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Introduction

Introduction

Le stress oxydatif, résultant d’un déséquilibre entre la production de radicaux libres et les
défenses antioxydantes de 1’organisme, est reconnu comme un facteur central dans le
développement de nombreuses pathologies chroniques. Les radicaux libres, principalement
des especes réactives de I’oxygéne (ROS), sont des molécules instables générées au cours de
processus physiologiques normaux ou en reponse a des agressions environnementales. Leur
accumulation peut entrainer des altérations des lipides, des protéines et de I’ADN, contribuant
ainsi a I’initiation et a la progression de maladies telles que les maladies cardiovasculaires, le
cancer, le diabete, ou encore les troubles neurodégénératifs (Halliwell, 2007 ; Finkel &
Holbrook, 2000).

Face a ces dommages, les antioxydants jouent un réle fondamental en neutralisant les
radicaux libres ou en empéchant leur formation. L’intérét pour les antioxydants naturels n’a
cessé de croitre ces dernieres années, en raison de leur efficacité potentielle et de leur faible
toxicité comparée a certains antioxydants de synthése. La crevette constitue le produit le plus
valorisé sur le marché mondial des produits de la mer (FAO, 2009). Une grande partie de la
production fait alors I’objet d’une transformation industrielle telle que 1’ététage et le
décorticage. Cette transformation génére des coproduits (téte, carapace et queue) dont le
devenir pose des problémes au industriels. La majeure partie est rejetée soit directement dans

I’environnement, ce qui présente des risques pour la pollution et pour la santé.

Les recherches ont suggéré que ces déchets peuvent offrir plusieurs avantages dans le domaine
cosmétique, pharmaceutique, environnemental et méme agroalimentaire par leur utilisation

comme un antioxydant naturel.

Les antioxydants sont couramment utilisés dans 1’industrie agroalimentaire pour prévenir
I’oxydation des aliments, et les conserver ; ces derniers ont aussi un impact positif sur la

santé en raison de leur capacité a piéger les radicaux libres.

La valorisation des coproduits des crevettes constitue un véritable enjeu et une richesse

biologique qui dévoile une multitude de métabolites secondaires, bioactifs.
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Parmi ces molécules bioactives les polysaccharides « la chitine » et son principal dérivé « le
chitosine ». Dans ce contexte, les biopolyméres d’origine naturelle, et notamment la chitosine,

ont suscité un intérét considérable.

La chitosine est un polysaccharide cationique obtenu par désacétylation partielle de la chitine,
un constituant majeur de I’exosquelette des crustacés et des insectes. Ce biopolymere
biodégradable et biocompatible présente de nombreuses applications dans les domaines
pharmaceutique, biomédical et agroalimentaire (Rinaudo, 2006). Plusieurs études ont mis en
évidence les propriétés bioactives de la chitosine, notamment ses effets antimicrobiens, anti-
inflammatoires, immunomodulateurs, ainsi que ses capacités antioxydantes (Park et al.,
2011 ; Liu et al., 2013).

Sur le plan antioxydant, il a été démontré que la chitosine est capable de piéger différentes
especes réactives de I’oxygeéne, d’inhiber la peroxydation lipidique et de protéger les cellules
contre les dommages oxydatifs (Xie et al., 2014 ; Kim et al., 2015). Ces propriétés sont
influencées par divers facteurs, tels que le degré de désacétylation, la masse moléculaire et la

solubilité du polymere.

Dans ce contexte, la présente étude vise a approfondir 1’évaluation du potentiel antioxydant
de la chitosine par des méthodes in vitro. L’objectif est de déterminer sa capacité a neutraliser
les radicaux libres a travers des tests standards, dans le but de confirmer son efficacité et
d’envisager ses applications potentielles dans la prévention des maladies liées au stress

oxydatif.

Notre étude est basée sur :

- L’obtention de I’antioxydant « chitosine » des carapaces de crevettes
[ La premiére partie : présente une étude bibliographique portant quelques généralités

sur les crevettes, suivie d’une détermination des antioxydants, et des caractéristiques

du chitosine et la chitine et ses principaux domaines d’application.
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C Ladeuxiéme partie : la partie pratique sera consacrée a I’obtention de chitosine a partir
des carapaces de crevettes, les analyses physicochimiques et biochimiques, et 1’étude
de l’activité antioxydante du chitosine par le test de DPPH, résumant les résultats

obtenus dans cette étude.

Une conclusion pour récapituler le travail.
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Partie | Recherche bibliographique Chapitre | : généralité sur les crevettes

Définition de la crevette :

La crevette est un petit crustacé d’eaux douce ou salée trés convoité. Il en
existe diverses variétés différentes par leur taille et leur couleur grise ou rose,
elle se cuisine facilement et possédes des apports et des bienfaits

nutritionnels, trés intéressants https://followsurg.com

Leur consommation a travers le monde est tres importante et elles sont un
mets souvent servi pour des repas festifs. Cette espéce est caractérisée par :
pauvre en calorie ; riche en protéines ; idéal pour surveiller son poids ; source

d’oméga 3 https://www.passeportsante.net

Figure 01 : la crevette

https://images.app.goo.gl/iINcAXLpP86jPAqyC6



http://www.passeportsante.net/
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1. Description morphologique de la crevette

Le schéma suivant présente la description morphologique de la crevette :

Céphalothorax Abdomen

Rostre

Antennule S Carapace Somite

/ =
Antenne /

(

Figure 02: Schéma représentatif de 1’anatomie externe d’Aristeus antennatu (cité
par Bensaid N et Haroun S, 2021).

Les crevettes constituent un grand groupe de Crustaces de tailles trés diverses,
de quelques millimétres jusqu’a environ 35 cm de longueur (mesurée de

I’extrémité du rostre a I’extrémité du telson (Ghorab I, 2016).

