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Préambule

L’objectif principal de la theése s’inscrit sur le théme de la valorisation de différentes
ressources marines disponibles au niveau national, afin de les utiliser en aquaculture. Ce sujet
de recherche représente une contribution a la fabrication d’aliments destinés aux poissons
d’¢levage, afin d’améliorer la production piscicole. Au début de ce travail, les espéces
choisies, ont été sélectionnées selon les travaux menes au niveau du centre national de la
recherche et du développement de la péche et de 1’aquaculture de Bou-Ismail, en collaborant
aux deux grands projets du CNRDPA, concernant la crevette a patte blanche au niveau de
I’écloserie de Skikda et le bar (loup de mer) au niveau de la ferme marine de Bou-Ismail. A
cet effet, le theme de thése définit était comme suit :

« Evaluation, valorisation et utilisation des coproduits de la crevette Penaeus japonicus et du
thon rouge Thunnus thynnus pour l'alimentation du loup de mer d'élevage Dicentrarchus
labrax ».

Cependant, nous avons eu beaucoup de difficultés a avoir acces aux deux ressources la
crevette Penaeus japonicus et le loup de mer d'élevage Dicentrarchus labrax. En raison du
retard accusé pour les deux projets par le centre CNRDPA, alors nous avons dd choisir
d’autres especes accessibles telles que la crevette rouge Aristeus antennatus et le tilapia rouge

(Oreochromis sp), dont son aliment est importé. Ainsi le théme redéfinit s’intitule comme suit

Théme : Evaluation, valorisation et utilisation des coproduits de la crevette rouge
Aristeus antennatus (Risso, 1816) et du thon Thunnus thynnus (Linné, 1758) pour

I'alimentation du tilapia rouge (Oreochromis sp).
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Résumé

Les co-produits de la mer représentent des ressources biologiques valorisables pouvant
générer différentes molécules d’intéréts nutritionnels et biologiques. Ce travail s’inscrit dans
le cadre de la valorisation des co-produits de thon rouge (Thunnus thynnus) et de crevette
rouge (Aristeus antennatus) par la mise en ceuvre de techniques plus douces afin d’obtenir des
composés d’intérét et d’étudier les potentiels alimentaires de ces derniers. Pour cela, deux
enzymes commerciales actives a pH extréme ont été testées. La Pepsine s'est avérée étre la
plus appropriée pour les co-produits de crevette, alors que la Savinase est appropriée pour les
co-produits de thon, conduisant a la production d’hydrolysats de qualité nutritionnelle qui
peuvent améliorer les performances de croissance des poissons aquacoles, obtenues avec des
aliments préparés a base de ces hydrolysats. D’autres produits résiduels de la protéolyse des
co-produits de crevette, moins chargés en matiéres minérales et en protéines, ont été
valorisés : la chitine et chitosane. Les résultats obtenus, a la fin de cette étude, suggérent que
I’hydrolyse enzymatique constitue une méthode efficace pour I’amélioration de la qualité
nutritionnelle des co-produits de la mer et de leurs dérivés, la génération de substances a
activité antimicrobienne et antioxydantes, tout en favorisant I’extraction de la chitine et de

chitosane.

Mots-clé : Co-produits, crevette et thon, protéolyse enzymatique, chitine et chitosane, activité

antimicrobienne et antioxydante, poisson aquacole.



Abstract

The by-products of the sea represent valuable biological resources that can generate different
molecules nutritional and biological interest. This work is part of the valorization of by-products of
bluefin tuna (Thunnus thynnus) and red shrimp (Aristeus antennatus) through the implementation of
milder techniques in order to obtain compounds of interest and to study the food potentials of the
latter. For this, two active commercial enzymes at extreme pH were tested. Pepsin has been found to
be the most appropriate for shrimp by-products, while Savinase is suitable for tuna by-products,
leading to the production of nutritional quality hydrolysates that can improve the growth performance
of aquaculture fish, Obtained with foods prepared based on these hydrolysates. Other residual products
of the proteolysis of shrimp by-products, less loaded with minerals and proteins, have been valued:
chitin and chitosan. The results obtained at the end of this study suggest that enzymatic hydrolysis is
an effective method for improving the nutritional quality of sea by-products and their derivatives, the
generation of substances with antimicrobial and antioxidants activity, while promoting the extraction

of chitin and chitosan.

Keywords: By-products, shrimp and tuna, enzymatic proteolysis, chitin and chitosan, antimicrobial

and antioxidant activity, aquaculture fish.
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INTRODUCTION

La production mondiale de poissons provenant des péches et de I’aquaculture, a été estimée a
171 millions de tonnes (FAO, 2018). Cependant, une grande partie de ce tonnage fait 1’objet
d’une transformation telles que le filetage, 1’été€tage, I’éviscération, le pelage, ...etc pour étre
ensuite utilisée en alimentation humaine. Ces étapes de transformation génerent une quantité
considérable de déchets composés principalement de tétes, de visceres, de nageoires, de peaux
et d’arétes... ; estimée a 50% du poids de la production mondiale de poissons (Mackie, 1982 ;
Jeon et al., 1999, Kristinsson et Rasco, 2000 ; Je et al., 2007).

Cependant, ces déchets renferment plusieurs substances méritant d’étre valorisées: On peut
citer entre autres des protéines, des lipides, de la chitine, de 1’astaxanthine (Lee, 1999 ; Babu
et al., 2008), des micro-nutriments tels que les vitamines A et D, le calcium, le magnésium et
le phosphore (Liaset et al., 2000 ; Aspmo et al., 2005). La valorisation des co-produits
permettrait, en plus du respect de l’environnement, de minimiser les problémes de
contaminations, et de maximiser le profit des entreprises. Elle consiste a les transformer de
facon a ce qu’ils deviennent des matiéres premieres ou des matic¢res intermédiaires pour la
production d’autres produits. Compte tenu de la nature des substances qu’ils renferment, ils
peuvent étre utilisés pour la nutrition humaine (FAO, 2014; Sing et al., 2014; Zhang et al.,
2014) et animale sous forme de farine (Rebeca et al., 1991 ; Valdimarsson et James, 2001), la
nutraceutique et la pharmaceutique, la cosmétique (antioxydants, antistress, anti-hypertensifs,
collagenes, pigments...) (Liceaga et Li-Chan, 1999 ; Kristinsson et Rasco, 2000a, 2000b ;
Liaset et al., 2000 ; 2003).

Le thon et la crevette font partie des espéces marines les plus importantes économiquement.
Soyiri et al., (2008) ont estimé que, dans les conserveries de thon, de 1’ordre de 60-70% du
volume de poissons entrant se retrouvent comme déchets aprés la mise en conserve et selon
Randriamahatody et al., (2011), la partie rejetée représente prés de 40% du poids de la
crevette enticre. Ces déchets de thon et de crevette s’averent relativement riches en protéines,
il semble donc intéressant d’adopter une stratégie de récupération de ces protéines et de voir
s’il est possible de les utiliser notamment comme ingrédients dans les produits alimentaires
animales. Dans ce secteur, les voies de valorisation des co-produits de poissons consistent
principalement en la transformation de ces derniers en farine, en huile et en production
d'ensilage. Ce n’est que bien aprés qu’est apparue la transformation de ces derniers en
hydrolysats protéiques issues des procédés de la protéolyse contrdlée par utilisation

d’enzymes exogenes. C’est une des méthodes qui permet la récupération des protéines tout en
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respectant les propriétés intrinséques des matieres premieres (Hoyle, 1994; Gildberg et al.,
2002, Dauksas et al., 2005; Slizyte et al., 2005). Cependant, au cours de ces derniéres années,
le développement de nouvelles applications a accru la demande pour ces enzymes. La plus
grande partie du marché des enzymes est liée aux enzymes de type hydrolytique comme les

protéases, les lipases et les cellulases.

La nutrition est un domaine clé pour 1’aquaculture, et plus particuliérement pour I’aquaculture
intensive. Ce type d’’elevage dépend en effet intégralement d’une alimentation exogeéne qui
représente par conséquent une part ¢levée des charges d’exploitation, pouvant atteindre 60%
(Médale et Kaushik, 2009). L’aliment doit ainsi étre adapté aux besoins nutritionnels de
I’espéce tout en répondant a un certain nombre de contraintes : colt et disponibilité des
matieres premicres, procédés de fabrication, impact faible sur I’environnement .... etc. La
recherche de nouveaux ingrédients permettant de diminuer les besoins en farines de poisson et
de renforcer la résistance des animaux face aux facteurs biotiques et abiotiques est ainsi un
enjeu majeur pour le développement d'une aquaculture durable. Certains auteurs attribuent le
perfectionnement de la croissance des poissons a une augmentation de la prise alimentaire
grace a une augmentation de 1’appétence (Refstie et al., 2004) et/ou & une augmentation de
I’efficacité alimentaire, c’est- a-dire une augmentation du gain de poids pour une méme
quantité d’aliment ingéré (Aksnes et al., 2006). L'aquaculture en Afrique et en particulier en
Algérie, que se soit marine ou continentale, est une activité plutdt récente et en est encore au
stade de développement, dépendante a cent pour cent de I’importation d’aliment pour
accomplir ces besoins. Parmi les espéces cultivées en Algeérie, on retrouve le tilapia
(Oreochromis sp), poisson a valeur économique et nutritive. Ce dernier est utilisé en
aquaculture dans diverses régions d’Algérie, dont 1’aliment est importé et que toutes les
recherches nationales portant sur la fabrication d’un aliment en substitut de 1’aliment importé

sont encouragées par les pouvoirs publiques.

A cet effet, le principal objectif de ce travail consiste a proposer des procédés de valorisation
des co-produits de thon rouge et de crevette rouge afin de les utiliser en alimentation
aquacole. Cette étude est représentée comme suit par :

v Une introduction;

v’ Le Chapitre | ou sont exposées les généralités en relation avec la thématique;

v" Le Chapitre Il et le Chapitre III représentant 1’étude experiementale menée sur les co-

produits des deux espéces étudiées;
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v" La conclusion;

v' Et les references bibliographiques
Le premier chapitre fait 1’état de la revue bibliographique qui porte sur la situation mondiale
de la péche et de I’aquaculture en général, une attention particuliére sera portée sur les
especes étudiées pour hydrolyse, et leurs exploitations. Les différentes stratégies de
valorisation des deux co-produits sont ensuite présentées et discutées puis le procédé de
I’hydrolyse et notamment de I’hydrolyse enzymatique des matiéres premiéres marines est
détaillé. Nous présenterons ensuite, les secteurs d’applications qui vont étre abordés lors de

cette étude : la fabrication de farine et d’aliment destiné a la nutrition aquacole.

Le deuxiéme chapitre se divise en trois parties, il présente la partie expérimentale sur les
hydrolyses enzymatiques des co-produits de thon et de crevette, avec deux protéases
commerciales, fonctionnant a pH extréme. Dans un premier temps, la composition de ces co-
produits est déterminée. Lors de I’hydrolyse enzymatique, plusieurs paramétres sont étudiés
tels que : le degré d’hydrolyse, la solubilisation de la matiére et notamment de 1’azote, la
composition biochimique des différentes fractions résultantes, ect... Ces expériences
permettront de choisir ’enzyme qui convient le mieux pour valoriser chaque coproduit
séparément. Aussi, ces sources protéiques vont étre expérimentées dans une application

microbiologie, en comparaison a un isolat protéique préparé chimiquement.

Quant au troisiéme chapitre, il porte sur 1’évaluation in vivo des performances de ces
hydrolysats intégrées a l'alimentation d’un poisson d’eau douce le tilapia rouge. Pour cela,
différents aliments, préparés a base de protéines végétales et animale et d’autres incorporés
d’hydrolysats issus de la protéolyse des co-produits de thon et de crevette, seront évaluées.
Différents parametres zootechniques seront ainsi mesurés : taux de survie, gain de poids, taux
de conversion alimentaire, coefficient d’efficacité protéique,.etc.. ; afin de comparer les

performances des differents aliments fabriqués a celles de I’aliment commercial.
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CHAPITRE | : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 PRODUCTION MONDIALE DES PECHES ET DE L’AQUACULTURE

Selon le rapport «Situation mondiale» publié en 2018, la production halieutique mondiale a
atteint, en 2016, une valeur record d’environ 171 millions de tonnes, le secteur de
I’aquaculture comptant pour 47% de ce chiffre, voire 53% si ’on exclut la production
destinée a des utilisations non alimentaires (y compris la production de farine et d’huile de
poisson) (Fig.1 et 2). Par ailleurs, la stabilité de la production de la péche depuis la fin des
annees 1980, est due a I'aquaculture dont la croissance est continue et impressionnante. Ce qui

permet une forme de disponibilité de poissons destinés a la consommation humaine (Fig.2).
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Figure 1. Production mondiale des péches et de I'aquaculture (Source FAO, 2018)

D'aprés la base de données de la FAO, la production mondiale de la péche de capture s'élevait
a 90,9 millions de tonnes en 2016. Elle était en baisse par rapport aux deux années
précédentes 2015 et 2014 (91,2 et 92,7 respectivement) (Tab.1). La chute du volume des
prises concernait 64 % des 25 principaux pays producteurs mais seulement 37% des 170
autres pays.

La contribution de l'aquaculture a la production mondiale (cumulée de la péche et de
I'aquaculture) n'a cessé d’augmenter : elle est passée de 36,16% en 2011 a 46,8% en 2016
(FAO, 2018). Ces dernicres années, 1’aquaculture continue de se développer plus rapidement

que d'autres grands secteurs de production alimentaire (Fig.2).
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Figure 2. Evolution de la production mondiale des péches et de I'aquaculture par année
(Source FAO, 2018)

1.1.1 Utilisation et transformation du poisson

Ces dernieres décennies, la demande de produits de la péche destinée a la consommation
humaine directe n’a cessé¢ d’augmenter. D’apres le tableau 1, en 2016, plus de 88,47% de la
production mondiale de poisson était utilisée pour la consommation humaine directe. Les
11,52% restants étaient destinés a un usage non alimentaire, notamment a la production de
farine de poisson et d’huile de poisson, dans I’industrie pharmaceutique, comme matiére
premiere pour ’alimentation directe des poissons d’élevage, du bétail et des animaux a
fourrure...etc. S’agissant de la production destinée a la consommation humaine directe, la
plus grande partie est commercialisée sous forme de poissons vivants frais (45%), ou
réfrigérés (31%), du poissons préparés et mis en conserve (12 %) et du poissons séchés, salés,
saumurés, fermentés et fumés (12%) (FAO, 2018).

Tableau 1. Utilisation de la production mondiale de poisson (en millions de tonnes) (FAO,

2018).
Années 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Consommation humaine 130 136,4 140,1 1448 148,4 151,2
Usage non alimentaire 24 19,6 20,6 20 20,3 19,7
Consommation apparente par

) 18,5 19,2 19,5 19,9 20,2 20,3
habitant (Kg)
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1.1.2 Consommation du poisson

Depuis 1961, la consommation annuelle de poisson par personne est passée de 9,0
kilogrammes en 1961 a 20,3 kg en 2016, soit une augmentation moyenne d'environ 1,5% par
an. Les estimations préliminaires concernant 2017 font apparaitre une hausse : la
consommation était passée de 20,3 kg a 20,5 kg. La progression de la consommation
s'explique non seulement par I'augmentation de la production mais, aussi, par I'association de
plusieurs facteurs, notamment la réduction du gaspillage, une utilisation plus compléte,
I'amélioration des canaux de distribution et la demande croissante, qui est liée a
I'accroissement démographique, a la hausse des revenus et a I'urbanisation (FAO, 2018).

La contribution Algérienne a la production mondiale des poissons est tres modeste. 1l y a 20
principaux ports de péche le long de la cote algérienne. La plate-forme continentale mesure
environ 13 700 km2 et la zone de péche environ 95 000 km2. En 2013, le nombre total de
navires opérant dans ces ports était estimé a 4 569, dont 526 chaluts et 1 231 senneurs.

La production de captures marines est stable entre 100 000 et 105 000 tonnes depuis 2011,
dont le gros des captures est représenté par les petites especes pélagiques. Tandis que, la
production aquacole reste marginale, avec 2 200 tonnes en 2013, soit 1 560 tonnes de carpes
élevées en eau douce, 350 tonnes de dorades royales d'eau saumatre et une trés petite quantité
de moules et d'huitres. La majeure partie de la production est vendue fraiche sur les marchés
locaux. Actuellement, 1’ Algérie s’associe a un pays asiatique pour développer la production
d’alevins de crevettes marines, ainsi qu’une culture de grossissement de poissons d’eaux

douces dans le pays (FAO globefish, 2015).

Les exportations de poisson et de produits de la péche sont plutdt limitées et ont diminué de
57% entre 2008 et 2013 en raison de la diminution des captures. Cependant, en 2014, ils ont
augmenté de 22%. Au cours de la période 2008-2014, les importations algériennes de
poissons et de produits de la péche ont augmenté de 336%, alors que les derniers chiffres de la
consommation annuelle par habitant sont estimés a 3,9 kg en 2012 (FAO globefish, 2015).

