23%) (Rao et al., 

2000). Par contre, les crabes rouges présentent une minéralisation plus importante qui est de 

l’ordre de 41,2% (Jung et al., 2005b). Notre carapace caractérisée par une minéralisation assez 

importante peut rendre la déminéralisation difficile (Chellat, 1999).   

 

Le taux de protéines que renferme la carapace étudiée est de l’ordre de 27,61%. Ce taux 

est de 22,4% chez les crabes rouges (Jung et al., 2005b) et de 30-40% chez la crevette tropicale 

(Rao et al., 2000).  

 

Un faible taux d’humidité (3,25%) est obtenu, ce qui indique une faible hydratation. 
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La quantité de chitine est de l’ordre de 23,61%. Elle est, en accord, avec le taux rapporté 

par No et al., (1989) (14-27% chez la crevette). 

VI. 2. 2. Le spectre infra-rouge  

 La spectroscopie infra-rouge est une technique peu coûteuse qui a l’avantage d'identifier 

les groupements chimiques tels que (NH, CO, ….etc) présents à la surface du matériau brut. Le 

spectre obtenu est représenté dans la figure 14. 

 
 

Fig. 14 : Spectre Infra-Rouge de la carapace brute de Parapenaeus longirostris. 

 

L’étude par la spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (IRTF) montre 

l’apparition de bandes caractéristiques de la calcite à 2522,7 cm-1, 1458,1 cm-1, 875,6 cm-1  et 

709,8 cm-1. Ces résultats sont confirmés par les travaux de Heredia et al. (2006). 

Tous les amides présentent une bande carbonyle connue sous le nom de bande I des 

amides. Sa position est modifiée par la formation de liaison hydrogène (Zerarka, 1994). En plus, 

tous les amides primaires et secondaires possèdent entre 1650 et 1515 cm-1 une bande résultant de 

la déformation des groupes NH2 lié et NH. Cette bande est connue sous le nom de bande II des 

amides (Zerarka, 1994). La plupart des amines primaires présentent une bande large vers 900-650 

cm-1 (Zerarka, 1994). 

(cm-1)
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Selon Seung et Cheong (2006), les pics caractéristiques de la carapace des crustacés sont : 

I : 1660 cm-1 [C=O], II : 1550 cm-1 [NH], III : 973 cm-1 [NH]. 

Pour notre échantillon, on remarque l’apparition d’une bande intense à 1654,8 cm-1 qui 

correspond à la liaison (C=O) caractéristique de la bande I des amides et un pic à environ 1550 

cm-1 qui  correspond à la liaison (N-H) caractéristique de la bande II des amides. 

On note, également, l’apparition d’un pic à 2927 cm-1 qui correspond à une liaison C-H, 

cette bande est comprise entre 3000 et 2840 cm-1  selon Zerarka (1994).  

On remarque, également, un pic à 3444,6 cm-1 qui correspond au groupement O-H 

(Zerarka, 1994).  

VI. 3. Caractérisation du jus de dattes  

Tout processus de fermentation est lié à la qualité du milieu de culture utilisé. Par 

conséquent, la détermination de la composition biochimique du jus de dattes est nécessaire. Les 

analyses ont été réalisées au niveau du laboratoire du Centre de Recherche et de Développement 

de Sonatrach. Les résultats sont rassemblés dans le tableau 5. 

Tableau 5 : Composition du jus de dattes Deglet-Nour 

pH 

Sucres réducteurs 

Saccharose 

Les minéraux (mg/l) : 

Calcium (Ca2+) 

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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Les résultats obtenus montrent que le jus issu de Deglet- Nour présente une teneur élevée 

en sucres réducteurs (207,76 g/l), en potassium (1580 mg/l) et en calcium (75,14 mg/l).                   

Par contre, il est pauvre en protéines (0,086 mg/l). 

Cette composition chimique, nous a permis d’utiliser le jus de dattes comme milieu de 

fermentation pour les bactéries lactiques (Boudjelal and Nancib, 2001) afin de récupérer la 

chitine puisqu’il est riche en sucres fermentescibles et contient des oligo-éléments qui peuvent 

jouer un rôle de cofacteurs pour les enzymes protéolytiques ainsi que pour la croissance 

bactérienne. 

 

VI. 4. Influence des conditions opératoires sur l’évolution du pH du milieu  

 Plusieurs paramètres physico-chimiques peuvent influencer la croissance bactérienne et 

par conséquent, la production de l’acide lactique. Cette dernière peut être exprimée par 

l’évolution du pH du milieu de fermentation.  