Possédant un corps protégé par une carapace segmentée (ou chaque segment est
relié aux autres par des membranes articulaires), ce dernier comprend deux
parties : le céphalothorax, communément nommé la « téte » ; l1a ou se trouvent
les dents, les organes sensitifs (yeux et antennes) et les quatre paires de pattes
marcheuses qui lui permettent de se déplacer sur les fonds sableux et 1’abdomen,
que I’on appelle habituellement la « queue », la partie comestible, articulé et
muni de deux pattes nageuses. (figl)

Le tout est recouvert d’une carapace dont la couleur varie selon les especes
(Jaffres E, 2009).
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3. Classification de la Aristeus Antennataus :

Jusqu'a présent il n’existe pas d’autres noms scientifiques par 1’espece étudiée
encore en usage a part son nom spécifigue Aristeus antennataus (Risso A, 1816).

Les clés de détermination de 1’espéce se résument en bas :

Embranchement : Arthropodes
Sous Embranchement : Crustacés
Classe : Malacostracés

Ordre : Décapodes

Famille : Aristaeidaes

Genre :Aristeus

Espece : Aristeuse antennatus

4. La composition biochimique de la Aristeus Antennataus :

Les crevettes représentent une source importante de protéines d’acides gras
polyinsaturés, d’oligo-éléments et de vitamines. Le tableau suivant présente la

composition biochimique de la crevette.

Tableau 01 : Composition biochimique de la crevette (cité par Brhmi L, 2020).

Composition Crustacés, partie comestibles
Protéines 13223 %

Lipides 1a2%

Glucides 0,5 %

Sel minéraux 0,7a20,8%

Eau 70280 %

D’aprés le tableau 01, I’ecau constitue la majeure partie de la composition
biochimique de la crevette avec (70-80%). Parmi les autres éléments la protéine
avec (13-23%), les lipides avec (1-2%), suivie par les sels minéraux avec (0,7
0,8%) et glucides avec (0,5%).
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5. La valeur nutritionnelle de la Aristeus Antennataus :

Comme la plupart des fruits de mer, la crevette possede une excellente valeur

nutritive. Le tableau suivant résume la valeur nutritionnelle des crevettes :

Tableau 02 : La valeur nutritionnelle de la crevette Pour 100g de crevette
(disponible sur: http:/www passeportsante.net ).

Nutriments Teneur moyenne
Energie 93,8 kcal
Eau 7499
Protéine, N x facteur de Jones | 19g
Glucides 1,879
Lipide 1,16 g
Sel chlorure de sodium 1,359
Calcium 240 mg
Phosphore 57 mg
Fer 1,98 mg
lode 5 ug
Magnésium 61 mg
Potassium 254 mg
Sodium 541 mg
Zinc 1,69 mg
Rétinol 2 Ug
VitD 0,5 ug
VitE 2,48 mg
Vit C 0,2 ug
Vit K1 0,83 mg
Vit B1 ou thiamine 0,019 mg
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Vit B3 ou niacine 1,77 mg
Vit B5 ou acide pantothénique | 0,31 mg
Vit B9 folates totaux 14,6 ug
Vit B12 1,64 g

La crevette est pauvre en calories ( 93,8 cal /100g). Elle est riche en protéines, en

phosphore, en sodium et en potassium.

6. Repartition géographique la Aristeus Antennataus :

La répartition géographique de cette espece, comprend tout le bassin
méditerranéen et les cotes atlantiques (fig.03). Elle fréquente les fonds de vases,

de sables exploitées essentiellement par les chalutiers (Grimes M, 2004).

Figure 03 : Répartition géographique d’Aristeus antennatus (Risso A, 1816).

Aristeus antennatus est une espece démersale, qui vit sur des fonds de vase trés

peu sableuse a Isidella elongata (est une espéce de grande gorgone (ou corail
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corné) et Funiculina quadrangularis (est une espéce de cnidaires) au-dessus de
fonds vaseux de 80 a 1440 m; plus commune entre 200-250 m. Elle effectue
d’importants déplacements (migration nycthémérale) passant de 80-650 m la nuit
a 260-820 m le jour.

En Algérie, A. antennatus évolue au niveau du bord supérieur du plateau
continental et du talus a partir de 100 metres de profondeur. Elle est fréguente et
abondante entre 400 et 600 metres de jour et 200 a 300 métres de nuit (Grimes
M, 2004)

7. Les coproduits de la Aristeus Antennataus :

Les coproduits sont définis comme étant les parties non comestibles et
récupérables lors des opérations traditionnelles de production. (Cité par Zo R,
2011).

Les coproduits issus du processus de transformation de la crevette sont constitués
de carapaces provenant de queue, de pattes et de tétes de crevette. lls sont
récupérables a la suite du décorticage mécanique de la crevette cuite fait en usine

de transformation.

e Ir ]
,‘ Coproduits (Téte, Queue et carapace) l ‘ Chair de crevette U

Figure 04 : Quelques coproduits (Déchets) issus de la transformation de crevette coproduits
(Cité par Dahmene R et Elahouel A, 2020).
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Ces matieres renferment de nombreuses molécules valorisables notamment des
protéines, lipides, minéraux, vitamines, ainsi que d’autre composés bioactifs,
bénéfiques pour la santé humaine et animale (Cité par Dahmene R & Elahouel
A, 2020).

8. Les domaines d’utilisation de differentes parties de

coproduits de la Aristeus Antennataus :
Le tableau suivant présente les domaines d’utilisation de différent partie de

coproduits de crevette.

Tableau 03 : les différents produits a haute valeur ajoutée issu de coproduits de
crevette et leur utilisation (Cité par Zo R, 2011).

produits Intérét Domaine
d’utilisation
Chitine et chitosan (carapaces) Bio activite Agroalimentaire
Rétention d’cau Nutraceutique
Chélation de métaux | Pharmaceutique
Cosmétique
Agriculture

Traitement des eaux

Astaxanthine Bio activité Alimentation animale
Pigmentation Alimentation humaine

Nutraceutique

Peptides Bioactivité Alimentation humaine
Digestibilité élevee | Alimentation animale
Nutraceutique

Milieu de culture
microbienne

Substances aromatiques Aromatisant naturel | Agroalimentaire
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Glucosamine

Nutrition

Diététique

Phosphatase alcaline (téte)

Enzymatique

Biotechnologie

Eléments minéraux (téte) Nutrition Agroalimentaire
Huile riche en o3 et @6 Nutrition Agroalimentaire
Bioactivité Nutraceutique




(<

ChaPItEENAL:

ersuries

P —”.

genenralit

antioxydants




Partie | Recherche bibliographique  Chapitre Il:généralité sur les

antioxydants

1. Définition d’un antioxydant :

Un antioxydant est une molécule naturelle ou synthétique qui est capable
d’inhiber 1’oxydation d’autres molécules en intervenant a différents stades du

processus d’oxydation ; Il peut agir de différentes fagons :
- piéger les composés qui initient la réaction radicalaire, - piéger les ions
métalliques tel que Fe?*
(Fe ) — Fea+ag) + 26)
- neutraliser I’anion super oxyde pour éviter la formation de peroxydes

- terminer la réaction de propagation dans la réaction radicalaire mise en

place ou réduire la concentration en O2 (Kelly M, 2017).