Le développement du secteur de la péche et de I'aquaculture reléve du ministére des péches et
des ressources aquatiques, créé en 2000 pour soutenir le développement de la péche en tant
que secteur de subsistance potentiel. Depuis 2001, I'Algérie a promulgué une législation sur la
péche et I'aquaculture. Il a modernisé son centre national de recherche et de développement
sur les péches et l'aquaculture (2008). En général, les ressources halieutiques ne sont pas

pleinement exploitées. Des possibilités existent notamment pour le développement de la
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péche artisanale, notamment sur les fonds rocheux et des pécheries de petits pélagiques.
L'industrie de la péche nécessite un effort important de modernisation et d'investissements,
notamment pour la réhabilitation de la flotte vieillissante (&ge moyen des bateaux : 20 ans) et
des installations de traitement. Concernant I’aquaculture, la totalité de la production (30 000
t/an) est destinée a la consommation intérieure. D’aprés MPRH, la production de 9 000 t de
produits halieutiques par an dont plus de 7 000 t de poisson bleu, 921 t de poisson blanc, 242 t
de crustacés et 78 t de squale et espadon. La production halieutique (hors aquaculture) a
atteint 108.000 t en 2017 contre 102.000 t en 2016, Cette hausse de la production a aussi

concerné l'aquaculture avec 4.200 t en 2017.

1.2 GENERALITE SUR LES ESPECES ETUDIEES
1.2.1 Généralités sur le thon Thunnus thynnus (Linnaeus, 1758)
Le thon est un des principaux produits de la mer faisant 1’objet d’échanges internationaux. Il
représente 5% des quantités péchées dans le monde et destinées a 1’alimentation humaine,
mais compte pour plus de 10% dans la valeur des échanges internationaux. (Charles et
Paquotte, 1999). Le thon est une des espéces marines les plus importantes économiquement.
Les sept especes principales péchées et consommeées sur le marché international sont la bonite
(Katsuwonus pelamis), le thon jaune (Thunnus albacarlles), le thon obéese (Thunnus obesus),
le thon blanc (Thunnus alalunga), le thon rouge de 1I’Atlantique (Thunnus thynnus), le thon
rouge du Sud (Thunnus maccoyii), le thon rouge du Pacifique (Thunnus orientalis) (Oceanic
développement, 2005). La capture totale de ces espéces est passée de 2,5 millions de tonnes a
4,3 millions de tonnes entre 1998-2003 (Josupeit, 2005). En 2006, la production mondiale de
thon était d’environ 5 millions de tonnes (Hoang, 2009).
Le thon rouge Thunnus thynnus (Linné, 1758) est un poisson Téléostéen Actinoptérigien de
I'ordre des Perciformes et de la famille des Scombridés (Fig.3). Avec un poids maximal situé
couramment entre 250 et 620 kg, atteignant parfois presque un tonne, il est I'un des plus gros
Téleostéens, d'ou l'origine probable de son nom “thon” que Heldt (1926) attribut au mot
phénicien Thon ou Than désignant « les plus grands animaux aquatiques ».

e Synonymes
Thynnus thynnus (Cuvier, 1817), Thynnus mediterraneus (Risso, 1826), Thynnus vulgaris
(Cuvier in Cuvier & Valencienes, 1831), Thynnus orientalis (Temminck & Schlegel, 1844),
Thunnus vulgaris (South, 1845), Thynnus secundo-dorsalis (Storer, 1855), Orcynus thynnus
(Poey, 1875), Orcynus schlegelii (Steindachner in Steindachner & Ddderlein, 1884), Albacora
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thynnus (Jordan, 1888), Thunnus thynnus (Jordan & Evermann, 1896), Thunnus schlegelii
(Jordan & Snyder, 1900), Thunnus secundodorsalis (Jordan & Evermann, 1926), Thunnus
thynnus thynnus (Serventy, 1956)

e Noms d’apres FAO/ ICCAT
Atlantic bluefin tuna (Anglais), Thon rouge de I'Atlantique (Frangais), Atun rojo del Atlantico
(Espagne), Toun ahmar (Tunisie), Tonno (ltalie), Tonn (Malt), Roter Thun (Allemagne),
Tunczyk zwykly, Tunczyk blekitnopletwy (Pologne), Tunna (Egypte), Tonnikala (Finlande),
Atan cimarron , Atdn de aleta azul (Chili), Blouvin-tuna, Bluefin tuna (Afrique du sud),
Orkinos (Turquie), Bluefin tuna, Tunny (Royaume-Uni), Bluefin tuna (Etats-Unis) .....

e Classification
Regne : Animalia (Linnaeus, 1758)
Sous-Régne : Eumetazoa
Embranchement : Chordata
Infra-embranchement : Vertebrata
Super-Classe : Gnathostomata
Classe : Actinopterygii
Infra-classe : Teleostei
Ordre : Perciformes
Sous-Ordre : Scombroidei
Famille : Scombridae
Genre : Thunnus

Espece : thynnus (Linné, 1758)

Figure 3. Aspect général du thon rouge de I'Atlantique .
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Le thon rouge est la plus grande espece de thonides. 1l possede un corps allongé et fusiforme,
plus robuste a I’avant. Sa taille maximale peut dépasser 4 m de long. Son poids maximal
officiel est de 726 kg, mais plusieurs pécheries opérant dans I’Atlantique Ouest et en
Méditerranée ont signalé des poids allant jusqu’a 900 kg (Mather et Jones, 1995). vitesse de
nage avoisinant les 80 km/h grace a des qualités hydrodynamiques hors du commun
(nageoires pectorales et dorsales parfaitement rétractables, corps puissant et fusiforme,
ailerons stabilisateurs...), capacités de prédation hors du commun, fécondité exceptionnelle,

croissance rapide, et pas ou trés peu de prédateurs, hormis les grands requins et les orques.

1.2.1.1 Répartition géographique
Il existe au moins deux sous-especes, une dans I'Atlantique et une dans le Pacifique. La sous-
espece atlantique se rencontre depuis le Labrador et Terre-Neuve vers le sud, dans le golfe du
Mexique et la mer des Caraibes, et se trouve également au large du Venezuela et du Brésil
dans I'Atlantique Ouest ; dans I'Atlantique Est, il est présent depuis les Tles Lofoten au large
de la Norvege jusqu'aux Tles Canaries et jusqu'a la mer Méditerranée. 1l y a aussi une
population au large de I'Afrique du Sud. La sous-espece du Pacifique est connue depuis le
golfe d'Alaska jusqu'au sud de la Californie et en Basse Californie dans le Pacifique oriental ;
dans l'ouest du Pacifique, il est présent dans I'ile Sakhalin, dans la mer du sud d'Okhotsk, au
sud du nord des Philippines (Fig.4) (FAO Species Catalogue, 1983).
Il existe deux stocks bien distincts de thons rouges qui se différencient par leur maturité
sexuelle propre et par leur zone de reproduction :

« le stock Est, a maturité précoce, se reproduit en Méditerranée orientale,

o le stock Ouest, a maturité plus tardive, se reproduit dans le golfe du Mexique.

e
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Figure 4. Zone de répartition du thon rouge de I'Atlantique.
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C’est I’espéce de thonidés qui possede la plus grande aire de répartition et le seul poisson
pélagique qui vit en permanence dans les eaux tempérées de 1’Atlantique ; il peut supporter
des températures froides (jusqu’a 3 °C) et chaudes (jusqu’a 30 °C), tout en maintenant stable
la température interne du corps (Mather et Jones,1995 ; Block et al., 2001 ; Collette, 2001,
Fromentin et Powers, 2005). Les thons rouges (juvéniles et adultes) plongent souvent a des
profondeurs de 500 & 1 000 m (Brill et al., 2001). On a constaté un comportement semblable
chez le thon rouge du Sud, le thon obese et I’espadon, qui est généralement associé¢ a la
recherche de nourriture dans des couches dispersantes profondes et/ou a des contraintes
physiologiques visant a refroidir la température corporelle (Musyl et al., 2003). C’est pour
cette raison que I’habitat du thon rouge, comme celui des autres thonidés et des istiophoridés,
doit étre décrit en trois dimensions (Inagake et al., 2001). Des travaux récents semblent
converger vers le fait que le thon rouge (juvénile et adulte) fréquente et se regroupe le long
des fronts océaniques (Royer et al., 2004). Il est probable que cette association est également
liée a la recherche de nourriture, le thon rouge s’alimentant dans les abondantes
concentrations de proies vertébrées et invertébrées qui peuplent ces zones (Block et al.,2005).
Les types de fronts océaniques connus pour étre souvent visités par le thon rouge sont les
zones de remontée d’eau, comme les cotes occidentales du Maroc et du Portugal, et les
structures océanographiques a méso-échelle associées a la circulation générale de 1’ Atlantique
Nord et des mers adjacentes (Boustany et al., 2001 ; Wilson et al., 2005). Il semble
néanmoins que 1’habitat du thon rouge soit plus complexe que ce que pourrait expliquer ces
seules caractéristiques océaniques et qu’il reste encore beaucoup de choses a apprendre a ce

sujet (Royer et al., 2004).

1.2.1.2 Le thon rouge et son exploitation

Dans la pécherie méditerranéenne du thon rouge, I'essentiel de ces poissons sont capturés par
des navires a senne coulissante qui utilisent un grand filet pour encercler des bancs entiers de
thon rouge et les remorquer vers des élevages ou ils sont engraisses avant d'étre abattus. En
Méditerranée, la péche au thon rouge est sous haute surveillance ; Les quotas autorisés dans la
péche au thon ont été augmentés cette année dont 2 000 t pour la Méditerranée. D’apres le
ministére de I'Agriculture, du développement rural et de la péche, le quota de péche de thon
rouge de I'Algérie pour 2017 a été porté a 1 046 t, alors qu'il avait été fixé initialement a 546 t
par la commission internationale pour la conservation des thonidés de I'Atlantique (CICTA).
Alors qu’en 2018, une augmentation de 11% a été signalée par les services de MPRH, et elle

devra augmenter en 2019 pour atteindre 1 400 t puis 1 600 en 2020.
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Les thons grands migrateurs, et les espéces apparentées, représentent 20% de la valeur
marchande de toutes les péches de capture marines et plus de 8 % de la production mondiale
de produits de mer. 80 % des captures de thon rouge de I’Atlantique se font en mer
Méditerranée. Les engins traditionnels de péche [madrague, ligne (canne et palangre), filet
maillant (thonaille, aujourd’hui interdite)] ont été remplacés par une technique plus

productive, la senne, qui assure aujourd’hui la grande majorité des captures (Fig.5).

— T ——

Début de filage Encerclement du banc de poissons  Coulissage ou boursage Virage du filet

Figure 5. Technique de péche par senne (source Ifremer, 2012)

1.2.2 Généralités sur la crevette rouge Aristeus antennatus (Risso, 1816)

La crevette Aristeus antennatus (Risso, 1816) (Fig. 6) (Crustacea, Decapoda) est répartie dans
la mer Méditerranée, les eaux de I’est de 1’Atlantique adjacentes au détroit de Gibraltar et a
I’océan Indien (Fernandez et al., 2013) et a été enregistrée sur la cote brésilienne (Serejo et
al., 2007). L'espéce habite les fonds boueux du talus continental le long de canyons sous-
marins, allant de 80 a 3 300 m de profondeur, ce qui en fait I'espece la plus eurybathique de la
mer Méditerranée, et présente une structure démographique complexe dans la colonne d'eau
(Sarda et al., 2010). Les populations des eaux moins profondes (<1 000 m de profondeur)
exploitées par la péche commerciale sont principalement composées de femelles de grande
taille et matures, avec une proportion faible mais significative de males qui retournent dans
des zones plus profondes aprés I'accouplement, principalement en été. Les populations d'eaux
profondes (> 1 000 m de profondeur), qui ne sont pas péchées, ont une abondance et une
biomasse moindres et sont principalement composées de males et de juvéniles (Sarda et al.,
2010). Exploitée depuis les années 50, la capture mondiale a augmenté chaque année pour
atteindre 1 851 tonnes en 2013 (FAO, 2015). Plusieurs recherches ont permis de détecter
quatre stocks génétiques de la crevette rouge : la Méditerranée occidentale, la Méditerranée

orientale, I'océan Atlantique et I'océan Indien (Fernandez et al., 2011; Marra et al., 2015).
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1.2.2.1 Production des crevettes

Selon les derniéres données de la FAO (Statistiques des péches et de I’aquaculture 2014), la
production mondiale de crevettes se situe autour de 8,2 Mt et inclut une majorité de crevettes
d’aquaculture (soit environ 4,8% de production mondiale de poissons).

L’évolution des quantités mondiales de crevettes d’aquaculture est due :

v' D’abord a la Chine, qui a développé la premiére production mondiale de crevettes
entre 2000 et 2010, et qui plafonne aujourd’hui,

v Ensuite a I’Asie du Sud-Est et notamment a I’Indonésie, a la Thailande, au Vietnam et
au Bangladesh, puis a I’Amérique Centrale et du Sud, et particuliérement a 1I’Equateur,
qui a connu depuis 1999 un développement puissant et régulier,

v’ Enfin, a I’'Inde dont la production décolle depuis 2010.

Concernant la péche, la production mondiale de crevettes représente environ 3,6 Mt ; elle est
réalisée principalement par la Chine (environ 1,3 Mt, destinées pour la grande majorité a la
consommation locale), 1’'Inde (environ 438 500 t), I’Indonésie, le Canada, les USA, le
Groenland et le Vietnam (de 220 000 t a 425 000 t par pays). Les volumes globaux péchés
sont stabilisés depuis plus de dix ans (FAO Globefish Highlights, 2016).

La production mondiale de crevettes tropicales d’élevage pourrait dépasser les 3,5 millions de
tonnes cette année. Un record vraisemblablement, vu les productions croissantes annoncées en
Inde, en Thailande, au Vietnam, en Amérique latine et étant donné la reprise de la Chine et de
I’Indonésie. Grace a 1’ouverture de nouvelles zones de production, 1’Inde devrait dépasser les
700 000 t et son expansion se poursuivre. De son coté, I’Equateur renforce sa croissance par
des gains de productivité. La pression a I’achat de la Chine pousse la crevetticulture
équatorienne dans ce sens. Tendance identique au Vietnam, devenue parallélement a la
crevetticulture une véritable «usine» de transformation de crevettes importées puis
réexportées sur le marché chinois. En comptant sa propre production et les importations, le
Vietnam atteindrait 470 000 t (FAO Globefish Highlights, 2016).

Les crevettes représentent a elles seules plus de 30.000 espéces identifiées dans les mers et les
océans. Les crevettes sont colorées, généralement trouvées par paires ou en de large
groupement. Grace a un phénoméne de mue, elles rejettent sa vieille cuticule (exuvie) et
acquierent une nouvelle, ce qui leur permettrait de pouvoir croitre de taille. Lors de chaque
mue, lI'animal pourra régénérer chague membre perdu ou sectionné, et gonfler son corps au

maximum afin de créer une nouvelle carapace plus grande que lI'ancienne (Fig.6).
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Figure 6. Aspect général d’Aristeus antennatus (Risso, 1816).

e Systématique et Classification
La crevette Aristeus antennatus fut décrite pour la premiere fois par Rissoen 1816, et nommée
Peneus antennatu, comprise dans la famille des Penaeidae (Rafinesque, 1815) et tient
actuellement la position taxonomique décrite ci-dessus proposée par Bowman et Abeleen

1982 et conduit a la taxonomie suivante :

Embranchement : Arthropodes
Classe : Crustacés
Sous Classe : Malacostracés
Ordre : Décapodes
Famille : Aristeidaes
Genre : Aristeus
Espece : Antennatus (Risso, 1816)
e Synonymes
Sycionia duvernoii (Risso, 1844).
e Noms d’aprés FAO
Blue and red shrimp (Anglais), Crevette rouge (francais), Gamba rosada (Espagne), Gambaru
de fundu (Monaco), Gambero rosso chiaro (Italie), GAmbao rossu-ciaeo (Génes), Ammiru
cani (Sicile), Gambli rossi (Malte), Gamba rosada (nom officiel espagnol), Chorizo blanco,
Gamba alistada, Carabinero (Espagne).....

e Scientific Name : Peneus antennatus (Risso, 1816)

Il existe plus de 1500 espéces de crevettes répandues dans les mers tempérées et tropicales.

Environ 300 espéces présentent un intérét économique et environ 100 especes sont retrouvees
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dans le secteur de la péche. En 2006, 83% de la capture de crevettes sont représentes par

seulement 6 especes (Gillett, 2008).

1.2.2.2 Distribution géographique de crevette Aristeus antennatus

La répartition géographique de cette espece, comprend tout le bassin méditerranéen et les
cotes atlantiques (fig.7). Elle fréquente les fonds de vases, de sables exploités essentiellement
par les chalutiers (Grimes et al ; 2004).

Aristeus antennatus est une espece démersale, qui vit sur des fonds de vase tres peu sableuse a
Isidella elongata et Funiculina quadrangularis au-dessus de fonds vaseux de 80 a 1440 m
plus commune entre 200 et 250 m. Elle effectue d’importants déplacements (migration
nycthémeérale) 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 meétres de profondeur. Elle est fréquente et abondante entre 400 et 600

meétres de jour et 200 a 300 metres de nuit (Grimes et al ; 2004).

I
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Figure 7. Répartition géographique d’Aristeus antennatus.
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1.3 VALORISATION DES COPRODUIT DE LA MER

Les co-produits sont définis comme les parties non utilisées et récupérables lors des
operations traditionnelles de production, ils constituent 30 a 60% des produits entiers. 1l existe
trois grands types de producteurs de co-produits : Les mareyeurs, les saleurs - saurisseurs et
les conserveurs (Dumay, 2004 ; Shahidi, 2006). Compte tenu de I’importance des co-
produits, de nombreux efforts ont été realisés pour les utiliser dans diverses
applications: I’alimentation animale ou humaine, la diététique, la nutraceutique, la
pharmaceutique, le cosmétique et d’autres applications. A partir d’un méme type de coproduit
(téte, viscéres, arétes, peau) il est possible d’obtenir différents produits dérivés (Fig.8).