 Les paramètres qui ont été optimisés dans notre travail sont : la concentration initiale en 

glucose (0- 500 g/l), avec et sans stérilisation de la carapace, la température d’incubation (30-

42°C), le pH initial et la source de carbone. Pour cela, nous avons utilisé un carbohydrate naturel 

: du jus de dattes en remplacement du glucose pur. 

 Pour le jus de dattes, différentes concentrations en sucre ont été préparées en réalisant des 

dilutions de la solution mère (208 g/l). 

  

VI. 4. 1. Effet de la concentration initiale en glucose sur l’évolution du pH en milieu stérile   

Le traitement biologique de la carapace stérile par Lactobacillus helveticus à différentes 

concentrations en glucose (0-150 g/l) et à température 30°C, a permis d’obtenir les résultats 

représentés dans la figure 15. 

 

On remarque que, plus la concentration initiale en glucose augmente plus l’acidification 

est importante. En effet, avec 20 g/l en glucose, le pH initial atteint la valeur de 6,9 alors qu’avec 

150 g/l en glucose, le pH minimal est de 6,01.   
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Fig. 15 : Influence de la concentration initiale en glucose sur l’évolution du pH en fonction 

du temps à 30°C  
 
  L’influence de la concentration du glucose sur la déminéralisation et la déprotéinisation 

de la carapace, a été estimée par le calcul du pourcentage de cendres et de protéines restants dans 

la carapace fermentée. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 16. 
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Fig. 16 : Influence de la concentration initiale en glucose sur les taux de déprotéinisation et 

de déminéralisation de la carapace stérile 
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 On constate que lorsque la concentration initiale en glucose varie entre 0 et 80 g/l, le 

poids des cendres reste constant, cela signifie que la déminéralisation n’a pas eu lieu. Par contre, 

ce n’est qu’à partir de 100 g/l qu’on commence à avoir une déminéralisation mais qui reste, toute 

fois, faible (5,35%). Celle-ci augmente jusqu’à 8,45% à une concentration de 150 g/l.  

Inversement, la déprotéinisation augmente avec la concentration initiale en glucose, 

jusqu’à atteindre un maximum de 76% à une concentration de 80 g/l puis elle commence à 

diminuer dés que la déminéralisation débute. Ces résultats corroborent avec ceux obtenus par 

Jung et al., (2005b). Le traitement, de la carapace de crabe rouge, par la bactérie protéolytique 

Serratia marcescens FS-3 a permis d’obtenir un taux de déprotéinisation de 83,3%. Ce taux 

diminue pour atteindre 52,6% en utilisant un mélange de Serratia marcescens FS-3 et 

Lactobacillus paracasei  (Jung et al., 2005b).  

Nos résultats, nous ont permis de conclure qu’à faible concentration initiale en glucose, 

on favorise la déprotéinisation car avec le milieu légèrement acide (6,2-6,5), le pH est optimal 

pour l’activité des protéases. La présence de ces protéines a été confirmée par le dosage des 

protéines en solution par la méthode de Biuret. Ce dosage a montré que la concentration des 

protéines augmente sans cesse dans le milieu de fermentation (Fig. 17).  
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Fig. 17 : Evolution de la concentration en protéines dans le milieu de fermentation en 

fonction du temps (80 g/l en glucose et 30°C) 
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Cette augmentation de la concentration des protéines en solution au cours du temps traduit 

une élimination des protéines de la carapace, sous l’effet des protéases bactériennes. Ce qui 

explique les taux de déprotéinisation obtenus sur la carapace (Fig.17).   

  

 Pour des concentrations initiales plus élevées en glucose, on commence à favoriser la 

déminéralisation . Ces résultats seront confirmés dans la suite de notre travail. 

  

 L’analyse de la carapace déprotéinisée à 76% avec 80 g/l de glucose par spectroscopie 

infrarouge a donné le spectre représenté dans la figure 18. 

 

On remarque que les bandes caractéristiques de la calcite existent toujours dans le spectre 

de la carapace déprotéinisée, et elles sont plus ou moins intenses comparant à celle de la carapace 

brute.  

 On note l’apparition de nouveaux pics à 2889,2 cm-1, 3109 cm-1 qui correspondent aux 

liaisons (CH), et un pic à 3274,9 cm-1 qui correspond à la liaison (C=O.....NH). Ces bandes sont 

caractéristiques de α-chitine selon Heredia et al. (2006).  
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a) 

 
 

b) 

 
                                                                      

Fig. 18 : Spectres Infra Rouge de la carapace brute (a) et de la carapace déprotéinisée 

(76%) (b) avec 80 g/l en glucose 

 

 

(cm-1)

(cm-1)
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VI. 4. 2. Effet de la stérilisation de la carapace sur l’évolution du pH du milieu 

L’influence de la stérilisation de la carapace a été étudiée en reprenant l’essai effectué 

avec 150 g/l de glucose à température d’incubation 30°C, sans stériliser la carapace. Les résultats 

obtenus sont illustrés dans la figure 19. 
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Fig. 19 : Influence de la stérilisation de la carapace sur l’évolution du pH du milieu de 

fermentation en fonction du temps (150 g/l en glucose et 30°C)  

 

 D’après la figure 19, l’effet de la stérilisation est bien observé avec 150 g/l de glucose. 