En termes d’aliments, les antioxydants peuvent étre définis comme toutes les
substances qui sont capables de retarder ou empécher le développement de la
rancidité ou de toute autre détérioration de saveur dans les aliments due a
I'oxydation. Les antioxydants retardent le développement des mauvaises
odeurs en étendant la période d'induction. L'addition des antioxydants apres la
fin de cette periode tend a étre inefficace a retarder le développement de

rancidité
(Gulgin 1, 2011).
2. Classification des antioxydants :

Les antioxydants sont divisés en deux grands groupes: les antioxydants
enzymatiques et les antioxydants non-enzymatiques (Cité par Louze K et
Labidi A, 2020)
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2.1. Les antioxydants enzymatiques : Cette catégorie présente les
enzymes produites par 1’organisme humain.

2.2. Les antioxydants non-enzymatiques (naturels) : Ce sont des
antioxydants naturels capables de prévenir les dommages
oxydatifs. (Bensizerara A et Boulakhoua A,2014).

Les antioxydants

Enzymatique ¢ U Q Non Enzymatique ‘
Le Superoxyde
dismutase
- Les Oligo Les
Les Vitamines éléments Polyphénols
La Catalase
E —> Cuivre
La Glutathion —
|_pPeroxydase
— Zinc
C
> Sélénium ‘

B Caroténe “‘—

Manganése ‘

Figure 05 : les groupes des antioxydants (Cité par boulechfar S et al, 2014)

3. Mécanisme d’action d’un antioxydants :

Les antioxydants agissent de plusieurs manieres. Leur mécanisme d’action
peut étre direct ou indirect, en tant que partie de la structure d’enzymes et/ou
cofacteurs d’enzymes antioxydantes, comme dans le cas des éléments traces.

Les mécanismes les plus fréquents sont I’interruption de la spirale oxydative

(vitamines C et E, NADPH, glutathion), la prévention des dégats par la mise
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a disposition d’électrons (céruloplasmine, vitamine C, superoxyde dismutase,

GSHPX), et la réparation des molécules de DNA (Zn, acide folique, niacine)
(Berger M, 2006).
4. Les aliments riches en antioxydant :

De nombreux antioxydants exogenes sont également présents dans
I’alimentation apportant un soutien significatif dans la lutte antioxydants. Nous

les trouvons dans :

- les fruits (pommes, poires, fruits rouges...).
-les légumes (brocoli, oignon...).

-les boissons (café, thé, vin...).

-les épices.

-le cacao ou encore les céréales.

Ces antioxydants sont surtout connus pour leur capacité a réagir directement avec
les radicaux libres en les « neutralisant » par réaction de réduction (Desmier |,
2016).

Les figures suivantes représentent quelque aliment a haute teneur en antioxydants
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- LES 10 FRUITS LES PLUS
RICHES EN ANTIOXYDANTS
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Figure 06 : les 10 fruits les plus riches en antioxydants (disponible sur :

http://images.app.qoo.gl/oLbzUpumRvxvRDVM?9).

~

INDICE ORAC
12500

LES 10 LEGUMES LES PLUS
RICHES EN ANTIOXYDANTS

7500

2500

Figure 07 : les 10 légumes les plus riches en antioxydants (disponible sur :

http://images.app.qoo.gl/oLbzUpumRvxvRDVM?9).
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prre- LES 10 HERBES ET EPICES LES
PLUS RICHES EN ANTIOXYDANTS
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Figure 08 : les 10 herbes et epies les plus riches en antioxydants (disponible

sur : http://images.app.goo.gl/oLbzUpumRvxvRDVM?9).

5. Application des antioxydants dans le domaine alimentaire :

% La connaissance des facteurs promouvant I'oxydation aide le scientifique a
développer des stratégies pour empécher et controler cette réaction (Cité par
Boumaza C & Khaldi W, 2016 ).

% Le role des antioxydants dans I'industrie agroalimentaire consiste a réduire la
dégradation des aliments durant I'entreposage (Djenane D, 2009).

s Maitriser lI'oxydation est indispensable pour gérer I'évolution des systemes
biologiques dans leur complexité, en particulier dans le cas des aliments dont
la dégradation peut avoir des conséquences sur la securité alimentaire (Cité
par Boumaza C et Khaldi W, 2016).



http://images.app.goo.gl/oLbzUpumRvxvRDVM9)
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6. Lesavantages des antioxydants :

Les antioxydants sont des composes naturels qui jouent un rdle crucial dans

la protection de 1’organisme contre les effets néfastes des radicaux libres.

v" lls agissent en neutralisant les radicaux libres en les empéchant de nuire
a ’organisme.

v Une alimentation riche en antioxydants pourrait aider a réduire le risque
de cancer.

v" un aliment riche en antioxydant peut aider a réduire le risque de maladie
cardiague en ameliorant le taux de cholestérol, en reduisant
I’inflammation et améliorant la fonction des vaisseaux sanguins.

v’ Les antioxydants peuvent également jouer un rdle dans la protection
contre les maladies neurodegéneratives telles que la maladie
d’Alzheimer.

(https://wikifarmer.com/fr.).
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1. Définition de la chitine et du chithosane :

La chitine, est un polysaccharide structural qui se trouve a la fois dans
la paroi cellulaire des champignons et dans 1’exosquelette des
invertébrés. 1l contient du N-acétylglucosamin (Tolaimate A et al,
2000).