En effet, ces matiéres renferment de nombreuses molécules valorisables notamment des
protéines (Heux et al., 2003), lipides (Dumay et al., 2006 ; Dumay, 2006), minéraux,
vitamines (Heux et al., 2003), ainsi que d’autres composés bioactifs (Kim et al., 2008),
bénéfiques a la santé humaine et animale. La Figure 10 présente les principales voies de

valorisation des co-produits du poisson.

Peau Chute de filetace

Visceéres | Foies (Eufs [ Laitance

Figure 8. Principaux co-produits issus d’un poisson (Ifremer, 2010).

Pendant la transformation du poisson pour la consommation humaine, des co-produits
incluant les tétes, les viscéres, la chute de parage (filetage), la peau, ’écaille, les arétes et les
queues sont générés (Fig. 8 et 9). Selon les especes, essentiellement pour les espéces de taille
importante, les foies peuvent étre séparés des viscéres. Dans un contexte de développement

durable mais aussi et surtout dans un souci de rentabilité économique, ces co-produits font

15



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE: GENERALITES SUR L’ALIMENTATION EN AQUACULTURE

depuis plusieurs années I’objet de ’attention des industriels qui aimeraient en tirer bénéfices.

(Dumay, 2004, Shahidi, 2006).

Composition des co-produits du thon Les co-produits représentent la moitié du thon
" AR Tt A(
Téte 18% Peau et chalr Arétes 8% -~ o

(autre que le filet) 14 % :
Thon entier 100 %

M. /. Filets de thon 50 % Co-produits 50 %
AN G B R

Nageoires 2% Ouies et viscéres 8% -

farganes génitaux inclus)

Figure 9. Schéma illustrant la composition des co-produits de thon, exprimée en pourcentage
du poids (CPS, 2014).

1.3.1 Utilisation des co-produits de poisson

Les sociétés qui generent de grandes quantités de co-produits ont généralement recours a 1’un
des procédés de traitement suivant : la vente sur les marchés locaux de ces co-produits qui
constituent une source de protéines a bas codt, la transformation en produits a faible valeur
marchande telle que la farine de poisson, ou la simple élimination du produit. La mise en
place de technologies simples et a petite échelle permettrait de transformer les faibles
quantités de co-produits générés par la péche artisanale et les ménages, notamment en

engrais. Le tableau 2 présente certains des marchés de valorisation possibles.

1.3.2 Importance et valorisation des co-produits

La production annuelle de co-produits représente environ 50% des captures. Les coproduit
contiennent des protéines a haut valeur nutritive, des acides gras insaturés (Oméga3). Des
vitamines, des antioxydants des minéraux, ainsi que des acides aminés essentiels et des
peptides bénéfiques pour 1’organisme. Il est intéressant d’accroitre la valeur ajoutée des
coproduit, pour assurer une péche durable et améliorer la rentabilité des activités de la filiere
par une meilleure valorisation des captures. Les co-produits peuvent étre utilisés sous
differentes formes: farine et huile de poisson, hydrolysats protéiques ou méme isolats

protéiques, etc...(Nguyen, 2009) (fig. 10).
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Tableau 2. Utilisation potentielle des co-produits de poissons.

Marchés de ) _ I
o Produits derives Utilisation
Valorisation
_ ) ) o — Enrichissement des sols
Agriculture Engrais (ensilage), compost, pesticide
— Lutte contre les ravageurs
Energie Biocarburant, comburant — Production d’énergie
Alimentation Farines, huiles, dérivés protéinés, | — Alimentation
Animale ensilage, minéraux — Compléments alimentaires
Nutrition

(compléments

alimentaires)

Huiles, dérivés protéinés, minéraux,

acides aminés

— Compléments alimentaires

— Nutrition sportive

Utilisation entiere ou partielle du

Alimentation poisson, hachis, pulpe alimentaire, | — Produits non transformés
Humaine gélatine, bouillon et sauce a base de — Produits transformés
poisson, huile de foie
) Omega 3, calcium, sulfate de | — Nutraceutique
Industrie

Pharmaceutique

chondroitine, collagene,

peptides bioactifs

— Cosmetique

— Biotechnologie

Arémes

=,

1% %
A}

Hachis congelés
23%

Hydrolysats
protéiques
21%

Autres applications:
gélatine, collagéne,
chondroitine, cuir

3%

farine/huile
52%

Figure 10. Proportions des différentes voies de valorisation des co-produits d’origine marine

(Andrieux, 2004).
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La qualité des co-produits varie en fonction de la saison et des espéces débarquées, ce qui
rend difficile la standardisation des procédés. De plus, des contraintes réglementaires viennent
s’ajouter a ces contraintes technico-économiques. Enfin, la prise de conscience du fait que les
co-produits, pour étre valorisés, doivent étre traités comme des matiéres nobles est encore a
I’heure actuelle tres faible (Andrieux, 2004).

1.3.3 Les voies de valorisation des co-produits marins
Le produit dérivé est le produit commercial obtenu a partir d’un coproduit. Un coproduit
pourra donner plusieurs produits dérivés. Ainsi, la téte d’un poisson pourra étre valorisée en
tant que farine, huile ou destinée a 1’alimentation, les viscéres peuvent donner des farines et
de I’huile, mais aussi des vitamines, la peau pourra étre transformée en farine, en cuir ou en
gélatine (Guérard et al., 2004). Ces produits sont qualifiés de produits dérivés et non de
produits finis car ils sont généralement commercialisés sous forme d’ingrédients, c'est-a-dire
sous forme de produits intermédiaires pour la nutrition humaine (Jridi et al., 2015),
I’alimentation animale (Péron, Mittaine et Le Gallic, 2010), la diététique, la cosmétique.
Néanmoins, certains co-produits (foies, ceufs) peuvent étre vendus a [’état brut aux
consommateurs, mais cette tendance est faible. Leur utilisation par les industries de
conserverie et de saurisserie est plus commune (Andrieux - 2004).
Quatre catégories de produits dérivés peuvent-étre distinguées en fonction de leur destination:
v L’utilisation en nutrition humaine ou alimentation animale ;
v' L’utilisation en diététique ou nutraceutique ;
v L’utilisation en cosmétique ;
v

L’utilisation plus restreinte et spécifique d’un seul type de produit dérivé.

1.3.3.1 La farine et I’huile de poisson

En général, la production de farine et d’huile de poisson (Fig. 11) pour la nutrition animale est
actuellement la valorisation de masse des co-produits la plus importante car tous peuvent étre
utilisés sans distinction. Ainsi, en 2006, environ 20,2 millions de tonnes de poisson et de co-
produits ont été transformés en farines (FAO, 2008). En 2008, 2,6 millions de tonnes de farine
ont ainsi été commercialisés avec prés de 25% des matieres utilisées qui étaient des co-
produits issus de l'industrie de transformation du poisson. Les principaux pays producteurs de

farine et d’huile de poisson sont le Pérou, le Chili, le Danemark et la Norvége (FAO, 2018).
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Figure 11. La farine de poisson et sa liqueur d’huile (Mickaél, Pécher Malin, 2016).

La production mondiale de la farine de poisson est estimée a 6 millions de tonnes. La farine
de poisson est la premiere source de protéine utilisée pour I’alimentation des animaux
d’¢levage en raison de ses hautes qualités nutritives. Une partie importante de ces farines est
utilisée pour faire des aliments pour 1’aquaculture de poissons et de crevettes. L’autre partie
est utilisée pour 1’alimentation les poulets et des porcs. Les farines contiennent en général de
65 a 67% de protéines et un maximum de 12% de lipides. Elles possedent de bonnes valeurs
nutritives et une grande teneur en acides aminés essentiels mais sont peu solubles, possedent
peu de propriétés fonctionnelles et peuvent causer des inconvénients liés a leur forte teneur en
sels minéraux (Denes, 2006).

D’une maniére générale, les farines et les huiles de poissons sont préparées a partir d’especes
de peu de valeur (anchois, sardine, hareng,...), mais en raison de la diminution de quantités
disponibles de telles especes, les entreprises se tournent vers d’autres sources de maticres
premieres telles que les co-produits (Johnson, 2002). Toutes les parties peuvent étre utilisées
sans distinction. Des études ont montré que les farines issues de co-produits de poissons sont
aussi efficaces que celles issues de poissons entiers pour I’élevage de crevettes (Sudaryono et
al., 1996) de morue (Tibbets et al., 2006) de tambour rouge (Li et al., 2004) Salmonidés
(saumon et truite) (Johnson, 2002 ; Archer et Russell, 2007) de dorade (Laining et al., 2003).
Entre 2015 et 2016, la farine de poisson fabriquée avec du poisson complet est estimée a 68%
par contre la farine de poisson fabriquée par des sous-produits (32 %) (Fig. 12).
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Figure 12. Production mondiale de la farine de poisson selon la source. (FAO, 2016)

Tandis que, la figure 13, illustre les différentes utilisations mondiales de farine de poisson en
2002. La quantité de protéines dépend des parties de poissons utilisées dans sa fabrication,
entre 58 et 70 % selon les types de farine: type 62 (58 a 63 %) ; 65 (63 a 68 %) ; 70 (68 a70
%). La qualité tient compte aussi de la digestibilité¢ de I’azote (AN 88 a 90 %) et du phosphore
(dP 38 a 51 %) (Sauvant et al, 2004).

L’huile de poisson connue pour sa richesse en oméga 3 est en général obtenue a partir des
tissus biologiques de poissons gras. La production mondiale des huiles de poisson est estimée
a 896 000 tonnes. Parmi les poissons choisis, on trouve des poissons sauvages ou d’élevage.
On trouve dans les poissons sauvages une huile d’excellente qualité. Parmi ces poissons, on
trouve le plus souvent le hareng, la sardine, le maquereau, la daurade, I’espadon, etc. Parmi
les poissons d’¢levage, en général le saumon ou la morue, I’huile est souvent de moindre
qualité et peut contenir des métaux lourds. Toutes les huiles obtenus par ces poissons ne se

valent pas et leurs teneurs en oméga 3 non plus.

Les principaux usages de I'huile de poisson sont les suivants:
Alimentation humaine

Industrie pharmaceutique

Alimentation des animaux d'élevage

Alimentation des animaux de compagnie

D N N NN

Agquaculture

20



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE: GENERALITES SUR L’ALIMENTATION EN AQUACULTURE

A
8%
2% B Aquaculture [ Aquacuture
o BVolaile @ Comestibles
OPorc Bindustrie
OAutres

22%

Figure 13. L’utilisation mondiale de farine (A) et d’huile de poisson (B) (Schippe, 2008)

1.3.3.1.1 Fabrication de farine et de I’huile de poisson

La fabrication de farine et d’huile de poisson se fait par simple broyage de la matiére premiére
des co-produits secs, il obtient une farine de poisson contenamt en moyenne 50% de matiere
protéique et de 16 a 18% de graisse. Pour ensuite, la plus grande partie de I'huile et des farines
sont produites indutriellement par la méthode de pressage humide (Archer et Russell, 2007).

Les principales étapes de ce processus sont décrites en figure ci-dessous (Fig.14).
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Figure 14. Schéma de fabrication de la farine et huile de poisson (Perez Galvez, 2009)
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1.3.3.2 Les Hydrolysats

A T’heure actuelle, des quantités considérables de matériel protéique sont perdues par les
industries de transformation du poisson qui ne valorisent guére leurs co-produits ou déchets.
Les hydrolysats sont le résultat de la digestion partielle des protéines par hydrolyse
protéolytique de poissons entiers ou de co-produits. L hydrolyse des protéines est donc une
des voies privilégiées de la valorisation de ces co-produits mais pour cela il convient
d’adopter une stratégie de récupération de ces protéines présentes afin de pouvoir les utiliser
ultérieurement en nutrition humaine ou animale. Les hydrolysats sont des fractions a teneur
protéique élevée obtenues soit par autolyse (uniqguement sous 1’action d’enzymes endogénes)
soit par hétérolyse (avec addition d’enzymes exogeénes). Une fois séchés, ces hydrolysats ont
un aspect identique a celui des farines (Dumay, 2006 ; Nguyen, 2009). L'hydrolyse est l'une
des techniques les plus efficaces utilisées pour produire des peptides bioactifs (Abdelhedi,
2016).

1.3.3.2.1 L’ Autolysats

Les autolysats sont obtenus principalement par 1’action des enzymes protéolytiques
endogenes du poisson, présentes dans le systeme digestif (pepsine, trypsine, chymotrypsine)
ainsi que dans le tissu musculaire (cathepsines). Les autolysats produits par fermentation, est
une technique utilisée depuis des siecles, pour la conservation des poissons. Elle est réalisée
en ajoutant du sucre ou du sel pour prévenir la prolifération microbienne. Les autolysats sont

généralement liquides, riches en acides aminés libres et en petits peptides (Apria, 1979).

Les bactéries naturellement présentes dans le mélange d’autolyse participent également a cette
protéolyse. Les autolysats sont généralement liquides, assez visqueux, riches en acides aminés
libres et en petits peptides. Ils constituent une nourriture idéale pour 1’alimentation animale
(Ravallec-PIé, 2000 ; Johnson, 2002 ; Lian et al., 2005 ; Tsai et al., 2006). La vitesse de
l'autolyse est alors trés lente, la durée des procédés est au minimum de 6 mois (Roy et
Durand, 1997).

1.3.3.2.2 L’Hydrolyse chimique

L’hydrolyse chimique est la plus ancienne et peut étre conduite en milieu acide (HCI ou
H,SO4) ou en milieu alcalin (NaOH) dans des hautes températures de 1’ordre de 100°C et des
fortes concentrations de soude ou d’acide. La production du chlorure de sodium pendant

I’hydrolyse acide, contribue a la conservation du produit. Cependant, cette hydrolyse a
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I’inconvénient de décomposer partiellement certains acides aminés et de détruire
complétement le tryptophane. Alors que, ’hydrolyse alcaline provoque la destruction de la
cystéine, la cystine, I’arginine et la méthionine. Il sera donc nécessaire de supplémenter

I’hydrolysat chimique par des acides aminés (Nguyen, 2009).

1.3.3.2.3 L’Hydrolyse enzymatique

L’hydrolyse enzymatique présente I’avantage d’étre plus facilement controlable que
I’hydrolyse chimique. Elle permet également de préserver la valeur nutritionnelle de la
matiere premiere et conduit a la géneération et la libération de produits qui possédent des
intéréts nutritionnels, fonctionnels ou biologiques (Nguyen, 2009). Le tableau 1 de I’ Annexe
I, présente les différentes protéases ou complexes enzymatiques utilisées, la nature des
matiéres premicres et I’utilisation des hydrolysats de co-produits de poisson (Liaset et al.
2000).

1.3.3.2.4 Les isolats de protéines légérement modifiées par hydrolyse

Ces isolats sont obtenus en effectuent une hydrolyse modérée des protéines (solubilisation de
I’azote inférieure a 10%) avant le traitement d’extraction. La modification des protéines par
hydrolyse souléve un certain nombre de problémes. En premier lieu, il est difficile de
fabriquer des produits neutres car diverses molécules produites par hydrolyse présentent elles-
mémes une certaine valeur. D’autre part, dans le cas d’une hydrolyse enzymatique, on se
heurte a la difficulté de contrdler avec précision le degré d’hydrolyse, particuliérement si on
diminution de la qualité nutritionnelle par destruction de certains acides aminés et
racémisation. Dans ce cas il faut également envisager 1’élimination du sel produit aprées

neutralisation de I’hydrolysat (Tannenbaum et al., 1970).

1.3.4 Valorisation des co-produits de la mer

Pour les co-produits de la mer, les autolysats sont également aptes pour I’utilisation en
alimentation humaine et animale (Bueno-Solano et al., 2009). Ainsi, les sauces produites par
autolyse présentent une qualité élevée avec 35% d’acides aminés de plus que les sauces de
poissons commerciales (Kim et al., 2003). L’autolysat des tétes de poisson, de fait de sa
teneur élevée en protéines et en acides amines libres, peut étre utilise comme additif dans les
aliments pour améliorer leur valeur nutritionnelle (Cao et al., 2008; Cao et al., 2009). Des

études ont montré également des fonctions antioxydantes d’autolysats de co-produits de
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crevette par exemple (Peralta et al., 2008) et leur capacité a améliorer la tendreté de la viande
(Kim et al., 2005).

En alimentation animale, la pate de poisson fermentée s'obtient par I'acidification des déchets
de poisson grace a I’ajout d’un acide organique, tel que I'acide formique. La pate de poisson et
de crevettes fermentée est tres nutritive et est employée en général comme complément
protéique pour les porcs, la volaille et I’aquaculture (Johnson, 2002). Elle est constituée de
poissons autolysés notamment gréce a I’action des enzymes digestives des viscéres. En vue de
valoriser les co-produits de la mer, I’hydrolyse par addition d’enzyme exogene a été étudiée.
Les hétérolysats trouvent leur application en alimentation, nutraceutique, pharmaceutique. De
par le contenu en composés aux caractéristiques précises, les co-produits de la mer peuvent
servir a la production de produits de haute valeur marchande. Ces produits dérivés trouvent
leur application essentiellement en diététique, nutraceutique, pharmaceutique et en

cosmétique (Johnson, 2002).