On remarque que les plus faibles valeurs du pH obtenues sont de 6,01 et 5,75 avec et sans  

stérilisation, respectivement. Donc, l’abaissement du pH qui favorise la déminéralisation était 

meilleur dans les conditions non stériles. Ce résultat est confirmé par le calcul des taux de 

déminéralisation et de déprotéinisation (Fig. 20). 
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Fig. 20: Influence de la stérilisation sur les taux de déminéralisation et de déprotéinisation 

du déchet de crevette 

 

 D’après la figure 20, on remarque qu’avec 150 g/l en glucose, la déminéralisation atteint 

un taux de 8,45% et 11,26% avec et sans stérilisation, respectivement. D’après Rao et al. (2000), 

la flore microbienne habituelle de la carapace semble contribuer à l’acidification du milieu. 

Cependant, il est remarqué une diminution du taux de déprotéinisation avec la carapace non 

stérile. 

 

VI. 4. 3. Effet de la concentration élevée en glucose sur l’évolution du pH du milieu 

 Afin d’améliorer la déminéralisation de la carapace, nous avons proposé d’augmenter la 

concentration initiale en glucose. Quatre concentrations ont été choisies 200, 300, 400 et 500 g/l 

et la carapace non stérile a été utilisée. Les résultats donnant l’évolution du pH sont représentés 

dans la figure 21. 
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Fig. 21 : Influence de fortes concentrations en glucose sur l’évolution du pH du milieu de 

fermentation en fonction du temps sur la carapace non stérile 

 

On remarque que pour toutes les concentrations initiales en glucose (Fig. 21), sauf pour 

300 g/l, les courbes tracées présentent trois phases. Celles-ci ont été, également, observées avec 

la carapace stérile. 

 

 - La première phase dite phase d’acidification : elle est expliquée par la production 

d’acide lactique au cours de la croissance bactérienne suite à la conversion du glucose (Fig. 22). 

Ce résultat est confirmé par les chercheurs Yun  et al. (2003) et Luquet et Corrieu (2005). La 

durée de l’acidification varie en fonction de la concentration en glucose. Elle est de 47h pour 200 

g/l de glucose, 164h pour 400 g/l de glucose et seulement 139h pour 500 g/l de glucose. Le 

glucose est utilisé comme source de carbone et d’énergie pour la croissance bactérienne (Fig. 22). 

L’arrêt de l’acidification lactique coïncide avec l’épuisement du glucose. 

 En absence de l’inoculum, la carapace en milieu aqueux présente un caractère basique, le 

pH est compris entre 8 et 9. Sur toutes les figures (22a, 22b et 22c), nous remarquons que la 

fermentation débute à pH 8-8,5. Ce résultat est expliqué par la présence, lors du dosage, d’une 

forte concentration en ammoniaque dans le milieu et qui est de l’ordre de 2 g/l. 



Chapitre VI : Résultats et discussion 

 53

0 50 100 150 200 250

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

2.0

0

50

100

150

200

 pH
 biomasse(DO)
 glucose

pH

t (h)

a)

bi
om

as
se

 (D
O

)

[G
lu

co
se

] g
/l

 

0 50 100 150 200 250
5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

9.0

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

2.0

0

50

100

150

200

250

300

350

400 pH

pH

t (h)

 biomasse (DO)
 glucose

bi
om

as
se

(D
O

)

[G
lu

co
se

] g
/l

b)

 

0 50 100 150 200 250

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

 pH
 biomasse (DO)
 glucose

pH

t (h)

Bi
om

as
se

 (D
O

)

c)

G
lu

co
se

 (g
/l)

 
Fig. 22 : Evolutions du pH, de la concentration en glucose et de la biomasse (densité optique) en fonction du 

temps à différentes concentrations initiales en glucose: 200 g/l (a), 400 g/l (b), 500 g/l (c) 
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Le dosage de l’ammoniaque, à différents temps de fermentation, a montré que durant la 

phase d’acidification, il y a consommation de l’ammoniaque, par les bactéries, comme source 

d’azote pour la croissance bactérienne. Ce résultat est confirmé pour toutes les concentrations 

initiales en glucose (Fig. 23). A la fin de la phase d’acidification la quantité d’ammoniaque 

restant dans le milieu est de 1,36 g/l pour 200 g/l, 1,11 g/l pour 300 g/l, 3,96 g/l pour 400 g/l et 

3,64 g/l pour 500 g/l de glucose.    