Le chitosane Est un polysaccharide qui provient de la chitine, un
polymere qui se trouve naturellement dans les carapaces de crustaces
comme les crabes et les crevettes.La dés acétylation, qui elimine une
partie des groupes acetyle, est utilisée pour convertir la chitine en
chitosane (Youcefi F et Riazi A, 2012)

2. Structures chimiques de la chitine et du chithosane :
La chitine et le chitosane  a une structure chimique linéaires. le
chitosane similaire a celle de la cellulose, avec des unités répétitives
de glucosamine liées par des liaisons  B-1,4 .Cependant, le chitosane,
contrairement a la cellulose, contient un groupe amine (-NH2) sur
chaque unité de glucosamine, ce qui lui confére des propriétes

distinctives(Arannaz I et al, 2009).

Figure 09 : Structure chimique de la chitine (Bensaid N et Haroun S, 2021).
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g Oa CH3 N

Figure 10 : Structure chimique du chitosane(Bensaid N et Haroun S,
2021).

3. Propriété biologique du chitosane :
Il convient de noter que les propriétés du chitosane peuvent varier en fonction de
divers facteurs, y compris la source, la methode de production et la structure du
polymere (Cité par Zemmouri H, 2008). Il existe plusieurs caractéristiques du
chitosane, telles que :
% Biocompatibilité :
Le chitosane est biocompatible, ce qui signifie qu’il peut étre utilisé dans les tissus

humains sans provoquer de réponse immunitaire (Cité par Essabti F, 2018).

% Capacité a former des films :
Les films minces de chitosane peuvent étre utilisés comme revétements pour
diverses applications, telles que la protection des aliments et des médicaments
(Cité par Essabti F, 2018).

% Activité antimicrobienne :
Le chitosane a des propriétés antimicrobiennes et est un agent naturel de

conservation des aliments (Cité par Cissé M, 2012).

% Capacité de liaison des métaux lourds :
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En raison de sa capacité de liaison, le chitosane peut étre utilise pour éliminer les
métaux lourds de I’eau (Cité par Cissé M, 2012).

¢ Propriétés hémostatiques :
Le chitosane a des propriétés hémostatiques et peut étre utilisé pour traiter les

saignements (Crini G et al, 2009).

% Activité anti tumorale :
Le chitosane est étudié pour son potentiel en tant qu’agent anticancéreux en raison
de sa capacité a inhiber la croissance tumorale (Crini G et al, 2009). <*

Capacité a favoriser la régéenération tissulaire :
Le chitosane est étudié pour son potentiel en tant que matériau pour la
régénération osseuse et la cicatrisation des plaies en raison de son potentiel pour

favoriser la régénération des tissus (Crini G et al, 2009)

4. Caractéristiques physico-chimiques du chitosane :

Les propriétés physico-chimiques d’une substance sont des caractéristiques
mesurables qui sont liées a sa composition chimique et a sa structure moléculaire
, les propri¢tés d’une substance peuvent étre utilisées pour 1’identifier et la
caractériser. lls peuvent également aider a comprendre comment elle réagit dans
diverses conditions physiques et chimiques (Zemmouri H, 2008).

Voici quelques exemples de caractéristiques physico-chimiques typiques :
(Zemmouri H, 2008)

* La masse molaire : d’une substance est définie en grammes par mole

(g/mol).

« Point de fusion : la température a laquelle une substance devient liquide
apres avoir quitté 1’état solide.
» Point d’ébullition : la température a laquelle une substance passe de

I’¢état liquide a L.’état gazeux.
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» Densité : la masse d’une substance par volume unitaire.

« Solubilité : la capacité d’un composé a se dissoudre dans un solvant
specifique.

« Conductivité électrique : la capacité d’un matériau a produire de
’¢lectricité.

« Capacité calorifique : la quantité d’énergie nécessaire pour faire
augmenter une quantité donnée de substance a une température

spécifique d’une unité de température.

+ Réactivité : la probabilité qu’une substance réagisse avec d’autres

substances.

4. Les sources de la chitine et du chitosane:

Le tableau suivant présente les différentes sources de la chitine et du chitosane :
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Tableau 05: Les principales sources de chitine (Mather N, 1990).

Sources Sites de présence Teneur en chitine(en
%)
Arthropodes 2-72
- Crustacés Exosquelette
- Insectes cuticule
- Arachnides
Mollusques 6-40
- Seiches coquille
_ dents
- Pieuvres/calmars
Pogonophores Plumes 33
Tubes
Cnidaires capsule d’ceufs 3-30
membranes
Annélides 0,2-38
- Sangsue soies
: cuticules
- Lombric
Brachiopodes Coquilles 4-29
Champignons 2,9-20,1
- Levures
- Ascomycetes
- Pénicillium
- Blastocladiacés Paroi
., cellulaire Tige
- Chytridiaces
spore
Algues paroi cellulaire Faible
Lichen

j
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6. Méthodes d'obtention de la chitine et le chitosane :
Pour obtenir de la chitine purifiée, elle doit étre séparée des protéines,

Minéraux et autres composants. Les étapes d'extraction de la chitine peuvent étre

réalisées principalement par deux méthodes:

6.1. Méthodes chimique :

Une méthode traditionnelle pour la préparation commerciale de la chitine a partir
de la coquille de crustacé (exosquelette) consiste en deux étapes de base :
(Kjartansson G et al,2006)

-Déproteinisation:

Séparation des protéines par traitement alcalin
-Déminéralisation :

Séparation du carbonate de calcium (et du phosphate de calcium) par traitement
acide a haute température, suivi d'une étape de blanchiment avec des réactifs

chimiques pour obtenir un produit incolore.(No H et Hur E, 1998)
-Blanchiment:

Décoloration de I’échantillon par le peroxyde d’hydrogene.
-Désacétylation :

Cette étape s’effectue par un traitement avec NaOH.