1.3.4.1 la chitine

La chitine est un polysaccharide constitué presque entierement d’unités de répétition D-
glucosamine et N-acétyl D-glucosamine liées par des ponts B (1-4). Conségquemment, la
chitine peut étre considérée comme un dérivé de la cellulose dans lequel le groupe C-2
hydroxyle a été remplacé par les résidus d’acétamide. Ce polysaccharide est trouvé en énorme
quantité dans I’environnement (Freepons, 1989) (Fig.15).

Entre 30 et 50 % de I’enveloppe rigide extérieure des arthropodes (arachnides, crustacées,
insectes) est composée de chitine. On retrouve également la chitine dans la paroi de plusieurs
champignons, algues chlorophycées, et dans certaines bactéries (Bordenave, 2009). La nature
hydrophobe de la chitine la rend insoluble dans I'eau, aussi bien que dans la plupart des
solvants organiques. Généralement le degré d'acétylation (DA) de la chitine est d’environ
90%. Selon les études de Roberts (1992), Shahidi et al (1999), Pernet-Poil-Chevrier (2009),
Randriamahatody (2011), Lemonde et al (2011), la chitine est le biopolymere le plus

abondant dans la nature apres la cellulose.
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Figure 15. Structure chimique de la chitine (forme a et ).

Forme

Bien que les sources potentielles de chitine soient trées nombreuses (Tab.3), elle est

essentiellement produite aujourd’hui a partir des carapaces de crevettes. Pendant longtemps,

ces déchets n’étaient pas récupérés et étaient simplement rejetés a la mer apres décorticage.

La production de chitine permet de valoriser les déchets de l'industrie agroalimentaire en

évitant qu'ils soient rejetés a la mer. Ce qui engendre des problémes de pollution car les

carcasses des arthropodes (crustacés, céphalopodes...) sont tres résistantes a la biodégradation.

Les carapaces de crustacés contiennent environ 30-40% de protéines, 30-50% de carbonate de

calcium, et 20-30% de chitine par rapport au poids sec (Percot et al., 2002).

Tableau 3. Variabilité de la teneur de la chitine chez quelques organismes. (Mathur et
Narang, 1990 ; Shahidi, 2002).

Teneur en chitine

Teneur en chitine

Source Source

(en % mat sec) (en % mat sec)
Arthropodes 2a72 Crabes Chinoecetes opilio 26,6
Mollusques 6 a40 Crevettes Pandallus borealis | 17,0
Ponophores 33 Crevettes Cangron cangron 33
Cnidaires

3a30 Crevettes Penaeus monodon | 3a30
(capsules oeufs)
Annélides 0,2a38 Champignons 2,9a20,1
Brachiopodes 4229 Algues/ Lichen Faible
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1.3.4.1.1 Les propriétés de la chitine

Parmi les dérivés de la chitine, on retrouve principalement le chitosane, la forme désacétylée
de la chitine, qui a attiré ’attention de plusieurs chercheurs et industriels depuis une trentaine
d’année a cause de ses propriétés physicochimiques et biologiques (Mathur and Narang 1990;
Li et al., 1992; Percot et al., 2003; Kurita, 2006).

La chitine est fortement hydrophobe et insoluble dans 1’eau et dans la plupart des solvants
organiques (Di-Mario et al., 2008). C’est un polysaccharide azoté, basique, cationique, de
couleur blanchatre et non toxique (Majeti, 2000; Morimoto et al., 2002; Mrunal, 2004). Elle
est caractérisée par le degré de N-acétylation, le degré de substitution, le poids moléculaire et
la solubilité (Majeti, 2000).

e Degreé de N-acétylation
Le degré d’acétylation (DA) est un parameétre fondamental qui influence les propriétés des
biopolymeres chitineux. La détermination de DA est essentiel pour étudier la structure
chimique, les propriétés des copolymeéres et la relation structure chimique- propriétés (Kasaali,
2008). 1l est définit comme étant le nombre d’unités de glucopyranose de la chaine de
biopolymére ayant un groupement N-acétyle. Les groupements amines au niveau de C-2 sont
parfaitement acétylés. Généralement, 5 a 15% de désacétylation est provoqué par le traitement
alcalin lors du processus d’extraction de la chitine. On parlera de chitine lorsque le degré

d’acétylation est supérieur a 70% (Morimoto et al., 2002).

e Solubilité de la chitine
Malgré la similarité structurale, la chitine est insoluble dans les solvants usuellement utilisés
pour la cellulose (solutions aqueuses dhydroxyde de cuprammonium, de
cupriethylenediamine et de cadoxen). Quelques autres systemes de solvants exotiques, furent
ainsi mis en place afin de contourner cette situation. On peut regrouper ces systémes en trois
catégories : les solutions aqueuses de sels neutres, les solvants acides, et les solvants
organiques neutres.
La chitine est biodégradable, elle est hydrolysée par une série d’enzymes telles les chitinases,
le lysozyme et les glucanases (Pernet, 2009).

e Biocompatibilité
La chitine n’a aucun caractére antigénique et de ce fait ; elle est parfaitement compatible avec
les tissus vivants. Son caractere antithrombogeéne et hémostatique confirme sa possibilité

d’emploi dans tous les domaines de la biologie (Majtana et al., 2007).
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1.3.4.1.2 Procédé d’extraction de la chitine

1.3.4.1.2.1 La production de chitine par voie chimique

L’extraction chimique consiste en un traitement acide pour la déminéralisation et un
traitement alcalin pour la déprotéinisation. Les autres composés minoritaires sont supposés
étre entrainés au cours de ces deux réactions (Rao et Stevens, 2005). Ce procédé chimique
consomme de grandes quantités d’eau et de réactifs (principalement 1’acide chlorhydrique,

I’hydroxyde de sodium et des agents de blanchiment) (Crini et al., 2009).

e La déminéralisation

La déminéralisation est généralement réalisée par un traitement acide pour élimine les
minéraux (carbonate de calcium et le chlorure de calcium), qui passent en solution sous forme
de sels. Pour des raisons économiques, 1’acide hydrochloridrique (HCI) est privilégié¢ (Le
Roux, 2012).

Les concentrations en HCI rencontrées sont comprises entre 0,5 et 11 N et le ratio entre 1:10
et 1:40 (g/v). La déminéralisation dure entre 15 min et 48 h, de la température ambiante a
50°C (Tolaimate et al., 2003 ; Al Sagheer et al., 2009).

Il faut prendre garde a la production de mousse, causée par le dégagement de CO2. Elle peut
étre limitée par I’ajout d’un agent anti-moussant (No et Hur, 1998). La déminéralisation est
suivie par une étape de ringage car le produit doit atteindre la neutralité avant 1’étape suivante

de deprotéinisation (Le Roux, 2012).

e Ladéprotéinisation
A l'état naturel, la chitine se présente en association avec les protéines (Chitinoprotéine)
(Chaucheyras-Durand et al., 2010). Un traitement basique permet d’éliminer les protéines par
solubilisation. Les réactifs employés pour cette étape sont des bases fortes comme
I’hydroxyde de potassium (KOH). Le plus courant, pour des raisons d’économie et technique,
est I’hydroxyde de sodium (NaOH). Les concentrations utilisées sont comprises entre 0,3 et
2,5 M, selon un ratio compris entre 1:10 et 1:40 (g/v). La température est comprise entre 50 et
110 °C et la durée peut varier de 1 h a plus de 24 h (Tolaimate et al., 2003 ; Al Sagheer et al.,
2009). Ces deux paramétres sont lies, ainsi la durée doit étre augmentée si la température est
baissee, et réciproquement (Le Roux, 2012). Pendant ce traitement une partie des colorants

naturels sont extraits (Durand et al., 2008).
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e Blanchiment
Pour les applications industrielles, la chitine obtenue a partir des ressources crustacées doit
étre décolorée aprés les traitements acides et alcalins (No et al., 1989). Le pigment dans les
carapaces de crustacées forme un complexe avec la chitine. Il peut étre enlevé par des réactifs
oxydants tels que : I'éthanol, I'éther (Young et al., 2007), solution d'hypochlorite de sodium
NaOCI (suyatama, 2006), peroxyde d’hydrogene H202 (Brine et Austin, 1981). Durant le
processus de blanchiment, le réactif utilisé ne doit pas avoir un effet sur les propriétés
physico-chimiques de la chitine et du chitosane (Bensaha, 2010). Du et al., (2009) privilégient

I’¢éthanol pour le blanchiment.

1.3.4.1.2.2 Traitements biologique

A l'inverse, un procédé biologique de purification de la chitine répondrait mieux aux enjeux
actuels de développement durable. Son empreinte sur I’environnement devrait étre réduite car
les volumes d'effluents chargés en réactifs chimiques sont plus faibles. Ses conditions plus
douces devraient préserver la qualité de la chitine. Enfin elles devraient également favoriser la
valorisation des autres constituants, présents dans les co-produits de crustacés. Il s’agit
notamment des peptides et des pigments. Par ces voies, les taux de protéines et minéraux
résiduels sont plus importants par rapport a I’emploi de 1’extraction chimique. Des traitements
complémentaires sont souvent nécessaires pour améliorer le degré de pureté en chitine. Enfin,
les temps de réaction sont beaucoup plus longs que par la voie chimique (Le Roux, 2012).
Visuellement, 1’aspect général du produit constitue également un critére d’appréciation. Le

produit obtenu par hydrolyse enzymatique est plus rosé que celui obtenu par voie chimique.

1.3.4.2 Le chitosane

Le chitosane est un, copolymeére linéaire B (1-4) de N-acétyl D-glucosamine et de
Dglucosamine (Felt et al., 1999 ; No et al., 2003 ; klouj, 2012), obtenu par désacétylation de
la chitine a partir de la carapace des crustacés (crabes, crevettes) par des processus chimiques
ou microbiologiques (Tayel et al., 2010) (Fig.16) . Dans la nature, le chitosane est rare et n’est
présent que dans les parois d’une classe particuliere de champignons, les Zygomycetes
(Rhizopus, Mucor) (No et al., 2002).

Le chitosane est un produit non toxique et présente une solubilité dans les acides organiques a
des pH<6 tels l'acide acétique, formique, lactique, succinique et malique. Cependant, il est

insoluble dans I'eau, les milieux alcalins et les solvants organiques (Rabea et al., 2003).
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Figure 16. Représentation générale du chitosane (Mati Baouche, 2012).

1.3.4.2.1 Production de chitosane (Processus de désacétylation)
Le chitosan est obtenu par désacétylation de la chitine (No et Meyers, 1995) (Fig.17). La
désacétylation est la réaction de transformation de la chitine en chitosane qui consiste a
enlever suffisamment de groupes acétyle (CH3-CO) de la chitine pour permettre au chitosane
d'étre soluble dans la plupart des acides organiques dilués. Cette opération libére les groupes
amines (NH) et confére au chitosane un caractére cationique particuliérement intéressant en
milieu acide.
La différence dans les méthodes de préparation du chitosane est susceptible d'influencer le
degré de désacétylation, la distribution des groupements acétyl et la conformité de la structure
du chitosane (Tsai et al., 2002). Ceci peut engendrer des changements au niveau de la
solubilité, de I'activité antimicrobienne et d'autres propriétés du chitosane (Devlieghere et al.,
2004). Le terme chitosane est utilisé lorsque 60 a 70% des monomeéres de chitine sont
désacétylé (Li et al., 2005) ou lorsque le produit de cette désacétylation est soluble en milieu
acide dilué (Muzzarelli, 1983). La désacétylation se fait (Ifremer, 2011) :

- Par voie chimique a haute température par une base concentrée (soude par exemple).

- Par voie enzymatique avec la chitine-désacétylase
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Figure 17. Procédé industriel de fabrication de la chitine et de ses dérivés (France Chitine)

1.3.4.2.2 Propriétés biochimiques de chitosane et son application

1.3.4.2.2.1 Degré d’acétylation (DA)

La chitine et le chitosane sont principalement caractérisés par leur degré d'acétylation (DA).
Le degré d’acétylation présente le taux de groupe acétylé par rapport au groupe non acétylé.
De nombreuses méthodes sont proposées afin de déterminer le DA sur des échantillons
solides: la spectroscopie IR (Brugnerotto et al., 2001), I'analyse élémentaire (Kasaai et al.,
2000), ou sur des échantillons en solution: dosage UV (Maghami et Roberts, 1988), titrage
colloidal (Chen et al., 1997).

La viscosité du chitosane dépend du DD de ce polymeére. Plus il est désacétyle, plus il y a de
groupements amines libres, plus le chitosane est soluble et par voie de conséquence sa
viscosité est plus importante (Berth et al., 1998 ; Amiali, 1999 ; Zemmouri, 2008). Le
chitosane est typiquement insoluble dans 1’eau et les solutions alcalines. Il est cependant,
soluble dans les solutions minérales ou organiques diluées, excepté dans 1’acide sulfurique et

a un moindre degré dans 1’acide phosphorique (Chenite et al., 2001).
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La biodégradation est assurée par des enzymes hydrolysant le chitosane en oligomeres.
Cependant, les mécanismes d’action ne sont pas encore clairement définis. Chez I’homme et
les mammifeéres, ce rble est assume principalement par des lysozymes (Varum et al., 1991).
Un chitosane de DA 50% est ainsi facilement dégradé (lysozymes) dans le sang et les tissus,
sans accumulation dans le corps (Onishi et Machida, 1999). La dégradation dépend de
I’origine et des propriétés du polysaccharide (DA, masse molaire...) (Ratajska et Boryniec,
1998 ; Kurita, 2006). Cette influence du DA est également constatée, in vivo (implantation
sous cutanée) (Tomihata et Ikada, 1997).

La biocompatibilit¢ d’un polymere est d’une importance fondamentale pour son utilisation
thérapeutique potentielle. Elle est caractérisée principalement par trois propriétés : sa non
toxicité, sa cytocompatibilité et son hémocompatibilité. Le chitosane présente I’avantage de
réunir également d’autres propriétés trés intéressantes, il agit comme un bactériostatique et un

fongistatique (Peh et al., 2006).

Le chitosane posséde un degré d’acétylation qui varie de 5 a 30%.I1 peut se présenter sous
forme amorphe, semi-cristalline ou cristalline. Le chitosane peut former des liaisons avec des
molécules chargées négativement comme les acides gras, les acides biliaires, les
phospholipides, les protéines, les polysaccharides tels que les carraghénanes, les pectines et

les alginates....

1.3.4.2.2.2 Activité antibactérienne du chitosane

Le chitosane présente une activité antimicrobienne face aux différents groupes de
microorganismes, bactéries, virus, champignons, et levures (Sagoo et al., 2002 ; Chien et
Chou, 2006). En général, les moisissures et les levures sont les plus sensibles au chitosane
suivies des bactéries. Seule, la fraction soluble en milieu acide (pH 5,5) présente une capacité
antimicrobienne, aux pH supérieures, le biopolymeére est insoluble, ce qui se traduit par une
perte drastique de son efficacite (Qin et al., 2006).

L'activité antibactérienne du chitosane est influencée par de nombreux facteurs incluant
I'origine biologique du chitosane, le pourcentage de désacétylation, le degré de polymérisation
ou le poids moléculaire (PM) (No et al., 2002).

De plus, le degré de l'effet antimicrobien et le mode d'action varient en fonction de
I'organisme ciblé (Gram+/Gram-). La réponse du microorganisme dépend de la structure
chimique du chitosane utilisée et des conditions environnementales lors de l'interaction
(Cuero, 1999).
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Les propriétes fonctionnelles du chitosane sont influencées par le matériel brut utilisé pour sa
production et peuvent varier, aussi en fonction des especes, mais également au sein d'une
méme espéce au cours de variations saisonniéres. Le chitosane provenant de crustacés
démontre des mécanismes antibactériens plus diversifiés que le chitosane d'origine
microbienne. Plus le chitosane est désacétylé, plus son activité antimicrobienne est forte,
indiquant que les groupes fonctionnels pour l'inhibition de la croissance sont les groupes
aminés cationiques (Song et al., 2002;). Et aussi, plus la concentration en polymeéres de
chitosane est élevée, plus I'activité antimicrobienne est observée (Zheng et Zhu, 2003).

La littérature scientifique (Kong et al., 2010 ; Eaton et al., 2008 ; Rabea et al., 2003 ; Chahidi
et al., 1999 ; Chen et al., 1996) abonde pour nous donner des hypotheses sur les différentes
interactions possibles entre les bactéries et le chitosane, et plus généralement sur le role

antimicrobien de ce polymere :

v’ Le chitosane, de par sa nature cationique, interagirait avec la paroi cellulaire anionique
des micro-organismes (interactions électrostatiques). Il adhére facilement aux cellules
microbiennes puisque les amines chargées positivement agissent avec les charges
négatives sur la membrane des cellules libérant ainsi les constituants intracellulaires.

v Le chitosane pourrait chélater des ions métalliques nécessaires a la croissance
microbienne ou a la production de toxines.

v' Le chitosane pourrait former une liaison spécifique avec les macromolécules du
micro-organisme (protéines, électrolytes, ADN, etc.).

v Le chitosane interagit avec la membrane des cellules pour altérer sa perméabilité

entravant ainsi I'entrée de certains nutriments.

1.3.4.2.2.3 Activité antioxydant du chitosane

L’un des principaux problémes de I’industrie agro-alimentaire est d’assurer la conservation
des aliments. Les phénomenes d’oxydation sont notamment redoutés. En effet, au niveau des
lipides, les dégradations oxydantes conduisent a une perte en vitamines, une diminution de la
valeur nutritionnelle (acides gras essentiels), une détérioration du golt (composés volatils a
flaveur caractéristique, rancissement) et méme parfois a ’apparition de substances toxiques
(Pascal, 1979).