 La diminution du pH est, ainsi, due non seulement à la production de l’acide lactique par 

conversion du glucose mais aussi à la consommation des ions NH4
+ présents dans le milieu. Ce 

résultat n’a pas été signalé et constaté par d’autres travaux.   

 

 - Deuxième phase dite phase de stabilité du pH : elle est due à l’arrêt de la production 

d’acide lactique après épuisement de la source de carbone. Cette phase coïncide avec la phase 

stationnaire de la croissance bactérienne (Fig. 22). Sa durée est de 96h pour 200 g/l de glucose, 

123h pour 400 g/l de glucose et seulement 74h pour 500 g/l de glucose.  

 

 - Troisième phase dite phase de la remontée du pH : cette phase s’explique par la 

production d’ammoniaque dans le milieu de fermentation (Rao et al., 2000 ; Shirai et al., 2001). 

Cette hypothèse, contrairement à la bibliographie, a été confirmée dans notre travail (Fig. 23), en 

effet, pour toutes les concentrations initiales en glucose, il y a augmentation, vers la fin de la 

fermentation, de la concentration en NH4
+ jusqu’à atteindre des valeurs de 1,83 g/l pour 200 g/l 

de glucose, 3,95 g/l pour 400 g/l de glucose et 3,63 g/l pour 500 g/l de glucose. La production 

d’ammoniaque est expliquée par la désamination des acides aminés issus de la dégradation des 

protéines. Les acides aminés sont utilisés comme sources d’énergie pour le maintien cellulaire 

durant la phase stationnaire (Fig. 22). Ce résultat a été, aussi, mis en évidence lors de la 

récupération de la chitine par fermentation en présence de jus de dattes.  
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Fig. 23 : Courbes d’évolution du pH et de la concentration en ammoniaque en fonction du temps à différentes 

concentrations initiales en glucose : 200 g/l (a), 400 g/l (b), 500 g/l (c) 
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La fermentation lactique de la carapace non stérile avec une concentration initiale en 

glucose de 300 g/l, conduit à des résultats totalement différents de ceux obtenus avec 200, 400 et 

500 g/l en glucose. En effet, la figure 24 montre une diminution sans cesse du pH jusqu’à 

atteindre une valeur de 5 à la fin de la fermentation.   
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Fig. 24 : Courbes d’évolution du pH, de la concentration en glucose et de la biomasse 

(densité optique) (a) du pH, des concentrations en ammoniaque et en protéines (b) en fonction du 

temps 
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Contrairement aux autres concentrations en glucose étudiées, on n’observe pas de 

production d’ammoniaque. Ce qui explique l’absence de la remontée du pH. L’acidité élevée du 

milieu (pH égal à 5) peut être responsable de l’inhibition de l’activité protéasique. Selon Chantal 

et al., (1996), le pH influence l’activité protéolytique des bactéries lactiques. 

  

Pour des concentrations plus élevées en glucose, la croissance bactérienne (Fig. 25) est 

moins importante qu’avec 300 g/l, car il y a inhibition par excès de substrat. Ce résultat corrobore 

avec celui obtenu par Yun et al. (2003) et Wee et al. (2006). 
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Fig. 25 : Evolution de la croissance bactérienne en fonction du temps à différentes 

concentrations initiales en glucose 

 

Ces chercheurs ont constaté qu’une fermentation lactique qui se déroule en batch et à 

fortes concentrations en substrat, la fermentation est inhibée par l'excès du substrat. 

Le calcul des taux de déminéralisation et de déprotéinisation, montre que pour une 

concentration initiale en glucose de 300 g/l, on obtient 53% de déminéralisation et 20,6% de 

déprotéinisation. Comme le montre la figure 26, cette concentration est optimale. 

 



Chapitre VI : Résultats et discussion 

 58

100 200 300 400 500
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100
 DM
 DP

Ta
ux

 d
e 

D
M

 e
t D

P
 (%

)

[glucose]0 g/l

 
Fig. 26 : Taux de déminéralisation et de déprotéinisation de la carapace en fonction de 

fortes concentrations initiales en glucose 
 

 On remarque qu’avec 500 g/l de glucose, le taux de déprotéinisation est très élevé 

(60,84%). L’excès du glucose dans le milieu a favorisé le développement de la flore microbienne 

présente dans la carapace. Ceci est démontré par la coloration verdâtre observée sur la paroi du 

fermenteur. Dans ce milieu, l’activité protéasique semble être importante. 