6.2. Méthodes biologiques:

Elle est basée sur I'utilisation des bactéries lactiques et/ou des enzymes

protéolytiques qui dégradent les protéines en peptides solubles dans la solution

j
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aqueuse. Les étapes suivantes sont impliquées dans I'extraction biologique de la
chitine (Percot A et al,2003)

-Fermentation:

La production de protéases exo cellulaires par certains

microorganismes, combinée a la production d’espéces ioniques acides

(comme I'acide lactique), équivaut aux conditions d’extraction de la chitine.
-Séparation des proteines:

La séparation des protéines est realisée par des protéases sécretees dans le milieu
de fermentation. De plus, la déprotéinisation peut étre réalisée en ajoutant des exo-

protéases ou par des bactéries protéolytiques (Roux K, 2012)

-Séparation du carbonate de calcium:

Elle est réalisée par des bactéries productrices d'acide lactique par la conversion
d'une source de carbone ajoutée; Tel que :Lactobacillus plantarum(Bactérie
productrice d'acide organique), Bacillus subtilis (Bactérie produisant des
protéases).(Bueno C et al,2009).

5. Application de la chitine et du chitosane:
La chitine et le chitosane jouent un réle important dans des domaines variés.

5.1. Domaine biomédical :
Le chitosane s’avére tres efficace pour ses effets hypocholesté rolémiques, ses
actions anti-ulcére et anti-acide, anti-tumorale, et imrnuno-activatrices (Hejazi R
et Amiji M, 2003).

j
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5.2. Domaine pharmaceutique:
» On utilisant comme matériau enrobant de micro-capsules ou de micro-

sphéres contenant les substances a délivrer a I’intérieur de I’organisme.

» L’utilisation d’un matériau tel que le chitosane permet de controler la
libération des substances par ces systéemes, de mieux atteindre les organes
cibles et I’lamélioration du taux de solubilité et de la disponibilité des
drogues non solubles dans des phases aqueuses (Ko At al, 2002).

5.3. Domaine cosmétique:
Pour ses propriétés hydratantes, adhésives et filmogenes, le chitosane peut étre
utilisé comme ingrédient dans les produits de soins de la peau, les produits
capillaires et les cosmétiques (Aljawish A, 2013).

5.4. Domaine agriculture:
Le chitosane est un biostimulant, un insecticide naturel et un amendement du sol.
Il peut également étre utilisé pour améliorer la qualité des fruits et légumes et
prolonger leur durée de conservation. (Marinard B, 2001).

5.5. Domaine agroalimentaire:

Le chitosane peut étre ajouté aux aliments pour améliorer leur texture, leur

stabilité et leur conservation. Il peut également étre utilisé pour filtrer et
clarifier les boissons et les jus de fruits ( Muzzareli RA et Jeuniaux C,
2003).

5.6. L’industrie environnementale :
Le chitosane peut étre utilisé pour filtrer les eaux usees, nettoyer les sols
contaminés et ameéliorer la biodégradabilité des plastiques.
Gréace a leurs propriétés distinctives et a leur origine naturelle et renouvelable, la
chitine et le chitosane ont de nombreuses applications potentielles dans une

variété d’industries et de domaines (Amrane S, 2021).

j
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1. Présentation de lieu de stage :

1.1. Fiche technique de lI'uniteé :

« Raison sociale : unité prémix EI Harrouch.

« Forme juridique : unité I'entreprise ONAB NUTRITION.

« Siége siciale :EIl Harrouch route nationale N°3 EI Harrouch Skikda
« Capacite de production : 15 Tonnes Heure.

« Superficies : 47 875 m? dont 8113 m? couverture.

Capacité de stockage en silos:1236 T matiere premiere et 1250 T de
produits finis.

« Etendue de marché: national.

1.2. Vocation de I’entreprise :

La vocation de I’unité prémix Est EL-Harrouch est de commercialiser des
prémix de concentrés mineraux vitamine (CMV) qui sont destinés a étre
incorporer a 1% dans 1’aliment de bétail, une partie réservée aux unités
d’aliment du bétail (UAB) du groupe ONAB et ’autre partie destiné pour

les clients tiers.

= Janvier 2005 : transformation de unité CMV en EPE/
PREMIX Est/SPA-EL Harrouch.

= Aout 2017 : dissolution par absorption de I’EPE PRIMIX
EST par

EPE ONAB TRADE et transformation de 1’entreprise
PREMIX EST en UNITE PREMIX EST.

E
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2. Etape d’obtention de I’antioxydant issu de carapaces des

Aristeus Antennataus
Les différentes étapes de 1’extraction de la chitine et du chitosane des
carapaces de crevettes réalisées au niveau de ’ONAB-Skikda sont

représentees dans le schéma ci-dessous :

Collecte de crustacés (crevette)

l, Prétraitement
HCT. Etape 1 : Déminéralisation
l Lavage a I’eau distillée, séchage
NaOH
Etape 2 : Déprotéinisation
H,0, l Lavage a I’eau distillée, séchage
Etape 3 : Blanchiment
~L Lavage a ’eau distillée, séchage
Chitine
NaOH l Lavage a ’eau distillée, séchage

Etape 4 : déacétvlation

!

Chitosane

Lavage a ’eau distillée, séchage

Figure 11 : schéma de 1’extraction des carapaces

de crevette.
«+ Matériel et réactif :

-balance. -terme metre. -broyeur. -1’étuve. -flacon en verre.

E
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-plateaux. -filtre, -bécher . -haute. -Ph métre.
-Agitateur magnetique. -I’eau distillé. -’eau de
robine.

- HCL. -NaOH. -H,0,.

2.1. Prétraitement des carapaces :

Réception et collecte des carapaces de crevette : Le matériel animal de la
présente étude est les carapaces de crevettes ont été ramenées d’un restaurant
nommeée « Louiza» située a Stora. Sachant que ces dernieres sont péchées
dans le bassin méditerranéen au niveau de la wilaya de Skikda en Algérie.
Notre partie expérimentale de cette étude effectuee au niveau de 'ONAB de
Skikda.

Avant d’établir les étapes d’extraction de la chitine et du chitosane,

les carapaces de crevettes serons d’abord :

* Nettoyées soigneusement a 1’eau du robinet pour ¢liminer tous les
résidus organiques;
 Laissées sécher a température ambiante, pendant 24 heures a 48 heures
» Les carapaces séches ainsi obtenus seront ensuite broyées a 1’aide d’un
pilon mortier ou d’un broyeur a café de fagon a obtenir une fine poudre,
dont la taille est de 1’ordre du millimétre
(0,5 a 0,8mm). Plus les carapaces de crevettes sont finement broyées, plus

les réactions chimiques qui suivront le prétraitement seront complétes.