L’utilisation du chitosane comme antimicrobien, notamment dans la filiére viande peut
également se justifier par son pouvoir antioxydant plus récemment identifié. La viande est en

effet une matrice alimentaire trés sensible aux phénomeénes d’oxydation qui vont toucher
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principalement les acides gras insaturés et certaines protéines. Ce rancissement se traduit alors
par une détérioration de la flaveur et de la couleur de la viande. Les mécanismes mis en jeu
dans cette activité antioxydante du chitosane et surtout de certains de ses dérivés comme le
carboxyméthyl chitosane sont encore assez mal décrits et semblent étre liés d’une part au
caractere cationique de ces macromolécules et d’autre part a leur pouvoir chélateur. Ainsi le
carboxymethyl chitosane en chélatant le fer libre issu des hémoprotéines libérées lors du
stockage et/ou de la préparation de la viande va fortement ralentir le pouvoir catalyseur de ces
ions sur le rancissement. L’action stabilisatrice des fonctions amines du chitosane sur les
aldéhydes volatiles issus de la dégradation des acides gras insaturés semble également
primordiale (Rao et al., 2008 ; Shahidi et al., 1999 ; Pérez-Mateos, 2007).

1.3.4.2.3 Application de la chitine et de chitosane
Les principaux produits a haute valeur ajoutée pouvant étre engendrés par les co-produits de

mer, ainsi que leur intérét et leur domaine d’utilisation sont résumés dans le Tableau 6.

Tableau 4. Les différents produits a haute valeur ajoutée issus de co-produits de crevette et

leur utilisation.

Produits Intérét Domaine d’utilisation

Chitine et chitosan Bioactivité Agroalimentaire, Nutraceutique,
Rétention d’eau Pharmaceutique, Cosmétique,
Chélation de métaux Agriculture, Traitement des eaux

Astaxanthine Bioactivité Alimentation animale, Alimentation
Pigmentation humaine, Nutraceutique

Peptides Bioactivité Alimentation humaine, Alimentation
Digestibilité élevee animale, Nutraceutique, Milieu de

culture microbienne

Substances aromatiques Aromatisant naturel Agroalimentaire
Glucosamine Nutrition Diététique
Phosphatase alcaline Enzymatique Biotechnologie
Eléments minéraux Nutrition Agroalimentaire
Huile riche en ®3 et ®6 Nutrition Agroalimentaire
Bioactivité Nutraceutique
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Le chitosane posséde aussi des activités biologiques, notamment des activités
antimicrobiennes (Du et al., 2009), anti-inflammatoire, antioxydante (Ngo et al., 2009),
antitumorale (Wang et al., 2008), immuno-modulatrice (Lee et al., 2008), anti-ulcére
(Rasmussen et Morrisey, 2008) ou encore anti-hypertensive (Kim et al, 2008). Le degré
d’acétylation du chitosan a un role crucial dans sa bioactivité : plus il est acétylé, moins il
possede une bioactivité (Kim et al., 2008). Le chitosan est également utilisé pour guérir les
maladies rénales, et enfin, ils ont les mémes propriétés diététiques que les fibres alimentaires
solubles d’origine végétale (Rasmussen et Morrissey, 2008).

Par conséquent, le chitosane a plusieurs applications commerciales. Dans 1’industrie
alimentaire, il peut étre utilisé comme bioadhésif (Dutta et al., 2009), additif alimentaire
(Gibert et Rakshit, 2005). Il est, aussi, utilisé pour le traitement des eaux (Bhatnagar et
Sillanpaa, 2009), dans 1’agriculture (Han et al., 2008), comme base cosmétique (Morganti et
Morganti, 2008), dans le secteur pharmaceutique et nutraceutique (Kumar et al., 2004). Une
étude récente a montré leur utilisation en microbiologie pour produire la chitinase et le

chitosanase (Wang et al., 2006) :

1. Dans le domaine agriculturale, le chitosane est reconnu principalement pour étre un

éliciteur de résistance contres les agents pathogénes chez les plantes (Benhamou et
Lafontaine, 1995 ; Han et al., 2008). La présence de chitosane comme fertilisant accélére la
croissance des plantes et améliore le rendement des cultures (Kumar, 2000). Le chitosane
pourrait devenir I'engrais naturel et le pesticide du futur en tant que «bio-pesticide» (Archer et
Russel, 2007). En effet, I'enrobage de semences des céréales avec le chitosane leur permettent
de résister aux attaques de champignons et de bactéries pathogenes (Rabea et al., 2003).
De plus, le chitosane permet de conserver les aliments pour le bétail et protége les animaux
contre des problémes bactériologiques ou viraux. Il permet également de lutter contre les
infections respiratoires qui affectent les troupeaux bovins. Il peut étre, aussi, appliqué sous
forme de spray oculaire (Rabea et al., 2003).

2. alors qu’on cosmétique, le chitosane forme a la surface de la peau un film capable de
fixer d'autres principes actifs pour la peau tels que : des molécules hydratantes, des filtres
solaires, des acides organiques...etc. La chitine présente des propriétés similaires. Cela fait
d’eux de bons candidats pour des formulations de crémes et de gels (Crini et al., 2009 ;
Jarroux, 2011).
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3. Les applications alimentaires du chitosane est tres prometteuse a cause de sa
biocompatibilité et sa non-toxicité. En 1992, le département de santé japonais a autorisé
I'utilisation de la chitine et de ses dérives notamment du chitosane en tant qu'ingrédient
alimentaire fonctionnel. Ainsi, il a été utilisé au Japon dans des produits alimentaires grace a
ses effets dietétiques (Jeon et al., 2002). D’aprés Muzzareli (1996), Cardenas et al., (2008),
Crini (2009), De Moura et al.,(2009), le chitosane est utilisé comme : additifs (liant,
émulsifiant, stabilisant, épaississant, de conservation), un agent de clarification,
désacidification et détoxification des boissons et des liquides alimentaires, preservation des
aliments en enrobage alimentaire [(antioxydant des lipides (Kim et Thomas, 2007)], un
ingrédient fonctionnel (agent fixateur, capacité prébiotique) ainsi que biofilms alimentaire
(emballage). Les films alimentaires & base de dérivés de chitine sont a la fois une barriere
physique et biologique contre les flores d’altération et les contaminations extérieures (Le

Roux, 2012).

4. En biomédical, pharmaceutique et clinique, le chitosane est un agent antimicrobien,
hémostatique, pansement cicatrisant... Il est également utilis¢ comme systéme de libération
controlée d’agents thérapeutiques par voie orale, transdermique, oculaire et nasale
(Chaussard, 2002), pour la vaccination (Bacon et al., 2000 ; Prabaharan et Mano, 2005). Des
études récentes tendent & montrer que le chitosane exerce un effet bénéfique sur le
renforcement du systéme immunitaire (Kumar, 2000). Il s’agirait comme film intestinal et
comme fibre. Il inhiberait ’absorption des lipides et des sucres (prévenir les risques de
diabeéte) (Ylitalo et al., 2002), ou activerait directement le déstockage des lipides (Helgason,
2009), et prévient le phénomeéne de vieillissement (Kumar, 2000) et encore, un composé

vendu pour, lutter contre 1’arthrose (Crini et al., 2009 ; Jarroux, 2011).

5. pour les traitements des eaux, la plus grande utilisation du chitosane est pour la
coagulation/ floculation et pour 1’absorption de métaux lourds. Pour capter les métaux lourds
en solution dans I’eau, il est souvent conditionné sous forme de billes de quelques millimetres
de diametre, et il joue alors un réle plus ou moins identique a celui des résines échangeuses
d’ions (Crini et al., 2009; Wu et al., 2010). Actuellement, il se développe, surtout en Asie, ou
le chitosane est associ¢ a des absorbants classiques comme les argiles, 1’alumine, les

bentonites...etc. Le chitosane est aussi utilisé pour I’adsorption de colorants (Crini, 2008).
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1.3.4.3 Hydrolysats protéiques (peptides)

Les peptides sont générés lors de 1’hydrolyse enzymatique des protéines. L’avantage de
I’hydrolyse enzymatique est la possibilité de la contrdler et ainsi de produire des peptides en
fonction de leur taille ou du réle que 1’on cherche (Kristinsson et Rasco, 2000). Les peptides
présentent plusieurs intéréts : en plus de leur digestibilité élevée par rapport aux protéines, ils
peuvent présenter des propriétés fonctionnelles utiles en alimentation, ainsi que des propriétés
biologiques intéressantes en nutraceutique (Randriamahatody, 2012).

1.3.4.3.1 Les applications des dérivés de I’hydrolyse isolés des co-produits de la mer

Les hydrolysats protéiques, ou encore I’isolat protéique, sont des molécules d'une importance
croissante pour l'industrie et qui a des impacts significatifs sur la recherche et le
développement dans des domaines aussi variés que la chimie, la biologie, la santé ou encore la
protection de I'environnement (Muzzarelli et Muzzarelli, 2003) (Tab.7). Nous présentons ici

les plus prometteuses :

1. Dans le domaine agroalimentaire, les hydrolysats présentent un intérét particulier
dans la nutrition animale a cause de leur digestibilité plus élevée (Heux et al, 2003). Plusieurs
études sur I’efficacité de I’utilisation dhydrolysats de poisson en nutrition animale ont été
effectuées. En aquaculture, 1’utilisation dhydrolysats de co-produits de poisson a prouvé son
efficacité sur la croissance des poissons en les substituent partiellement a la farine de poisson
(Plascencia-Jatomea et al., 2002; Refstie et al., 2004 ; Lian et al., 2005., Kotzamanis et al.,
2007 ; Sachindra et Bhaskar, 2008 ; Tang et al., 2008).

2. les hydrolysats des co-produits d’origine marine présentent un intérét particulier en
alimentation humaine di au fait qu’ils présentent des propriétés fonctionnelles, qui leur
permettent de jouer un role dans les caractéres organoleptiques des aliments ou dans leur
durée de conservation. Ainsi, a titre d’exemple, I’hydrolysat de co-produits de hareng présente
une propriété de solubilité, de liaison avec les lipides, d’émulsifiant et moussant (Liceaga-
Gesualdo et Li-Chan, 1999 ; Sathivel et al., 2003), une capacité de rétention d’eau a été
observée dans I’hydrolysat de tétes de crevette (Ruttanapornvareesakul et al., 2005,
Ruttanapornvareesakul, 2006).

Les hydrolysats possedent enfin des acides aminés libres pouvant servir d’exhausteur de
flaveur. Il a été rapporté que les co-produits de crevette sont de potentielles sources

d’aromatisant naturel du fait de leur composition en acides aminés tels que [’acide
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glutamique, I’acide aspartique, la glycine et 1’alanine (Heux et al., 2003 ; Cao et al., 2008).
Le Tableau 5, réesumé par Randriamahatody (2011), présente quelques exemples de bioactivité
de peptides obtenus lors de manipulations biotechnologiques de poissons et de crustacés.

Tableau 5. Bioactivité de peptides isolés des co-produits de la mer.

Bioactivite Origine | Références

Sole Kim et al., 2008a; Jun ef al.. 2004

Crevette  |Fatthong et al, 2010; He ef al, 2006; He et al, 2007; He et al, 2008
More Jeon efal , 1999

Krill Faithong et al, 2010

Antioxydative Sanmon | Nakajima ef al., 2000

Colin Nakajima ef al., 2009

Merlan | Nakajima ef al, 2009

Hola Je et al, 2005; Kim ef al , 2007

Thon Jeetal, 2007

Sole Kim et al , 2008a

Crevette |He etal, 2006; He et al . 2008
Morme Jeon efal , 1999

Sanmon | Nakajima ef al., 2000

Merlan  Nakajima ef al., 2009

Colin Je et al., 2004; Nakajima ef al, 2009

Antihypertensive (inhibition
de la conversion de
I angiotensine I)

Accélération de I"absorption | Hola Kim et al, 2007

du calcium Hola Jung et al, 2005; Jung et Kim. 2007
Merlan Cudenmec ef al, 2008
Sécretagogue Morue Ravallec-Plé et Van Wormhoudt, 2003; Slizyte ef al., 2000
Crevette  |Cudennec ef al, 2008; Ravallec-Plé et Van Wormhoudt, 2003
Antiradicalaire Crevette | Gueérard ef al., 2007
Antrproliferatrice Morue Picot et al., 2006

Crabe Picot af al . 2006
Saumon | Picot ef al. 2006

3. les hydrolysats protéiques de composés d’origine marine constituent des ingrédients
pour des milieux de culture microbienne de qualité et a co(t réduit. Des études ont été
effectuées sur I’efficacité de leur utilisation en milieu de culture et les résultats obtenus avec
I’hydrolysat de co-produits de thon sont prometteurs (Guérard et al., 2001). L’utilisation de
peptones obtenues lors de I’hydrolyse enzymatique de co-produits de crevette et de crabe
comme source azotée pour la culture d’E. coli s’avére plus efficace par rapport a une peptone
commerciale. Les peptides constituent ainsi une source d’azote efficace a moindre colit pour

la culture microbienne (Vieira et al., 2005).
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4. Les peptides présentent un intérét dans le domaine nutraceutique et pharmaceutique
par leur activité biologique. Des activités anticancéreuse, anti-hypertensive, antimicrobienne,
sécrétagogue, antioxydante, immunostimulante...ont été identifiées dans des peptides
d’origine marine (Aneiros et Garateix, 2004). Ces peptides bioactifs peuvent étre natifs dans
les organismes (Hartmann et Meisel, 2007, Fleury et al., 2008), ou de la fermentation
(Faithong et al., 2010), ou produits au cours de 1’hydrolyse enzymatique (Jeon et al., 1999 ;
Ravallec-PIé et Van Wormhoudt, 2003 ; Je et al., 2004 ; He et al., 2006 ; Picot et al., 2006 ;
Guérard et al., 2007 ; Je et al., 2007 ; Jung et Kim, 2007 ; He et al., 2008 ; Kim et al., 2008 ;
Slizyte et al., 2009 ; Lee, Qian et Kim, 2010 ; Ktari et al., 2013 ; Cheung et Li-Chan, 2014 ;
Nasri et al., 2014 ; Ahn et al., 2015 ; Lassoued et al., 2015 ; Abdelhedi et al., 2016).

1.3.4.4 Autres produits dérivés a haute valeur ajoutée

Depuis une cinquantaine d’années, les travaux des équipes de recherche laissent entrevoir des
possibilités de valorisation des co-produits d’origine marine, avec bien souvent, une plus forte
valeur ajoutée: collagéne et gélatine, (Morimura et al., 2002; Sadowska et al., 2003; Muyonga
et al., 2004; Skierka et Sadowska, 2007; Kim et al., 2008), chondroitine sulfate , huiles riches
en acides gras oméga 3 (Johnson, 2002 ; Dumay, 2006; Dumay et al., 2006; Rai et al., 2010),
Iécithines, Substances aromatiques et glucosamine (Johnson, 2002), Hachis congelé
(Andrieux 2004).

1.4 GENERALITES SUR L’ALIMENTATION EN AQUACULTURE

Depuis 2000, I'aquaculture mondiale ne bénéficie plus des taux de croissance annuels elevés
des années 1980 et 1990 (10,8 et 9,5%, respectivement). Néanmoins, l'aquaculture continue
de croitre plus rapidement que les autres grands secteurs de la production alimentaire. La
contribution de I'aquaculture a la production mondiale de péches de capture et d'aquaculture
combinees (a I'exclusion des plantes aquatiques) n'a cessé d'augmenter, atteignant 46,8% en
2016, contre 25,7% en 2000. Au niveau régional, I'aquaculture représentait 17 a 18% de la
production totale de poisson en Afrique, dans L’ Amériques et en Europe, suivie de 12,8% en
Océanie. La part de l'aquaculture dans la production de poisson asiatique (a I'exclusion de la
Chine) est passée de 19,3% en 2000 a 40,6% en 2016. En 2016, 37 pays produisaient plus de
poissons d'élevage que de poissons captures dans la nature. L'aquaculture représentait moins

de la moitié mais plus de 30% de la production totale de poisson dans 22 autres pays en 2016.
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La FAO a recu un peu moins de 120 rapports de données nationales pour I'année de référence
2016, ce qui représente 84,3% (67,5 millions de tonnes, plantes aquatiques exclues) de la
production totale de poisson de consommation, en volume; toutefois, si la Chine est exclue, le
pourcentage est beaucoup plus bas. Les estimations de la FAO pour les pays non déclarants
représentent 15,1% (12,1 millions de tonnes) de la production totale. Les données restantes
sont des statistiques officielles recueillies ponctuellement aupres de quelques pays qui n’ont
pas répondu officiellement & la demande de données nationales de la FAO.

Les étangs en terre demeurent le type d'installation le plus répandu dans le secteur de
I'aquaculture continentale, bien que les bassins de type raceway, les réservoirs hors-sol, les
enclos et les cages soient aussi couramment utilisés lorsque les conditions locales le
permettent. La rizipisciculture est certes importante dans les zones ou elle est
traditionnellement pratiquée mais elle se diffuse rapidement, en particulier en Asie.