 L’analyse de la carapace fermentée avec 300 g/l de glucose, par spectroscopie infra rouge 

nous a permis d’obtenir la figure 27. 
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a) 

 
 

 

b) 

 
 

 
Fig. 27: Spectres Infra Rouge de la carapace brute (a) et de la carapace déminéralisée        

(b) (53%) avec 300 g/l en glucose  

(cm-1)

(cm-1) 
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 Les spectres, montrent qu’il y a disparition des bandes caractéristiques de la calcite. En 

plus, l’apparition de bandes intenses caractéristiques de la chitine à 3274,9 cm-1 (liaison amide 

CO-NH), bandes à 2889,2 cm-1 et à 3105,2 cm-1 (liaison C-H) qui ont été masquées, selon 

Heredia et al. (2006), par les bandes de calcite (Fig. 27). 

 

VI. 4. 4. Effet de la température d’incubation sur l’évolution du pH du milieu 

 Lactobacillus h. est une bactérie lactique thermophile dont la température optimale de 

croissance bactérienne varie entre 30°C et 45°C.  

On a étudié l’influence de la température sur l’évolution du pH du milieu et par 

conséquent sur la déminéralisation de la carapace.  

 

Deux cultures ont été conduites, l’une à 35°C et l’autre à 42°C sur la carapace non stérile. 

Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 28.  
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Fig. 28 : Influence de la température sur l’évolution du pH en fonction du temps pour une 

concentration en glucose de 300 g/l  

 

 

 La figure 28, montre qu’à 35°C le pH diminue jusqu’à pH 4,66 au bout de 150h puis se 

stabilise. Tandis qu’à 42°C, le pH diminue jusqu’à pH 5,25 au bout de 92h puis se stabilise.  

 

 L’augmentation de la température a permis d’obtenir des taux de déminéralisation de 60% 
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à 35°C et 47,88% à 42°C. Les résultats du taux de DM et DP sont illustrés dans la figure 29. Ce 

résultat nous a permis de conclure que la température optimale de la déminéralisation biologique 

par Lactobacillus helveticus et dans les conditions de notre étude, est 35°C.  
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Fig. 29: Taux  de déminéralisation et de déprotéinisation en fonction de la température 

d’incubation avec 300 g/l en glucose 
 

VI. 4. 5. Effet du pH initial sur l’évolution du pH du milieu  

 Les Lactobacillus sont légèrement acidophiles. Leur pH optimal de croissance est compris 

entre 5,5 et 6,2. La croissance se poursuit jusqu’à pH 5 et parfois au-dessous. La vitesse de 

croissance est plus faible lorsque la culture commence à pH neutre ou alcalin (Leveau and Bouix, 

1991).  

 Pour ces raisons, nous avons tenté d’améliorer l’acidification, et par conséquent la 

déminéralisation de la carapace des crevettes, en ajustant le pH initial du milieu de fermentation à 

5,5 avec une solution d’acide acétique glacial. Les résultats sont rassemblés sur la figure 30. 
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Fig. 30 : Influence du pH initial sur l’évolution du pH du milieu de fermentation en fonction 

du temps à 30°C 
 

 Les résultats représentés sur la figure 30 montrent qu’après ajustement du pH initial, à une 

valeur acide (5,5), l’addition de la carapace dans le milieu provoque une remontée rapide du pH. 

Le couplage de la méthode chimique et de la méthode biologique fera l’objet d’une étude 

ultérieure.  

 

VI. 4. 6. Effet de la source de carbone  

La richesse des dattes en sucres et en éléments minéraux offre à celles-ci, la possibilité 

d’être valorisées par des procédés biotechnologiques. Donc, le jus de dattes peut constituer un 

bon milieu pour la fermentation.  

 

VI. 4. 6. 1. Influence de la concentration en sucres dans le jus de dattes sur l’évolution du 

pH 

 Des essais d’extraction de la chitine ont été réalisés en utilisant différentes concentrations 

en sucres réducteurs (80, 100 et 150 g/l). Les résultats de l’évolution du pH en fonction du temps 

à différentes concentrations en sucres dans le jus de dattes sont illustrés dans la figure 31. 
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Fig. 31 : Evolution du pH du milieu en fonction du temps à différentes concentrations en 

sucres dans le jus de dattes à 30°C  

 

 Selon la figure 31, on constate que la plus faible valeur du pH (6,08) est obtenue au bout 

de 23h avec 150 g/l de sucres réducteurs. Avec 80 g/l, le pH du milieu était de l’ordre de 6,42 au 

bout de 23h. 