» Le produit obtenu (farine de carapaces) peut étre conservé a 1’étuve
dans un flacon en verre hermétiquement ferme, méme pour une longue

durée de stockage.

3
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La figure 12, montre en détail toutes les étapes de ce prétraitement jusqu'a

I’obtention de la poudre ou de la farine de carapaces.

Collecte Triage selon

Broyage Pesage Séchage

Figure 12 : Différentes étapes de prétraitement des carapaces de crevettes.

2.2. Obtention de la chitine :
2.2.1. Etape 01 : Déminéralisation

- Apreés le broyage, nous avons préparé solution de HCI 0.5N pour crevettes.

- Les carapaces de crevettes sont traité sous une agitation a une tempeérature a
50°c (Fig 13) pendant trois heures par la solution d’acide chlorhydrique le
ratio substrat/solvant 5 :50 ¢’est-a-dire 5g d’échantillon pour 50 ml de

solvant.

E
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- Cette étape elle est réalisé au niveau de la haute pour éviter les risques de

HCI (dégagement de CO, par ex).

Figure 13 : Deminéralisation.

- Apreés le traitement par HCL, le mélange sera filtré, puis une série de lavage

avec I’eau distillé y compris 7 séries on obtient le PH neutre (PH=6).
- Mettre I’échantillon dans 1’étuve a 70°c pendant 20h pour le sécher.
2.2.2. Etape 02 : Déproteinisation
- Préparer une solution de NaOH (0.5M).
- Traiter 1’échantillon avec NaOH sous une agitation a 100°c pendant 2h.

- Filtrer la solution et une série de lavage a été réalis¢€ jusqu’a PH neutre (de

PH basique=13 a PH neutre=6).

E
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Figure 14: Déprotéinisation.

2.2.3. Etape 03 : Blanchiment
- Traiter les carapaces de crevettes par le peroxyde d’hydrogéne (H20), dont
la concentration est comprise entre 0,1 et 33 %, Selon un ratio 1 :10 a une
température de 30°C, pendant 3heures.
-Apres lavage et séchage le produit final est de couleur Iégerement brune.
2.3. Obtention du chithosane :
2.3.1. Etape 04 : Desacétylation :

- Les chitines extraites ont été réaménagees a 40% solution de NaOH a 120°c

pendant 2 heures.

- Lavage et sechage a 70°c pendant 24h.

3.  Prélévement échantillonnage :

Notre étude pratique on a fait des analyse physicochimique, biochimique et
le test d’activité antioxydant DPPH sont fait sur 1’échantillon suivant :
Echantillon 01 : les carapaces de crevettes ; qui est nettoyer, séches ensuite

broyees.
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Echantillon 02 : chitosane
Echantillon 03:chitosane préparé a concentration de 0.1mg/ml.
Echantillon 04: chitosane préparé a concentration de 1mg/ml.

Echantillon 05: chitosane préparé a concentration de 10 mg/ml.

4.  Analyse physicochimique :
4.1. Teneureneau:

< But:

Déterminé le taux en eau au niveau des carapaces de crevettes et le chitosane.

% Matériel et méthode :
-Balance. -Etuve ventilée. -Spatule. -Creuset en porcelaine.
% Mode opératoire :

Pesé 1g de poudre d’échantillon des carapaces de crevettes / chitosane.

Mettre a I’étuve a température 105 + 2 pendant 2 heures.

s+ Expression des résultats :

Teneur en eau= (( M2-M0/M1-M0))*100
MO : la masse en g de la capsule d'incinération.
M1 : la masse en g de la capsule avec la prise d'essai .

M2 : la masse en g de la capsule avec les cendres.

4.2. Teneur en Cendre :

+* But :

3
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Déterminé le taux des cendre au niveau des carapaces de crevettes et
le chitosane.

** Matériel et réactif :

-Balance. -Four. —Spatule. -Creuset en porcelaine.
+** Mode opératoire :

Consiste a placer dans un creuset porcelaine 2g de poudre de
I'échantillon carapaces de crevettes/ le chitosane.

¢ Expression des résultats:
Teneur en cendre = ((M2-M0)/(M1-M0) )*100

MO : la masse en g de la capsule d'incinération ;
M1 : la masse en g de la capsule avec la prise d'essali ;

M2 : la masse en g de la capsule avec les cendres ;

5. Analyse biochimique

5.1. Teneuren lipides :
* But:

Déterminé le taux des lipides au niveau des carapaces de crevettes et

le chitosane.
+* Matériel et réactif :

-Balance -Hexane -Dessicateur -Etuve
¢ Mode opératoire :

Une quantité de 1g d'échantillon est placée dans une cartouche
en cellulose d'un systeme d'extraction "Soxhlet”,on met 25 ml d'

hexane dans de creuset en aluminium (ou pyrex)

-Cette extraction dure environ 1 heure.

3
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-ensuite on met les creuset dans I'étuve a 105¢°® pendant 24 heure

pour éliminer le reste du solvant.

-les creusets sont ensuite refroidis dans un dissicateur et pesé de nouveau

¢ Expression des résultats:

Teneur en lipide = [(M2_ M1)/M0]*100

» MO= La masse en g d'échantillon
» M1=La masse en g de creuset vide
« M2= La masse en g de creuset contenant la matiere grasse.

5.2. Teneur en protéines :
* But:

Déterminé le taux de la teneur de protéine au niveau des carapaces

de crevettes et le chitosane.

+* Matériel et réactif :

-sulfate de cuivre - sulfate de potassium - acide sulfurigue concentré
-célinium -Distillateur -matras.
-Bicher -Pipette -Balance

¢ Mode opératoire :

- Minéralisation:

La minéralisation est la transformation de 1’azote organique de 1’échantillon
sec (0,59) en azote minéral (sulfate d’ammonium), en présence de 10 ml
d’acide sulfurique concentré et d’un catalyseur dans notre étude nous avons
utilisé 0,5g de sulfate de cuivre CuSo4 (Kjeltabs CT, Thompson et Capper
LTD), chauffé a 450 °C pendant 4h.