L'élevage de poissons continue de dominer I'aquaculture continentale, avec 92,5 pour cent
(47,5 millions de tonnes) de la production totale. Cependant, sa part s'élevait a 97,2 pour cent
en 2000. Cette baisse s'explique par un développement relativement soutenu de I'élevage
d'autres groupes d'especes, en particulier les crustacés produits par I'aquaculture continentale
en Asie, y compris les crevettes, les écrevisses et les crabes. La production de I'aquaculture
continentale comprend certaines especes de crevettes marines, telles que la crevette a pattes
blanches, qui peuvent étre élevées en eau douce ou en eau continentale saline-alcaline apres
acclimatation.

L'aquaculture marine, également appelée mariculture, se pratique en mer, dans un
environnement aquatique marin, et l'aquaculture cotiére dans des structures totalement ou
partiellement construites, a proximité immédiate de la mer, telles que des étangs cétiers ou
des lagunes fermées. L'aquaculture cétiére en eau saline ne permet pas de maintenir un niveau
de salinité aussi constant que la mariculture en raison des précipitations et de I'évaporation,
qui dépendent de la saison et du lieu. La production de poisson en 2016, attribuée a
I'aquaculture marine et cétiere en Afrique, aux Amériques, en Europe et en Océanie est de
28,7 millions de tonnes pour la consommation, avec une prédominance de d'aquaculture

continentale.

1.4.1 L’aquaculture en Algérie
L'aquaculture algérienne connait actuellement un grand essor en matiere de production.
Plusieurs plans et programmes de développement ont été élaborés permettant ainsi le

démarrage de plusieurs projets privés d’aquaculture dans différentes filieres d’activité.
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La production aquacole actuelle provient de:

v’ La pisciculture marine en bassin et en cages flottantes pratiquée par des opérateurs
prives.

v La conchyliculture pratiquée par des opérateurs privés produisant quelques dizaines de
tonnes de moules méditerranéennes et d'huitres creuses.

v’ La péche continentale exercée par des concessionnaires privés au niveau des barrages
et des retenues collinaires, pour des espéces telles que la carpe commune, les carpes
chinoises, le sandre, le black bass et le barbeau.

v’ La pisciculture intégrée a I’agriculture exercée au niveau des exploitations agricoles
par des agriculteurs, pour des especes telle que Tilapia

v’ La péche lagunaire en eau saumatre et en eau douce dans I'Est du pays est pratiquée
par un concessionnaire prive, selon le cahier des charges signé par ce dernier, dans le
cadre d’une préservation de la zone qui a un statut particulier. Les especes capturées
sont diverses (dorade royale, mulets, anguille, sole, bar européen, sar, palourde, huitre,
marbré, crevette caramote, carpes commune et chinoises)

La production aquacole annuelle a régulierement augmenté depuis 2004 (641 tonnes),
jusqu’en 2012 ou elle a dépassé les 2 600 tonnes toute filiere confondue (Tab.8). Cette
production, constituée pour 90% de poissons d'eau douce, résulte en grande partie des
campagnes réguliéres d'empoissonnement de retenues collinaires et des barrage avec des
larves et des alevins de carpe commune, de carpes chinoises (issue de I’importation) et de
mulet a grosse téte, effectuées par I'administration afin d'y développer la péche commerciale.
Une diminution remarquable au niveau de la production aquacole a été remarquée a partir des
années 2015 et 2016 (1200 tonnes) (Fig.19).
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Figure 18. Production aquacole totale (en tonnes). (FAO, 2018)
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Tableau 6. Les productions aquacoles de poisson (tonnes/an), entre 2006 — 2012. (MPRH
2014)

n_nnéES_!T',rpES nlquac:ulture Aquaculture d'eau Pé-::h_e Péche _ Total
d'aquaculture d'eau douce de mer Continentale |lagunaire

20046 33 348 15 630 174 201 o4 5 288
2007 18 210 44 385 316 652 2578 405
200a 283 220 4 958 23929493 ag 73 2780
2009 267 675 46 340 1706601 1420125 2163
2010 219 548 119 133 1 244 280 79621 1759
2011 27 66l 199 549 19387 565 31 459 2246
2012 14 007 266 523 2258 433 a0 17 2642

De 2007 a ce jour, on n’a eu plus recours a des opérations d’importations d’alevins car
I’opération de reproduction artificielle est effectuée par le Centre de Recherche au niveau des
deux écloseries pilotes que le Ministére de la péche et des ressources halieutiques a réalisé,
une a I’Est et I’autre a 1’Ouest du pays. Un Programme National de Développement de
I’Aquaculture (2015-2019) est actuellement mis en ceuvre. Des actions liées a des projets
aquacoles publics et privés y sont planifiés. Les projets publics ont surtout un caractere de
démonstration et de soutien a la production, alors que les projets privés portent sur des filiéres
aquacoles de production a but commercial et ayant une grande valeur commerciale. La
priorité dans ce programme de développement est donnée au développement des activités
aquacoles marine en off shore, pour leur caractere facile et n’ayant pas de contrainte d’ordre
administratif surtout pour 1’obtention des concessions et pour leur entrés en production

rapidement.

Dans le cadre de la valorisation de l'infrastructure hydrique par la pisciculture, une opération
de repeuplement et empoissonnements a été effectuée avec des alevins de carpes (Cyprinus
carpio, Ctenopharyngodon idellus, Hypophthalmichthys molitrix, Aristichthys nobilis, Tilapia
d’Egypte). Un nouveau programme de développement de I’aquaculture marine et d’eau douce
a horizon 2020, vise une production de plus de 100 000 tonnes de poissons et crustaces.

Outre la péche lagunaire d'especes indigenes (e.g. Liza aurata, Solea vulgaris, Dicentrarchus
labrax, Sparus aurata, Lithognathus mormyrus, Anguilla anguilla , Diplodus sargus,
Epinephelus aeneus, Thynnus thynnus, Pagrus pagrus, Barbus barbus ), les principales
activités aquacoles jusqu'au début des années 1990 ont surtout concerné I'empoissonnement

avec des especes introduites dans des plans d'eau naturels et artificiels. Les especes qui ont eté
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introduites sont : Cyprinus carpio , Gambusia halbrooki, Oncorhynchus mykiss , Tinca
vulgaris, Leuciscus erythrophthalmus, Tilapia zillii, Micropterus macrochir, Crassostrea
gigas , Mytilus galloprovincialis , Aristichthys nobilis ,Hypophthalmichthys molitrix ,
Ctenopharyngodon idellus , Stizostedion lucioperca et Silurus glanis . A travers le démarrage
des fermes aquacoles privées d’autres especes sont élevées actuellement tel que le Maigre

Argyrosomus regius, le loup et la dorade.

1.4.2 La production mondiale de Tilapia rouge

Le tilapia est un poisson d'eau douce appartenant a la famille des Cichlidés. Ils sont
originaires d’Afrique, mais ils ont été introduits dans beaucoup de régions tropicales,
subtropicales et tempérées du monde pendant la deuxiéme moitié du 20éme siécle (Pillay,
1990 ; Charo-Karisa et al., 2006).

Depuis le si¢cle dernier, le nombre d’espeéces de tilapia a fortement augmenté avec la
découverte d’espéces nouvelles, ce qui a conduit les systématiciens a revoir réguliérement la
taxonomie de ce genre. Le rapport d’analyse de la situation du marché 2017, a estimé que 180
000 tonnes de tilapia (entier et en filet) ont été commercialisées sur le marché international
entre janvier et mars 2017, soit un volume d'environ 10 pour cent inférieur a celui de I'année
précédente. Les principaux importateurs de tilapia étaient les Etats-Unis d'’Amérique, le
Mexique, la Cote d'lvoire et I'lran, et les principaux exportateurs étaient la Chine, la province
chinoise de Taiwan, la Thailande et I'Indonésie (Chowdhury, 2011 ; Daudpota et al., 2014;
FAO, 2018).

Les exportations totales de tilapia chinois ont augmenté de pres de 7% par rapport a la méme
période en 2016, pour atteindre 80 600 tonnes. Les exportations totales vers les Etats-Unis
d’Amérique ont diminué de 11%, pour s'établir a 27 572 tonnes. En Amérique latine, la
production de tilapia se poursuit sur tout le continent. Le Panama lance un projet visant a
développer la production de tilapia rouge (Oreochromis. sp) Afin de répondre a la demande
intérieure, en raison de sa popularité parmi les consommateurs. Selon une étude récente de la
Société brésilienne de recherche agricole (EMBRAPA), une augmentation de 9% de
production de tilapia a été remarquée par rapport a I’année 2016. Le Mexique vise a
augmenter la production de 10% et a créer une marque collective. Tandis que, le Moyen-
orient est le plus grand marché de tilapia surgelé en provenance d'Inde, les Emirats arabes
unis étant le plus grand. Les exportations de tilapia entier congelé ont augmenté de 4,18%
vers les Emirats arabes unis (Emirats arabes unis) pour atteindre 329 tonnes au premier

trimestre de 2017 par rapport a 1'année précédente. Les exportations totales de tilapia de I’Inde
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vers le Moyen-Orient se sont accrues d’un marginal de 1% pour atteindre 505 tonnes. L'Inde
prévoit de répondre a I'énorme demande de poisson sur le marché intérieur et de conqueérir
une part importante du commerce mondial d'exportation en promouvant la pisciculture a
grande échelle, méme dans les Etats enclavés (FAO, 2018).

Les exportations de la province chinoise de Taiwan vers la région se sont affaiblies de 43%,
passant a 808 tonnes par rapport a 1’année précédente, en raison de fortes baisses des
exportations a destination du Koweit. Alors qu’en Europe, les importations totales de tilapia
dans I'Union européenne ont encore diminué de 2,6% pour atteindre 6 434 tonnes par rapport
a la méme période de 2016. Au sein de I'UE, I'Espagne importe le plus gros volume de tilapia,
principalement des filets, avec une augmentation de 35% de ses importations au cours de la
période considérée. Viennent ensuite le Royaume-Uni, la France et I’Allemagne. L'Asie reste
la principale source d'approvisionnement. Les cing principaux fournisseurs sont la Chine, le
Vietnam, I'Indonésie, la Thailande et la Malaisie, représentant pres de 99% du total. Le filet
de premiére qualité renforcé en provenance de Taiwan a enregistré une baisse de 51% de ses
importations (FAO, 2018).

1.4.3 Présentation de I’espéce Tilapia rouge

Le tilapia rouge hybride, comme toutes les autres espéces du méme ordre Oreochromis, est
I’une des plus importantes especes €levées actuellement dans les eaux douces tropicales et
subtropicales. Son élevage se fait toute I’année, en circuit ouvert ou fermé dans plusieurs
régions du monde. Sa croissance rapide et son adaptation a des écosystémes variés de méme
que sa chair savoureuse font de lui un excellent candidat pour 1’Aquaculture. Leur
consommation moyenne mondiale passerait de 14 a 25 kg par habitant d’ici 2030 (FAO,
2018).

Les Tilapias, fondement de I'aquaculture africaine, forment désormais, a partir de quelques
espéces endémiques en Afrique, la base de la pisciculture d'eau douce de la ceinture
intertropicale du globe (Lazard, 1990).

Le terme Tilapia est en général utilisé pour désigner l'important groupe élevé a des fins
commerciales appartenant a la famille des Cichlidés. Cette expression est d'origine africaine
du mot « thiape » qui veut dire poisson, les poissons qui creusent le sol de I’étang pour faire
des nids dans lesquels ils fraient, portent le nom de tilapia. L'élevage des Tilapias existe
depuis plus de 2500 ans (Chapman, 2003).
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Peu de travaux sur la biologie de I’espece Oreochromis.sp (Fig. 20) ont été réalisés
contrairement au Tilapia du Nil (Oreochromis niloticus). En raison de I’importance, de
I’aspect économique et des problémes de la culture du tilapia, des travaux considérables ont
¢été réalisés en ce qui concerne 1’inversion sexuelle du tilapia, afin de produire des populations
hybrides de bonne qualité nutritionnelle, d’une croissance rapide, d’une capacité addaptative
dans différentes régions du monde.....etc. Ces études rapportées ont été réalisés sur
I’inversion sexuelle du tilapia, par sexage manuel, I'hybridation, la manipulation génétique et
I'inversion sexuelle hormonale (Pradeep et al., 2013 ; Suprayudi et al., 2013 ; EI-Sayed et al.,
2014 ; Hickling, 1960 ; Feist et al., 1995 ; Singh et al., 2018). L'élevage de population mono-
sexe male est de plus en plus demandé dans I'élevage de tilapia pour les simples raisons : les
males grossissent deux fois plus vite que les femelles (Mélard et Philippart, 1981; Chervinski,
1982), I'inhibition de I'activité reproductive qui entraine une surpopulation en petits individus
dans le milieu d'élevage (Little et al., 2003), afin d'avoir toute une population homogene lors

de la récolte, ayant une taille individuelle intéressante et de bonne valeur commerciale.

Le tilapia rouge (Fig.20), est un poisson d'élevage obtenu aprés hybridationl de deux espéces
(O.Niloticus x O.Mossambicus), se reconnait a sa couleur rosatre (elle tend ver la rouge
orangé) avec des taches noire; un corps, de forme variable mais jamais trés allongé, plus ou
moins comprimé et recouvert d'écailles cycloides. Le tilapia rouge, Oreochromis niloticus
(Linnaeus, 1758) x O. mossambicus (Peters, 1852) est un hybride fertile utilisé dans les
systemes de culture semi-intensifs, ce qui montre une relation antagoniste entre son processus
de reproduction et sa croissance corporelle. Auparavant, divers chercheurs ont suggeré que la
production de tilapias triploides était I'une des meilleures solutions possibles pour négocier le
probleme de la maturité sexuelle précoce et de la reproduction non désirée en culture (Mair,
1993). En outre, une étude récente a également montré la possibilité de biaiser le tilapia rouge
chez des males phénotypiques en utilisant la triploidie par choc thermique (Pradeep et al.,
2012), ce qui pourrait constituer une alternative possible pour remplacer l'utilisation future
des stéroides dans la culture du tilapia.

Le tilapia est un poisson a croissance relativement rapide qui se nourrit aux niveaux inferieurs
de la chaine alimentaire. Son régime alimentaire est trés plastique (de la fertilisation aux
aliments composés) principalement basé sur 1’utilisation de produits et de sous-produits
végétaux ou d’aliments composés a faible teneur en protéines (25 %). En fonction de son
régime alimentaire, le tilapia peut atteindre la taille marchande de 400 g en 8 mois (Lazard,

2007). Le tilapia peut étre produit partout ou 1’eau est disponible, certaines espéces ayant
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\

méme ’aptitude a s’adapter a des eaux saumatres/salées. La seule contrainte majeure est

d’ordre thermique : 15°C minimum — 38°C maximum (optimum : 28-32°C).

Figure 19. Photographie de Tilapia Oreochromis sp
1.4.3.1 Classification
Les tilapias au sens large appartiennent a I'ordre des Perciformes, au sous-ordre des Labroidei
et a la famille des Cichlidae. Ils comprennent les genres Tilapia au sens strict, Sarotherodon
et Oreochromis dont Oreochromis niloticus (L). La famille des Cichlides appartient a I'ordre
des perciformes. lls occupent les eaux douces et saumatres d'Afrique et fréquentent a peu prés
tous les biotopes a I'exception des eaux torrentielles et cavernicoles.
Le terme Tilapia regroupe une centaine d'espéces appartenant a la famille des Cichlidés qui
englobe quatre genres en se basant sur les caractéres anatomiques, le comportement
reproducteur et la nutrition (Trewavas, 1983) :
v" Oreochromis : avec une incubation buccale (et une garde uniparentale) maternelle, ils
sont en plus planctonophages ;
v’ Sarotherodon : avec une incubation buccale et une garde biparentale ou paternelle, ils
sont planctonophages ;
v Tilapia: avec une incubation des ceufs sur substrat et une garde biparentale (en
couple), ils sont macrophytophages ; (Fig.21).
v Danakilia : caractéristiques éco-morphologiques particulieres.
En élevage, seul le genre Oreochromis est représenté avec cing espéces principales :
Oreochromis niloticus (Tilapia du Nil) ; Oreochromis mossambicus ; Oreochromis aureus ;
Oreochromis hornorum ; Le Tilapia rouge, issu du croisement : O. mossambicus X O.
niloticus.
Il y a au moins 77 espéces connues de tilapia. Les différentes sous espéces sont classées en

fonction de leur comportement reproductif et de leurs préférences alimentaires. L’espéce de
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tilapia appartenant au genre Oreochromis fraie dans des nids creusés dans le fond de I’étang et

les oeufs sont couvés dans la bouche de la mere (Fig.21).

Figure 20. Incubation bucale des ceufs du Tilapia rouge Oreochromis. sp

Embranchement : Vertébrés

Sous embranchement : Gnathostomes
Super classe : Poissons

Classe : Ostéichtyens

Sous classe : Téleostéens

Ordre : Perciformes

Sous ordre : Percoides

Famille : Cichlidés

Sous famille : Tilapinés

Genre : Oreochromis (Giinther, 1889)

Le tilapia remplace progressivement les carpes dans ce type de systémes. L’aliment utilisé
dans ces systémes est constitué d’un (ou plusieurs) sous-produit(s) tel que le son de riz et
autres déchets (et effluents d’¢élevage) divers.