 

Pour les trois cultures, on a obtenu une déminéralisation négligeable mais une 

déprotéinisation importante qui varie entre 76,61% et 91%. La meilleure déprotéinisation est 

obtenue avec 80g/l en sucres réducteurs à 30°C (Fig. 32).  

 

Comparativement au glucose pur, l’amélioration de la déprotéinisation est due à la 

composition du milieu de croissance. En outre, selon Leveau et Bouix (1980), les conditions de la 

culture peuvent modifier l’activité protéolytique totale ou activer/ inhiber une activité protéasique 

ou peptidasique donnée. 

 

L’utilisation du jus de dattes, comme milieu de fermentation, nous a permis d’améliorer la 

déprotéinisation. Ceci est dû à la présence de certains ions métalliques dans le jus tels que le 

calcium, car il est souvent cité pour son rôle dans la paroi cellulaire, en particulier, pour l’activité 
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des protéases de la paroi (Leveau and Bouix, 1980).   
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Fig. 32 : Influence de la concentration initiale en sucres sur les taux de déprotéinisation       

et de déminéralisation de la carapace non stérile. 

 

Cette propriété est attribuée par les auteurs soit à la fixation de l’enzyme sur la paroi, soit 

à la stabilisation de son activité (Leveau and Bouix, 1980). En plus du calcium, le potassium est 

exigé pour la croissance de Lactobacillus helveticus (Leveau and Bouix, 1980). 

 

Les courbes donnant les évolutions du pH, de NH4
+ en fonction du temps, présentent les 

mêmes allures que celles obtenues avec le glucose pur (Fig. 33). En effet, durant la phase 

d’acidification, il y a consommation de sucres réducteurs (non dosés) comme source de carbone 

et d’énergie et de l’ammoniaque comme source d’azote pour la croissance bactérienne. 

Par contre, durant la phase de remontée du pH, il y a production de NH4
+ résultant de la 

dégradation des protéines présentes dans le milieu de culture (Fig. 33).   
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Fig. 33 : Evolutions du pH, de la concentration en NH4

+ et des protéines en fonction du temps à différentes 

concentrations en sucres réducteurs : 80 g/l (a), 100 g/l (b), 150 g/l (c) à 30°C  
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VI. 4. 6. 2. Influence de la température sur l’évolution du pH  

A 35°C (Fig. 34), on a eu une amélioration de l’acidification. Au bout de 69h, le pH 

atteint 4,78 avec 208 g/l de sucres réducteurs. Au delà de 60h, il se stabilise puis remonte jusqu’à 

atteindre une valeur de 6 au bout de 300h. La déminéralisation obtenue avec cette concentration 

est de l’ordre de 44%. Alors que, la déprotéinisation est de l’ordre de 32%. 
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Fig. 34 : Evolution du pH en fonction du temps à différentes températures d’incubation 

avec 208 g/l en sucres réducteurs 

  

A 42°C (Fig. 34), le pH atteint une valeur de 5,16 au bout de 70h puis se stabilise à cette 

valeur sans qu’il y ait remontée du pH à la fin de la fermentation. Dans ces conditions, une 

déminéralisation de 41,4% a été obtenue. Les résultats de déminéralisation et déprotéinisation, 

obtenus sont illustrés dans la figure 35. 
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Fig. 35 : Taux de déminéralisation et de déprotéinisation de la carapace en fonction de la 

température avec 208 g/l en sucres réducteurs  

 

 On constate que, comme pour le glucose pur, la déprotéinisation et la déminéralisation se 

font séparément. La déprotéinisation est maximale (91%) à faible concentration en sucres 

réducteurs (80 g/l), alors que la déminéralisation (44%) est favorisée par de fortes concentrations 

en sucres réducteurs (208 g/l), dans nos conditions d’étude. En outre, la température optimale de 

déminéralisation de la carapace des crevettes par Lactobacillus helveticus en présence du jus de 

dattes est bien 35°C comme pour le glucose pur. 
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 La gestion des déchets est devenue en quelques années un enjeu environnemental 

majeur, à cause de leur production de plus en plus importante et diversifiée, résultat de notre 

développement industriel et économique. 

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés à la valorisation biologique de deux déchets : 

la carapace de crevette Parapenaeus longirostris riche en chitine et le jus de dattes riche en 

sucres fermentescibles utilisés comme milieu de fermentation. Une étude des conditions 

opératoires pouvant influencer ce procédé biologique a donc été réalisée dans ce mémoire. 