@
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- La distillation:

Le minéralisat est ensuite placé dans un systeme de distillation automatique,
type Kjeldahl VELP Scientifica UDK 129. Apres transformation du sulfate
d’ammonium en ammoniac par une base forte (NaOH, 35%) , I’ammoniac
est entrainé par la vapeur d’eau et repris dans une solution d’acide borique

contenant un indicateur coloré.

- Latitration:

Le distillat ainsi obtenu est titré par une solution d’H2S04 (0,05N)

¢ Expression de résultat
Azote total (N) en mg/g = ((V1-V0) * M * 14 * 100) /m
* VO :laVolume en ml d’acide sulfurique utilise pour le blanc ;

* V1:Volume en ml d’acide sulfurique utilise pour la prise d’échantillon;
* M : la concentration de I’acide sulfurigue.
* m: lamasse en g de I’échantillon

e 14 : masses molaires de I’azote

La teneur en protéines totales est obtenue en multipliant la teneur en azote par

6,25 et exprimée en g/100 g de matiere séche (MS).

6. Détermination de ’activité antioxydante du chitosane :
A) But :

Evaluation de ’activité antioxydante du chitosane par le test de DPPH. B)
Principe :

La poudre de chitosane sera solubilisée (préparation d’une solution mere) en

dissolvant 1,0 mg de chitosane dans 2 ml d'une solution aqueuse d'acide

3
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acetique a 1,0% (poids / volume), sous agitation constante pendant 1 a 4

heures et a température ambiante.

A partir de la solution meére, plusieurs solutions filles seront préparées en
prélevant plusieurs volumes (0,25, 0,50, 0,75 et 1,0 ml) qui seront complétés
jusqu’a 1ml en ajoutant 1% d'acide acétique.

Le but sera de préparer diverses concentrations contenant 125 ug, 250 ug,
375ug et 500 pg d'échantillon de chitosane correspondant respectivement a
25, 50, 75 et 100% (Prabu et atarajan 2012).

4.2. Définition de DPPH :

Le potentiel anti-radicalaire d'une substance peut étre testé a 1’aide d’une
méthode colorimétrique en utilisant des radicaux de substitution tel que le
radical 1,1-diphényle-2-picrylhydrazyl appelé DPPH (figure 15).

En solution et a température ambiante, le radical DPPH présente une
coloration violette intense. Son passage a la forme non radicalaire, aprés
saturation de ses couches électroniques s’accompagne d’une disparition de
cette coloration selon 1’équation :

DPPH: + AH ------- — DPPH-H + A-

La diminution de I’intensité de la coloration est suivie par mesure
colorimétrique a 517 nm. Elle rend ainsi compte du pouvoir piégeur des
composes étudies vis-a-vis du DPPH.
L'effet de piégeage du chitosane sur le radical DPPH sera examiné en utilisant

cette méthode décrite par (Aljawish , 2013).
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N—N NO,

Figure 15 : Structure chimique du DPPH (Aljawish 2013).
% Matériel et réactif :
-acide acétique. -tube a essai. -solution méthanolique.

—spectrophotometre.

< Mode opératoire :
Chaque echantillon de chitosane (0,1-10 mg/ml) dans une solution d'acide
acétique a 0,2% sera mélange avec 1 ml d’une solution méthanolique
contenant des radicaux DPPH. Les résultats aboutiront a une concentration
finale de 10 mm de DPPH.
Le mélange sera agité vigoureusement et laissé au repos pendant 30 minutes
dans I'obscurité.
L'absorbance sera ensuite mesurée a 517 nm. L’acide Ascorbique se utilisés

comme standard.

% Expression de résultats :

L’activité de piégeage des radicaux DPPH, sera calculée comme suit :

A A 517 du contrdle - A A517 de 1’échantillon
La capacité de piegeage =

A A517 du contréle

3
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Parie I1: partie pratique Chapitre 11 : Résultats et discussion

1. Résultat et discussion d’analyse physico-chimique :

1.1 Teneureneau:

Le tableau suivant représente la teneur en eau dans la carapace de crevettes et

de chitosane

Tableau 05 : résultats d’analyse de la teneur en eau des carapaces de
crevettes et chitosane

Analyse Teneur en eau en % m/m | Référence ( Charim C et
Naceur S 2023)

Echantillon (1) 6,11 6,49

Echantillon (2) 6,09 6,87

Les résultats présentées dans le tableau 05 montrent que :

- la teneur en eau d’échantillon (1) atteinte la valeur de 6,11 % et 6,09
pour I’échantillon (2), ces résultats sont presque identique qu’au travail de

Charim C et Naceur S 2023 (6,49% - 6,87).

Ces résultats montrent que les carapaces de crevette ont été bien séchées.

1.2. Teneur en cendre:

Le tableau suivant présente la teneur en cendre des carapaces de crevette et de

chitosane.




06 : resultat d’analyse de la teneur en cendre des carapaces de

crevettes et de chitosane.

Analyse

la teneur en cendre en

Référence ( Charim C et

% m/m Naceur S 2023)
Echantillon (1) 9,12 9,37
Echantillon (2) 0,54 0,6

Selon le tableau 06, nous observons que :

- la teneur en cendre contenue dans 1’échantillon (1) marque la valeur de

9,12, et 0,54 pour I’échontillon (2), ces résultats sont similaire a ceux du
travail de Charim et Naceur (2023).

Ces résultats reflétent la proportion de minéraux et de sels présents dans les

carapaces de crevette, et que notre échantillon (chitosane) est composé

uniquement de matiére organiques.

2. Resultat et discussion d’analyse biochimique :

2.1. Teneur en lipides :

Le tableau suivant présente la teneur en lipides des carapaces de crevette et de

chitosane.




07: résultat d’analyse des lipides des carapaces de crevettes et de

chitosane

Analyse Lipide en % m/m Reférence ( Charim C et
Naceur S 2023)

Echantillon (1) 1,41 1,47

Echantillon (2) / /

D’apreés les résultats du tableau 07 on a noté que :

-Pour I’échantillon (1)1,41 de teneur en lipide, et son absence pour

I’échantillon (2), ces résultats sont pareils aux résultats de Charim et Naceur

(2023).