L’aquaculture industrielle du tilapia correspond a des systémes intensifs ou hyper-intensifs
avec une production destinée au marché international. Ces systemes sont caractérisés par
I’utilisation de souches sélectionnées et d’un aliment composé performant. Le tilapia qui est
commercialisé aux Etats-Unis ou en Europe provient essentiellement de ce type
d’aquaculture.  L’utilisation  généralisée  d’hormones masculinisantes (17  alpha
methyltestostérone) pour la production de descendances monosexes de tilapias pose probléme
pour la commercialisation, notamment en France ou son utilisation est interdite pour des
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poissons destinés a la consommation. La recherche est a I’oeuvre pour mettre au point des

techniques alternatives : voie génétique, voie environnementale (Lazard, 2007).

1.4.3.2 Géographie de la production de tilapias

En termes de localisation géographique, 1’ Asie représente plus de 80 % de la production de
tilapia dans le monde et cette suprématie ne fait que s’accroitre. La Chine est le plus grand
producteur avec 900 000 tonnes et une croissance soutenue. L’essentiel de la production est
commercialisé sur le marché national mais récemment ce pays est devenu le principal
exportateur de ce produit vers les Etats-Unis (140 000 tonnes équivalent poisson frais en
2005).

Bien que I’ Afrique soit le continent d’origine des tilapias, la production sur ce continent reste
extrémement limitée. Quelques fermes industrielles commencent a apparaitre dans certains
pays d’Afrique tels que le Nigeria, le Zimbabwe, I’Ouganda mais tout reste a faire en termes
de développement de I’aquaculture en général et de la pisciculture du tilapia en particulier en

Afrique subsaharienne (Lazard, 2007).

1.4.3.3 Alimentation des tilapias

Dans le milieu naturel, les juvéniles et les jeunes poissons de tilapia sont omnivores. lls se
nourrissent principalement de zooplancton et de faune benthique mais ingérent aussi des
détritus et s’alimentent de phytoplancton. Lorsqu’ils atteignent environ 6 cm de longueur
totale, les tilapias deviennent essentiellement herbivores (Moriarty et Moriarty, 1973).

Tandis qu’en élevage intensif ou semi-intensif, I’aliment usuellement utilisé pour 1’élevage du
tilapia Oreochromis est expliqué dans le tableau 7, en notant la formule et la composition de
I’aliment généralement utilisés a différents stades de la vie du tilapia dans des systemes
d'élevage intensifs. Des essais réalisés en Israél (Viola and Arieli, 1983) avec supplémentation
de I’aliment (25% de protéines) avec des huiles de diverses origines (végétales, animales
terrestres et de poissons) a raison de 4 a 8 % ont tous conduit au méme résultat : les lipides
supplémentaires n’ont pas induit de meilleure croissance ni un meilleur taux de conversion.
Une récente étude, concernant le développement de la filiere a des moindres colts en Benin, a
été réalisée en systemes intégrés volaille-poisson, pourrait étre une stratégie prometteuse
(Diogo et al., 2018).

Il faut bien connaitre la composition nutritionnelle des différents ingrédients qui composent
I’alimentation fournie en complément. Cette derniére peut étre composée d’un seul ingrédient

ou de plusieurs, simplement mélangés ensemble ou réduits en poudre et associés dans des
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mélanges semi-humides avant d’étre distribués. Les principaux produits alimentaires sont des
sous-produits agricoles : son de riz, riz et mais brisé et parfois des herbes et des feuilles. Les
ingrédients secs sont normalement moulus avant d’étre dispersés dans 1’étang. De nombreux
ingrédients bruts d’origine végétale non appropriés pour le frai de tilapia le deviennent pour
les alevins et les poissons plus grands. Les granulés disponibles dans le commerce peuvent
aussi étre considérés comme une source d’aliments supplémentaires quand ils sont utilisés en
complément d’un régime de fertilisation des étangs ou bien avec des ingrédients alimentaires
bon marché. Certains exploitants ont souvent recours a une alimentation formulée a un stade

particulier de la vie du poisson (Creswell, 2005).

Tableau 7. Formule (ingrédients) et composition immédiate (% de matiére seche) des
granulés communément utilisés a différents stades de la vie du tilapia du Nil dans des

systemes d'élevage intensifs. (Creswell, 2005)

Ingrédients (%) Premiere etape | Alevinage | Grossissement Finition
Farine de poisson 15,0 12,0 10,0 5,0
Huile de poisson 4.0 3.0 3,0 2,0
Mals 0,0 0,0 3,12 14,88
Son de riz 0,0 24,64 35,0 35,0
Son de blé 10,0 10,0 10,0 10,0
Manioc 6,7 10,0 10,0 10,0
Farine de soja 62,4 38,5 27,3 21,1
Calcaire 0,6 0,7 0,7 0,8
Hydrogénophosphate de calcium 1,1 0,96 0,68 1,02
Prémélange de vitamines® 0,1 0,1 0,1 0,1
Premélange de sels minéraux® 0,1 0,1 0,1 0,1
Composition approximative (%)
Protéines brutes 40,0 30,0 25,0 20,0
Lipides bruts 6,0 5,0 4.0 4,0
Fibres brutes 3.5 4,7 5,2 5,2
_ Colt (US$/tonne) in 2005 300,0 250,0 220,0 200,0

En générale, les densités de peuplement, la taille du poisson, le type et le niveau d'apports en
éléments nutritifs, la période de culture, les conditions du milieux (taux d'échange d'eau et
éventuellement 1'aération)...., tout ces paramétres influencent la croissance du tilapia dans
différents systémes de culture, notamment les aquariums en verre (Huang et Chiu 1997), les
cages marines flottantes (Watanabe et al., 1990 ; Cruz et Ridha 1991), les étangs de terre
(Zonneveld et Fadholi 1991) et des réservoirs en béton (Siddiqui et al., 1989).

Les taux d’alimentation devraient étre calculés a partir de la productivité naturelle des étangs

et du programme de fertilisation. Si la transparence de I’eau diminue, il faut par exemple les

48



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE: GENERALITES SUR L’ALIMENTATION EN AQUACULTURE

réduire. Inversement, si elle augmente, il faut les augmenter et/ou améliorer la qualité des
nutriments (par exemple leur teneur en protéines). Les taux optimaux d’alimentation et de
fréquence de distribution de celle-ci dépendent des caractéristiques du site d’élevage et des
différents types d’aliments supplémentaires utilisés. Dans une étude détaillée
d’Orachunwong et al. (2001), on remarque que le tilapia hybride rouge élevé dans des cages
flottantes et nourri trois ou quatre fois par jour avec un régime contenant 25 % de protéines,
grandit mieux et présente un meilleur rapport de conversion alimentaire que s’il est nourri

seulement deux fois par jour.

1.4.3.4 Exigences écologiques

Le tilapia du Nil est une des espéces tropicales qui préfére vivre dans une eau peu profonde.
Les températures létales inférieures et supérieures pour ce poisson sont 11-12 °C et 42 °C,
respectivement (Mélard, 1986 ; Sifa et al., 2002), alors que les températures optimales varient
entre 31 et 36 °C. Au dessous de 16-17°C, il cesse de s'alimenter et devient de plus en plus
sensible a une série de maladies (Chervinski, 1982). En ce qui concerne la reproduction, la
température adéquate s'échelonne entre 22-30°C (Huet, 1970).

En raison de leur forte adaptabilité aux facteurs écologiques biotiques et abiotiques, I'élevage
de cette espece peut étre réalisé dans les eaux douces, chaudes, ou dans des conditions bien
contrdlées aprés une éventuelle acclimatation (Derouiche et al., 2009). En effet, ce poisson est
une espece euryece qui s'adapte aux larges variations des facteurs écologiques, pouvant ainsi
coloniser des milieux extrémement différents (CTA, 2012, 2015). Le tableau suivant
récapitule les différentes valeurs moyennes des parametres physico-chimiques tolérés pour la

survie de ce poisson.

Tableau 8. Qualité de I’eau requise pour 1’élevage des Tilapia (Suresh, 2003)

Paramétre | T (°C) | Salinité | Alcalinité | Dureté | Ammoniac | Oxygéne pH
(PSU) (mg/L) (mg/L) (mg/L) dissous
(mg/L)
Intervalle | 26-32 | 0-20 > 20 <50 <0,1 3-5 6,5-8,5

Bien que la plupart des tilapias soient des especes d’eau douce, leur capacité d’adaptation a
différentes salinités est nettement remarquable (Stickney, 1986). Ainsi, le tilapia peut
s’adapter a des eaux de salinité comprise entre 0,015-30 g/l. Les tilapias montrent leur

capacité a supporter des salinités élevees jusqu'a 28 g/l (Azaza et Kraiem, 2007). Toutefois, et
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en ce qui concerne sa reproduction, ce poisson serait incapable de se reproduire au-dela d’une

salinité qui dépasse 15-18 g/l (Balarin et Hatton, 1979).

Les tilapias sont capables de survivre dans des conditions ou la concentration en oxygéne
dissous est trés basse. En effet, ils arrivent méme a résister a des teneurs inférieures a 0,5
mg/l, niveau consideré inférieur au seuil limite toléré pour la plupart des espéces a interét
aquacoles (Rappaport et al., 1976). Toutefois, une teneur minimale de 2 a 3 mg/l est
recommandée en élevage, au-dessous de laquelle une dépression du taux métabolique et de

croissance peut affecter la production.

Le Tilapia présente une capacité de survie dans des milieux de pH extrémes. Cependant, le pH
optimal conseillé pour sa survie et son élevage oscille entre 7 et 8 (Huet, 1970). En
pisciculture, 1'intoxication par I'ammoniaque est étroitement liée au pH, dont I’augmentation
entraine la transformation d’une quantité importante de I’ammoniaque totale sous sa forme
toxique (NH3) (Azaza, 2004). La concentration des déchets metaboliques azotés excrétés par
les branchies et les urines dépend essentiellement de la température, de la taille des individus
ainsi que de la quantité et la quantité de I’aliment distribué. Cette concentration doit étre

maintenue inférieure au seuil critique du poisson, en ne dépassant pas les 15 mg/I.

L’action de la lumiére, bien qu’étroitement liée a la température, agit sur la croissance via le
systeme endocrinien. En effet, Mélard et al., (1986) expliquent qu’une photopériode optimale
(18 h) stimule la sécrétion de ’hormone de croissance chez le tilapia. Par ailleurs, les larves
sont plus sensibles a la photopériode que les alevins et les juvéniles (ElI Sayed et Mamdouh,
2004). Expérimentalement, les larves qui sont exposées a une longue période d'éclairement
(18-24h) ont une meilleure croissance et une efficience alimentaire significativement plus
importante que celles exposées a une période courte ou intermédiaire entre 6-12h (El Sayed et
Mamdouh, 2004).
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CHAPITRE II: HYDROLYSE ENZYMATIQUE DES CO-PRODUITS MARINS

CHAPITRE Il : HYDROLYSE ENZYMATIQUE DES CO-PRODUITS MARINS ET
VALORISATION DES FRACTIONS RESULTANTES

IL.1 L’HYDROLYSE ENZYMATIQUE DES PROTEINES DE THON ROUGE ET DE
LA CREVETTE ROUGE

1. Introduction

Les nouveaux procédés de traitement des produits marins sont axés sur la génération de
molécules bioactives pouvant étre utilisées comme compléments ou ingrédients dans des
formulations d’aliments fonctionnels destinées a la consommation humaine et animale.
L'hydrolyse est I'une des techniques les plus efficaces utilisées pour produire des peptides
bioactifs. Les tétes de poisson, en raison de leur teneur élevée en protéines, représentent une
bonne matrice protéique pour la production d'hydrolysats de protéines de poisson (Dumay,
2006 ; Randriamahatody et al., 2012). Ces produits de qualité améliorée pourraient étre
obtenus par hydrolyse enzymatique soit par une méthode autolytique traditionnelle, utilisée
pour la préparation d'autolysats, comme lI'ensilage de poisson, soit par une méthode

hétérolytique au moyen d'enzymes exogenes.

Au cours des dernieres décennies, les hydrolysats de protéines enzymatiques de sources
marines offrent un vaste réservoir de peptides bioactifs caractérisés par plusieurs activités
biologiques, notamment les antioxydants, lI'antihypertension (Nasri et al., 2014 ; Lassoued et
al., 2015), I'nypoglycémie (Ktari et al., 2013) et I'anti-inflammatoire (Ahn et al., 2015).... etc.

Ce sous-chapitre, est consacré a la réalisation d’hydrolyses enzymatiques issues des co-
produits de la crevette rouge A. antennatus et du thon rouge T. thynnus en utilisant deux
enzymes commerciales qui fonctionnent a un pH extréme (acide et basique). Ces types
d'enzyme sont choisis pour cette etude car les conditions de pH extréme favorisent
I’extraction des protéines a partir des co-produits. Elles permettent également I’inhibition de
la prolifération microbienne (Randriamahatody, 2011). Pour ensuite, voir s’il est possible de
générer des fractions potentiellement valorisables par le biais de I’hydrolyse enzymatique en
choisissant au plus tard, I’enzyme la mieux adaptée pour la valorisation de ces deux co-

produits en aquaculture.
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2 Matériels et méthodes

2.1 Matériel biologique

Les co-produits de la crevette rouge (A. antennatus) et du thon rouge (T. thynnus) utilisés lors
de cette étude vont étre hydrolysés par voie enzymatique.

Les thons rouges et les crevettes rouges (Fig 21A et B respectivement) sont péchés au niveau
des cotes algeriennes et nos échantillons ont été achetés du marché de la ville de Mostaganem.
Les co-produits de la crevette sont constitués principalement par les tétes (partie
céphalothoracique) et les carapaces (partie abdomen) (Fig. 21C). Au niveau du laboratoire, les
crevettes ont été décortiquées de leurs coquilles et tétes, dont ils représentent environs 31,2%
du poids total de I’espéce. Ces co-produits ont été lavés a I'eau du robinet, séchés (a 25°C) et
broyés dans un broyeur (Waring Commercial Blender, USA). Les poudres obtenues (entre
100 et 3000 pum de taille) ont été soigneusement collectées et maintenues a -20 °C jusqu'a leur
analyse.

Tandis que les thons ont été filetés manuellement, au niveau du marché et a I’issue de cette
étape de transformation, les piéces rejetées (queues, tétes, peaux et arétes) ont représenté 42%
du poids total de chaque poisson (Fig 21D). Au niveau du laboratoire, les co-produits ont été
finement hachés et broyés dans le broyeur (Waring Commercial Blender, USA) et conserveés a

-20 ° C jusqu'a leur analyse.

2.2 Materiel enzymatique

Deux enzymes utilisées au cours de ce chapitre la Pepsine et la Savinase fournies par Sigma
Aldrich (Steinheim, Allemagne). La Pepsine est une endopeptidase extraite de la muqueuse
gastrique porcine, elle porte le numéro enzymatique (EC. 3.4.23.1). Elle fonctionne en milieu
acide, le pH exigé est de 2 et la température optimale est de 40°C. Le ratio enzyme/substrat
est de 0,3%. Tandis que la Savinase est I’une des enzymes utilisées dans la fabrication des
détergents, elle est vendue sous le code enzymatique (EC 3.4.21.14). Cette enzyme fonctionne
en milieux alcalin, exigeant un pH 8 et la température optimale est 50°C. Le ratio

enzyme/substrat utilisé est de 0,3%.

52



CHAPITRE II: HYDROLYSE ENZYMATIQUE DES CO-PRODUITS MARINS

La crevette rouge

Figure 21. (A) Aspect général de la crevette rouge A. antennatus, (B) et de thon rouge (T.
thynnus), (C) les co-produits aprés décorticage de la crevette (carapaces + tétes), (D) les co-

produits récupérés apres filetage (tétes, queue, peau et arétes).

2.3 Hydrolyses enzymatiques

v" Principe
Au cours d’une hydrolyse enzymatique, les liaisons peptidiques entre 2 acides aminés sont
clivées. Cette réaction est catalysée par une enzyme et donne naissance a au moins 2 peptides.
Un proton H" est ainsi libéré (Figure 22), conduisant & I’acidification du milieu. Le degré de
dissociation des ions R'N"H3 est suffisant & pH supérieur a 6,5 (Ravallec-PI¢ et al., 2000).
Lorsque le pH est inférieur, la réaction s’inverse alors et ce sont les ions OH™ qui seront

libérés.
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Figure 22. Schéma réactionnel de la libération de proton H+ lors de I’hydrolyse enzymatique
apH>6,5.

Chaque hydrolyse est réalisée suivant les conditions optimales d’activité de 1’enzyme.
L'hydrolyse est réalisée selon le processus utilisé par Dumay (2006), Kechaou (2007),
Nguyen (2009), Abdelhedi et al (2016) et Hamdi et al (2018) avec quelques modifications.

2.3.1 Déroulement de I’hydrolyse
Pour chaque hydrolyse, environ 100 g des co-produits de crevette et 100 g des co-produits de
thon ont été utilisés.
1. Concernant I’hydrolyse enzymatique en milieu alcalin, les co-produits ont subis des
prétraitements différents:
v Les co-produits de la crevette ont été déminéralisés trois fois par I’'HCI (0,55 N,
pendant 30 min, 4 °C). Le produit ainsi obtenu a été lavé plusieurs fois a I’eau distillée
a la neutralité du pH, ensuite séché a I’étuve a 50 °C pendant 18 h.
v' Quant aux co-produits du thon, ces derniers ont été délipidés par un mélange
d’Hexane et de I’Isopropanol concentré (W/V : 1/1) (24 h, 25 °C). La matiere

délipidée a été récupérée apres une filtration sous-vide.

2. Tandis que pour I’hydrolyse pepsique des deux co-produits, la déprotéinisation a était
réalisé directement sur les broyats des co-produits de la crevette et du thon.