 

Dans une première étape, nous avons caractérisé la carapace de Parapenaeus 

longirostris et le jus de dattes utilisés dans notre étude. Les analyses physico-chimiques de 

cette carapace, ont montré qu’elle est constituée de  35,5% de cendres, 27,61% de protéines, 

23,61% de chitine et 13,28% de lipides et pigments. Ces analyses nous ont permis également 

de déterminer la composition biochimique de jus de dattes. Les résultats obtenus montrent 

qu’il présente une teneur élevée en sucres réducteurs (208 g/l), en potassium (1580mg/l), en 

calcium (75,14 mg/l) et pauvre en protéines (0,086 mg/l). 

 

Dans une deuxième étape, nous avons optimisé les conditions opératoires de la 

fermentation lactique. L’optimum de la déminéralisation (60%) a été obtenu avec 300 g/l en 

glucose et à 35°C sur carapace non stérile. Alors que, la meilleure déprotéinisation (76%), a 

été obtenue à faible concentration en glucose (80 g/l) et à 30°C sur carapace stérile. 

 

Les résultats obtenus démontrent clairement que : 

-la déminéralisation et la déprotéinisation maximales par le procédé biologique 

doivent se faire séparément comme dans le procédé chimique et dans des conditions 

totalement différentes.  

-La stérilisation de la carapace semble être favorable à la déprotéinisation et 

défavorable à la déminéralisation. La flore microbienne présente dans les crevettes contribue 

donc à l’acidification du milieu de fermentation lactique. 

 

Dans une troisième étape, nous avons remplacé le glucose pur par le jus de dattes. Une 

optimisation des paramètres physico-chimiques a été aussi réalisée. L’utilisation du substrat 

naturel, nous a permis d’améliorer la déprotéinisation. En effet, on a obtenu un taux de 91% 

avec le jus de dattes dont la concentration est de 80 g/l en sucres réducteurs et à 30°C. On 

remarque que les conditions d’une déprotéinisation maximale sont identiques à celles du 
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milieu à base du glucose pur. Concernant la déminéralisation, un taux maximal de 44% est 

obtenu avec 208g/l en sucres réducteurs et à 35°C. Ce taux reste, par contre, inférieur à celui 

obtenu avec le glucose pur. Les sels minéraux retrouvés dans le jus de dattes sont 

responsables dans l’amélioration du taux de déprotéinisation de la carapace.    

 

A la lumière des résultats obtenus, nous pouvons conclure que l’utilisation du jus de 

dattes dans la récupération de la chitine de la biomasse marine est très intéressante en plus 

qu’elle rentre dans cadre de la valorisation des déchets. 

 

Afin d’élucider les mécanismes intervenants dans la déminéralisation et la 

déprotéinisation de la carapace, nous avons effectué des dosages de la DO traduisant la 

biomasse, des substrats (glucose et ammoniaque) et des métabolites (NH4
+). Nous avons 

démontré que, l’acidification du milieu de fermentation n’est pas seulement due à la 

production d’acide lactique par conversion du glucose mais aussi à la consommation des ions 

NH4
+. Ce résultat n’a pas été constaté dans les travaux antérieurs.  

La méthode biologique nous permet d’extraire la chitine sans générer des produits 

chimiques toxiques et polluants comme c’était le cas dans la méthode chimique. En plus, on 

obtient un milieu liquide riche en protéines, en acides aminés et d’autres matières organiques 

valorisables et qui seraient intéressant de les doser.  

 

Pour la suite du travail, il sera intéressant pour augmenter la déminéralisation et la 

déprotéinisation de la carapace d’envisager en perspectives de : 

- Répéter plusieurs fois les cycles de fermentation. 

- Faire un essai dans un réacteur de volume plus important (par exemple de 3 litres) afin 

d’améliorer les résultats des dosages des échantillons prélevés. 

-Additionner des enzymes protéolytiques et des bactéries lactiques pour une récupération 

maximale de la chitine. 

- Coupler la méthode chimique à la méthode biologique. 

- Utiliser une autre source de chitine tels que les micro-organismes issus des industries agro-

alimentaires de fabrication de lactosérum, les mélasses,… et pharmaceutiques (antibiotiques) 

(Seda et al.,2004). 
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                                                                                                                                         Annexes 

1- Préparation des réactifs pour les dosages 

1- 1- Glucose : 

- Préparation du réactif DNS  

Acide dinitrosalycilique                                                      1% 

Phénol                                                                              0,2% 

Sulfite de sodium                                                           0,05%  

NaOH                                                                                 1%  

Rochelle salt (tartrate double de sodium et potassium)    40%     

Etalon glucose (solution de 1g/l) 

 Les réactifs doivent être mélangés dans l’ordre indiqué ci-dessus à l’exception du 

Rochelle salt qui doit être préparé seul et ajouté aux échantillons après ébullition. 