L’absence de lipide est d0 a la préparation de I’échantillon ce dernier a subi

plusieurs lavage et ébullition pour éliminer le maximum de gras contenue

dans les carapaces.

2.2. Teneur en protéine :

Le tableau suivant présente la teneur en protéines de carapace de crevette et

de chitosane




08: résultat d’analyse des protéines des carapaces de crevettes et de

chitosane

Analyse Protéine en % m/m Référence ( Charim C et
Naceur S 2023)

Echantillon (1) 4,71 3,66

Echantillon (2) 3,7 4,7

Selon les données obtenues du tableau 08, nous notons que :

-La teneur en protéine égale a 3,7 dans 1’échantillon (1), alors que dans

I’échantillon(2) est 4, 71, ces résultats sont similaire semblable aux résultats

de Charim et Naceur (2023).

L’infériorité de la teneur en protéine est causee par 1’étape de déprotéinisation

2.3. Résultats de I’activité antioxydante (DPPH) du chitosane :

Le tableau suivant présente les résultats de I’activité antioxydant de chitosane

(DPPH)

Tableau 09: résultat d’analyse du DPPH d’antioxydant « chitosane »
DPPH chitosane DPPH A A

Echantillon (2) 24,15 % 28,3 %

Echantillon (3) 52,02% 58%

Echantillon (4) 72.1% 74%

Les résultats du DPPH du chitosane sont interprétés dans le graphe suivant :




(0]
o

~
o

D
o

(O3]
o

O Acide ascorbique
74 1 1721

Activité en %
N
o

w
o

O Chitosane de la crevette

58
52,02

N
o

4,15

=
o

échantillon(2) échantillon(3) échantillon(4)

Figure 16 : Activité antioxydante du chitosane et d’acide ascorbique.

Au vu des résultats du graphe on remarque que :

-Pour I’échantillon (2) : le DPPH est de 24,15%, cette valeur est quasiment
identique par rapport a 1’acide ascorbique (28,3%).

-Pour D’échantillon (3) : le DPPH est 52,02%, cette valeur est presque

comparable a I’acide ascorbique (58%).

-Pour I’échantillon (4) : le DPPH est 72,1%, cette valeur est aussi

comparable a ’AA

L’augmentation du pourcentage d’activité de pi¢geage des radicaux libres par

le chitosane approuve sa capacité antioxydante.

Plusieurs études ont démontré que la chitosane présente une activite
antioxydante puissante, souvent comparable, voire supérieure, a celle de
certains antioxydants standards tels que le BHT (butylhydroxytoluéne) ou l'acide
ascorbique. Cette efficacité s’explique notamment par la présence de groupes
amino libres capables de piéger divers radicaux libres, comme les radicaux
DPPHe, superoxydes et hydroxyles, contribuant ainsi a la prévention des

dommages oxydatifs au niveau cellulaire (Xie et al., 2014; Kim et al., 2015).

E



Contrairement aux antioxydants de synthése, qui peuvent présenter une toxicité
a long terme, la chitosane se distingue par sa biocompatibilité, sa
biodégradabilité et son innocuité, ce qui en fait un antioxydant naturel de
choix dans les domaines pharmaceutique, alimentaire et cosmétique (Rinaudo,
2006; Park et al., 2011). Par ailleurs, sa structure polymérigue permet une
libération prolongée des groupes fonctionnels, assurant une activité
antioxydante soutenue dans le temps, ce qui renforce son intérét comme

alternative durable aux antioxydants classiques (Liu et al., 2013).
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Conclusion

En termes de cette étude sur I’obtention d’un antioxydant, le chitosaine, a partir
de carapace de crevettes au niveau de ’ONAB, nous avons tiré les conclusions

suivantes :

e Les étapes d’obtention du chitosane comprennent la déminéralisation, la
déproteinisation , le blanchiment et la désacétylation.

e Les analyses physicochimiques des carapaces de crevettes et du chitosane
indiquent respectivement une teneur en eau de (6,11 ; 6,09) et une teneur en
cendres de (9,12 ; 0.54).

e Les analyses biochimiques révelent une teneur en lipides de 1,41 et en
proteines 4 ,71 dans les carapaces de crevettes, et une teneur de 3,7 dans le
chitosane

e L’activité antioxydant mesurée pour la chitosane est élevée (72,1%) par
rapport a I’acide ascorbique (74%0)

Sur la base de ces resultats, la concentration générale suggére que le chitosane
pourrait étre utilisé avec succes comme antioxydant, mais aussi comme film
comestible.

Cependant, il est important de noter que cette activité est proportionnelle a la
concentration de chitosane.

Dans une perspective de recherche et afin de promouvoir 1’utilisation de cette
matiére premiere, des investigations approfondies sur sa caractérisation
devraient étre menées pour une meilleure application.

Une compréhension plus poussée des relations structure —fonction apparait
également essentielle pour une maitrise optimale de son utilisation dans divers

domaines technologiques encore peu explorés.
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Résumeé

Le travail réalisé dans ce mémoire est relatif a I'obtention du chitosane a partir des carapaces
de crevettes récoltées dans la région de Skikda. Des traitements préliminaires différents
(Lavage, Séchage, Broyage) sont appliqués aux produits de départ suivis par des par voie

chimique.
Les coproduits obtenus ont été caractérisés par des analyses physico-chimiques et biochimique.

La détermination de l'activité antioxydante a été réalisée par le Spectrophotomeétre, les résultats
obtenus ont été comparé par le travail de "Charim et Nacer "ce qui a permis de conclure que le

chitosane a sa place dans 1’industrie agroalimentaire comme un antioxydant naturel.

Abstract

The work carried out in this thesis relates to the preparation of chitosan from shrimp shells
harvested in the region of Skikda. Different preliminary treatments (Washing, Drying,
Grinding) are applied to the starting products followed by chemical extraction applications. The

products obtained were characterized by physicochemical and biochemical analyzes.

The determination of the antioxidant activity was carried out by the Spectrophotometer, the
results obtained were compared by the work of Charim et Nacer This led to the conclusion that

chitosan has a place in the plastics industry agri-food sectors
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