 
1- 2- Protéines 

 
- Réactif de cornall : 

- Dissoudre 1,5g de CuSO4. 5H2O dans 250ml d’eau distillée. 

- Dissoudre 6g de tartrate double de sodium et potassium dans 250ml d’eau distillée. 

- Dissoudre 30g de NaOH dans 300ml d’eau distillée. 

Faire le mélange de ces trois solutions et compléter à 1 litre avec de l’eau distillée.     
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2- Les courbes d’étalonnage 

 
 

courbe d'étalonnage du glucose

y = 0,0102x
R2 = 0,9958
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courbe d'étalonnage des protéines 

y = 31,009x
R2 = 0,9904
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courbe d'étalonnage de 
l'ammoniaque

y = 0,1758x
R2 = 0,9964
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:ملخص  

لك باستعمال البكتيريا الحليبية  ذ و Parapenaeus longirostris   الكيتين من قوقعة الجمبرياستخلاصه الدراسة هو ذالهدف من ه 

 Lactobacillus helveticus milano الأملاح المعدنية من القوقعة بإنتاج حمض  الحليب و التحميضه البكتيريا تسمح بنزع ذه. 

خر للكربون غير مكلف في آإن البحث عن منبع . نزيمات المهدمة للبروتيناتلإآذلك نزع البروتينات بإفراز او  ،ي ينتج عنه ذال

 من نزع ٪ 76 :النتائج المتحصل عليها خلال دراستنا هي.  اختيارنا وقع على عصير التمر،لكآذمكان الجلوآوز آان هدفنا 

 من نزع الأملاح المعدنية تحت درجة حرارة ٪53ل و /غ80وآوز البدائي مئوية مع ترآيز الجل° 30البروتينات تحت درجة حرارة 

 ٪91ولكن استعمال عصير التمر سمح بتحسين نزع البروتينات التي وصلت ). ل/غ300(مئوية مع ترآيز عالي للجلوآوز 35°

مئوية مع ترآيز °35  من نزع الأملاح المعدنية تحت٪44 ل و /غ80مئوية مع ترآيز السكريات المرجعة تساوي ° 30تحت 

  . ل للسكريات المرجعة/غ208

                                            .  نزع البروتينات، نزع الأملاح المعدنية، بكتيريا حليبية،استخلاص الكيتين :آلمات المفتاح 

  Résumé : 

L’objectif de cette étude est l’extraction de la chitine à partir des carapaces de crevette Parapenaeus 

longirostris, par voie biologique en utilisant une bactérie lactique Lactobacillus helveticus milano. 

Cette bactérie permet la déminéralisation de la carapace par acidification en produisant l’acide lactique 

par la conversion du glucose et la déprotéinisation de la carapace par l’excrétion d’enzymes 

protéolytiques. La recherche d’une autre source de carbone bon marché pouvant remplacé le glucose 

était également notre objectif. Notre choix a porté sur le jus de dattes. Les résultats obtenus au cours 

de notre travail sont 76% de déprotéinisation à 30°C avec une concentration initiale en glucose de 80 

g/l et 53% de déminéralisation à 35°C avec une concentration élevée en glucose (300 g/l). Par contre, 

l’utilisation de jus de dattes a permis d’améliorer la déprotéinisation dont on a obtenu 91% de 

déprotéinisation à 30°C avec une concentration en sucres réducteurs de 80 g/l et 44% de 

déminéralisation à 35°C avec une concentration en sucres réducteurs de 208 g/l. 

Mots clés : carapaces de crevette, extraction de la chitine, bactérie lactique, déminéralisation, 

déprotéinisation.   

Abstract 

The purpose of this study is the extraction of the chitin from shrimp shell Parapenaeus longirostris, 

through biologic way using a lactic bacteria Lactobacillus helveticus milano. This bacteria allows the 

demineralization of the shell by acidification and producing the lacti acid, and the deproteinization by 

excretion of proteolytic enzymes. The research of another carbon source “cheap” able to replace the 

glucose was also our objective. Our choice was carried on the date’s juice. The results obtained during 

our work are 76% of deproteinization at 30°C with the initial concentration of glucose equals to 80 g/l 

and 53% of demineralization at 35°C with a high concentration of glucose (300 g/l). However, the use 

of the date’s juice has permitted to ameliorate the deproteinization which was 91% at 30°C with a 

concentration of reducing sugars of 80 g/l and 44% of demineralization at 35°C with 208 g/l as 

concentration in reducing sugars. 

Key words: chitin extraction, lactic bacteria, demineralization, deproteinization.   