Avant les opérations d’hydrolyse, Les co-produits de thon et de crevette sont mis & décongeler
toute une nuit dans un réfrigérateur a 4°C. Ils sont ensuite introduits dans un réacteur a double
enveloppe et homogéneisée avec un volume d'eau distillé (agitation continue a 400 rpm).

L’ensemble est chauffé a la température optimale d’activité de I’enzyme. Ensuite, le pH est
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ajusté au pH d’activité optimale de I’enzyme, par addition de HCI 2N pour la Pepsine; ou par

addition de NaOH 2N dans le cas de la Savinase.

Lorsque les conditions d’activité optimale (pH 2, 40°C et pH 8, 50°C respectivement) sont
atteintes, I’enzyme est ajoutée. La quantité par rapport a la masse du substrat est de 0,3% pour
les deux enzymes et I’hydrolyse dure six heures. Pendant I’hydrolyse, le pH est ajusté au pH
d’activité optimale de I’enzyme par addition de HCI 2N pour la Pepsine, par addition de

soude 2N pour la Savinase.

2.3.2 Arrét de I’hydrolyse

Apres six heures de réaction, on arréte 1’hydrolyse par inactivation de I’enzyme. Pour la
Savinase, I’inactivation se fait par la chaleur. Pour ce faire, le bioréacteur est placé dans un
bain marie de 80°C pendant 20 minutes. Pour I’hydrolyse en présence de Pepsine, 1’arrét de la

réaction est effectué par neutralisation du milieu avec de la soude 5N.

2.3.3 Traitement des hydrolysats

Apres inactivation de I’enzyme et refroidissement de la préparation, cette derniére est
centrifugée a 4 000 g pendant 40 minutes a 4°C dans une centrifugeuse (Hettich Rotina 380R,
Suisse. Le surnageant, qui constitue 1’hydrolysat protéique, d’une part, et le culot d’autre part,
sont separés dans des cristallisoirs préalablement pesés. Ensuite, ils sont congelés puis
lyophilisés pendant 2 a 3 jours par le modéle Freeze Dryer Bk-Fd10s biobase biodustry
(shandong). Aprés lyophilisation, les cristallisoirs sont a nouveau pesés afin de calculer le
rendement d’hydrolyse.

Les deux fractions lyophilisées, représentent d’une part, une fraction soluble (hydrolysat
protéique : HPC / HPT) et une fraction insoluble donnant naissance a une substance dite
chitine (qui sera traitée plus tard dans la partie Il de ce chapitre) issue des co-produits de la
crevette. Tandis que pour les co-produits de thon, cette fraction insoluble (culot) issue de
I’hydrolyse enzymatique par la Pepsine, sera étudiée et utilisée en microbiologie comme
source de protéines dans la préparation des milieux de culture (voir plus tard la partie Il de ce
chapitre). Tous ces lyophilisats sont ensuite broyés et conservés a -20 °C dans des flacons en

plastique avant les analyses.
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2.3.4 Calcul du degré d’hydrolyse

Le degré d’hydrolyse (DH) est estimée par le pourcentage du nombre de liaisons peptidiques
coupées (h) par rapport au nombre de liaisons peptidiques totales (hyt) contenu dans les tétes
de crevette. Il est obtenu par la formule :

%DH = (h/hyo) X 100 (11.1)

Ou hyt équivaut a 8,6 meg/kg de protéines (Adler-Nissen, 1986) et h correspond au nombre

de liaisons peptidiques coupées pendant [’hydrolyse enzymatique.

Selon Adler-Nissen (1977), quand le pH réactionnel est au-dessus du pKa du groupement a-

NH,, le DH est obtenu suivant 1’équation :
%DH = (h/h¢) x 100 = (V N/ a hyt Mp) x 100 (11.2)

Ou V représente la quantité de base en ml ; N la normalité de la base ; a le facteur de

dissociation du groupement a-NH2 et Mp la masse de protéines en grammes.

Selon Zhao et al. (1996), quand le pH réactionnel est inférieur au pKa du groupement a-NH,

le DH est obtenu suivant I’équation :
%DH = (h/hgt) X 100 = (V N/ (1 — &) hot Mp) X 100 (1.3)

Ou V désigne la quantité d’acide en ml et N la normalité de [’acide.

Le degré de dissociation o est estimé suivant la formule :
o = (10P7PX) 7 (1 + 10PH-PKy (11.4)

Le pK a différentes températures (Kelvin) est calculé selon I’équation suivante (Steinhardt et
Beychock, 1964) :
pK = 8,7 +[2400 (298 - T) / (298 T)] (11.5)

2.4 Analyses biochimiques

2.4.1 Matiére humide

Pour estimer la part d’eau dans un produit, 1 a 2 g d'échantillon sont prélevés et pesés dans
une coupelle de poids connu. La coupelle est placée 24 h dans une étuve a 105 °C, puis pesée

apres 30 min de refroidissement. L’expérience est réalisée en triplicat (AOAC, 1980).
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M1 - M2
H% :mxloo (11.6)

MO : la masse en g de la capsule vide. M1 : la masse en g de la capsule et les échantillons
avant étuvage. M2 : la masse en g de la capsule et les échantillons apreés étuvage.

2.4.2 Teneur en cendres

Le principe de la détermination de la teneur en minéraux repose sur leur résistance a la
chaleur. Environ 1 g d’échantillon est pesé dans une feuille de papier en aluminium de poids
connu. Elle est repliée et placée au moins 5 h a 600 °C. Aprés refroidissement, elle est de
nouveau pesée. Le poids des cendres résiduelles est assimilé a la teneur en minéraux. Chaque
mesure est répétée trois fois (Méthodes de référence AOAC, 1980).

MZ—MOx
M1 - MO0

C% = 100 (11.7)

Cendres % est la teneur en cendres, MO le poids du récipient, M1 et M2 sont les poids avant

et apres incinération respectivement.

Pour s'affranchir de [l'influence des conditions environnementales (T°), les supports
(coupelles, creusets, feuille d’aluminium, etc.) peuvent étre placés 1 h en étuve a 105 °C, puis

refroidis 30 min dans un dessiccateur avant d’étre utilisés.

2.4.3 Teneur en lipides

Les lipides sont extraits selon la méthode de Folch et al. (1957). Le solvant organique utilisé
est un mélange de méthanol/chloroforme (1:2, v/v). L’échantillon a analyser et le solvant sont
introduits dans un erlenmayer a hauteur de 1:20 (substrat solide/ volume en mL). Apres 1 h
d'agitation, le produit est filtré sous vide a travers un verre fritté d'indice 3. Le filtrat est
introduit dans une ampoule a décanter. Du NaCl a 0,9 % (w/v) est ajouté a hauteur de 0,2 (v/v
total). Le mélange décante jusqu'a l'obtention d'un systéme biphasique net. L'ampoule est
dégazée plusieurs fois, puis la partie huileuse, située dans la phase inférieure, est versée dans
un ballon préalablement pese. Le contenu du ballon est distillé sous rotavapor, le poids du
ballon est pesé, la teneur en lipides est calculée par la différence de poids.
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.. M2 -M1
%L ipides = ———x100 (11.8)
MO
Lipides% est la teneur en lipides, M0 le poids du ballon, M1 est la prise d’essai et M2 est le

poids du ballon contenant les lipides séchés apres ’extraction.

La phase huileuse séchée peut étre conservée dans du chloroforme pour subir des analyses
approfondies, sur la nature des acides gras qu'elle contient, en chromatographie.

2.4.4 Teneur en protéines

La méthode de Kjeldahl (Crooke et Simpson, 1971) a été développée par Johan Kjeldahl,
chimiste danois, en 1883. Son principe consiste a doser la teneur en azote et d’utiliser un
coefficient de conversion pour estimer la teneur en protéines. Le dosage repose sur trois
étapes.

La premiere étape du dosage est la digestion acide, appelée également « minéralisation ». La
prise d'essai est de 4 £ 1 g (poids humide), pesée dans un tube & minéralisation. On y introduit
alors 20 mL d'acide sulfurique (H,SO, a 96 %) et une pastille de K;SO4/CuSQ, (5/2, wiw) qui
catalyse la réaction en augmentant le point d'ébullition (Raul, 2009). Le mélange est porté
lentement a 450 °C. La minéralisation convertit I’azote des composés amines et amides en
ions ammonium NH*", lesquels se lient aux ions sulfates SO4*. Le reste de la matiére est
digéré sous forme de CO, et H,0. D'aprés I'équation (11.9.1), les especes obtenues a l'issue de

la réaction sont les suivantes:

Norganique + HZSO4 — (NHA) 2304 + HQO +C02 (Il.g.l)

Un changement de couleur vers le vert pale ou le bleu indique la fin de la réaction. L'étape
dure 4 h. Elle est suivie d'une « neutralisation ». Aprés refroidissement, 20 mL d'eau distillée
sont ajoutés pour stabiliser le milieu, puis suffisamment de NaOH 10 M pour atteindre un

volume final de 80 mL. La forte alcalinité convertie 'ammonium en ammoniac gazeux :
(NH4)ZSO4 + 2NaOH — 2NH; + Na,SO,4 + 2H,0 (“92)

Le tube est placé dans une unité de distillation. La distillation transfert I'ammoniac gazeux
vers une solution de 20 mL d'acide borique (H3BOs, 2 %, w/w) en formant un complexe
ammonium-borate :

NH3 + H3BO3 (en excés) — NH, + H,BO3 (11.9.3)
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La derniere étape est la titration de 1’azote, sous sa forme complexée avec le borate, par
I'acide hydrochlorhydrique 1 M. La solution a titrer contient un indicateur coloré qui vire au
vert lorsque le pH est a I'équilibre. Le volume de HCI est alors identique a celui de NH,":

NH4+ + 2H,BO5; + HCI — (NH4) Cl + 2H;BO; (l |94)

Le pourcentage d’azote, %N, est donné par la relation :

1.4V
N%=

x 100 (11.9.5)

V est le volume de HCI versé (en mL), [HCI] sa concentration (généralement égale a 1 g/l), M
est la masse d’échantillon introduite dans les tubes (en g) et 14 correspond a la masse
atomique de [’azote. La relation intégre le facteur 0,1 qui comprend la conversion du volume

de HCl en litre et la conversion en pourcentage.

Enfin, la teneur en protéines dans I'échantillon est déduite de la formule suivante:
%Protéines = K* N% (11.9.6)
K = Facteur de conversion de l’azote en protéine. K = 6.25 = 100/16 (origine animale).

La teneur en azote dans les protéines a été estimée en moyenne a 16 %, ce qui correspond a
un coefficient de conversion entre azote et protéines de 6,25. Bien que communément admis,
ce coefficient est parfois contesté, notamment lorsqu’il est appliqué aux produits marins, ces
derniers étant plus riches en azote. Le coefficient de conversion varierait de 6,25 a 5,8 £ 0,1
(Gnaiger, 1984).

2.5 Pouvoir antioxydant des hydrolysats protéiques obtenues

2.5.1 Activité antioxydante totale (TAC)

La capacité antioxydante totale (TAC) des hydrolysats protéiques de la crevette et du thon
(HPCS, HPCP, HPTS, HPTP) est évaluée par la méthode de phosphomolybdene (Prieto et al.,
1999; Dhinakaran et Gomathi, 2017; Hamdi et al, 2018). Un volume de 0,1 mL de chaque
solution d’hydrolysat protéique a différentes concentrations (0,5 a 5 mg/mL) a ét¢ mélangé
avec 1 mL de solution du réactif (0,6 M d’acide sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium et
4 mM de molybdate d’ammonium). Ensuite, les tubes ont été incubés a 95 °C pendant 90 min.
Apres refroidissement, 1’absorbance des solutions a été mesurée a 695 nm contre le blanc qui

contient 1 mL de la solution du réactif et 0,1 mL d’eau distillée, puis il a été incubé dans les
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mémes conditions que I’échantillon. L’acide ascorbique a été utilisé comme témoin positif.
Les experiences sont répétees 3 fois. L'activité antioxydante totale a été évaluée en tant
qu'équivalents de a-tocophérol par I'équation linéaire suivante:

A =0,011 C + 0,0049 ; R*= 0,987 (1.10)

Ou A est I'absorbance a 695 nm et C la concentration en équivalents a-tocopherol (umol/mL).

2.5.2 Capacité de piégeage des radicaux DPPH

Le potentiel antiradicalaire d'une substance peut étre testé a 1’aide d’une méthode
colorimétrique en utilisant des radicaux tels que le DPPH. La méthode de DPPH (2,2
diphényl-1-picryhydrasyl) est une méthode simple, rapide et facile a mettre en oeuvre. Elle est
utilisée par Dong-Sun (2001). Un radical libre est une espéce chimique possédant un électron
célibataire sur sa couche périphérique. Dans les phénomeénes de stress oxydant, les radicaux
libres qui interviennent ont une propriété caractéristique commune, celle d’avoir un électron
célibataire sur un atome d’oxygene (Gardes et Jore, 2005).

Le composé chimique DPPH (fig. 23) fut I'un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier
la relation structure-activité antioxydant des composes phénoliques (Blois, 1958; Brand-

Williams et al., 1995). Il posséde un électron non apparie sur un atome du pont, d'azote

(Popovici et al., 2009).
e v

NO,

Figure 23. Structure chimique du radical libre DPPH (Popovici et al., 2009).

L’activité de piégeage des radicaux libres DPPH (2.2-diphényl-1-picrylhydrazyle) des
hydrolysats protéiques (HPCS, HPCP, HPTS, HPTP) a été déterminée selon la méthode de
Bersuder et al. (1998) avec une légére modification. Un volume de 500 uL de chaque
hydrolysat protéique a différentes concentrations (0,1 a 8 mg/mL) a été ajoute a 375 uL
d'éthanol absolu et 125 uL de DPPH éthanolique (0,06 M). Le meélange a été laissé reposer a
température ambiante et dans I'obscurité pendant 60 min. L'absorbance (A) a été mesurée a
517 nm par un spectrophotometre (JENWAY/ BUYNOW!/ 6715B0), contre un blanc de

controle qui contient 500 pL d’eau distillée a la place de 1’échantillon, puis il est incubé dans

60



CHAPITRE II: HYDROLYSE ENZYMATIQUE DES CO-PRODUITS MARINS

les mémes conditions que 1’échantillon. L’acide ascorbique a été utilise comme témoin

positif. La capacité de piégeage des radicaux DPPH a été calculée comme suite :

% aCtiVité de piégeage =100 x [(Acontréle + Ablanc - Aéchantillon) /Acontréle] (I I-ll)

Les composés antioxydants peut réduire le radical libre (DPPH¢) selon la réaction suivante
(Fig.24) :

+ Antioxvdant-OH + Antioxvdant-0°

) b |

- HH

DPPH (violet) DPPHH {jaunc)

Figure 24. Réaction de test DPPH (Congo, 2012).

2.6 Activité antimicrobienne des hydrolysats protéiques

2.6.1 Souches microbiennes

Les activités antibactériennes des hydrolysats protéiques ont été testées contre des germes
pathogénes Gram positive (Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC
11778) et Enterococcus sp.) et des bactéries Gram négatif (Escherichia coli (ATCC 25922),
Klebsiella sp et Pseudomonas sp.) et I’activité antifongique a été testée contre deux souches
fongiques (Aspergillus niger (ATCC 16404) et Candida albicans (ATCC 10231)).

2.6.1.1 Reéactivation et purification des souches pathogenes

Les bactéries conserves sous glycérol a -20°C ont été réactivés en bouillon BHIB et incubés a
37°C pendant 24 H puis ensemencés par la méthode d’épuisement de charge (méthode des
quadrants) sur gélose Muller Hinton, et incubés ensuite a 37°C pendant 24 H pour s’assurer

de leurs pureté.

2.6.1.2 Conservation des souches pathogenes

Apres purification, chaque souche a été conservée individuellement par deux méthodes :
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v Conservation de courte durée : les souches pures étaient ensemencées dansdes tubes
de MH gélose inclinée, aprés incubation & 37 °C pendant 24h a 48 h ces tubes sont

conserveés a +4°C.

v Conservation de longue durée : les souches purifiées sont congelée a -20°C dans un
bouillon de BHI (Réf. Cat14000, Laboratoire Conda S.A, Spain) contenant 20% de
glycérol (450 ul BHIB, 50 pul d’une suspension bactérienne et 90 ul de glycérol). La

culture peut étre conservée plusieurs mois.

2.6.1.3 Le renouvellement et I’enrichissement des souches pathogénes

Le renouvellement et I’enrichissement est effectuée par ensemencement des souches
pathogenes dans un bouillon de BHI a 37°C pendant 8 a 10 heures d’incubation avant chaque
test d’antagonisme pour obtenir une culture jeune en phase exponentielle avec un nombre de

1,107 UFC/ml . Toutes les souches ont été cultivées au moins trois fois avant I’expérience.

2.6.2 Méthode de diffusion en puits AWDT

La méthode de diffusion trés utilisée en microbiologie (antibiogramme et antifongigramme),
repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu semi solide (gélose molle).
L’effet du produit antimicrobien sur la cible est appréci¢é par la mesure d’une zone
d’inhibition, et en fonction du diameétre d’inhibition la souche du microorganisme sera
qualifiée de sensible, d’intermédiaire ou de résistante. Dans la technique de diffusion il y a
compétition entre la croissance du microorganisme et la diffusion du produit a tester
(Broadasky et al., 1976).

L’activité antibactérienne des hydrolysats protéiques (HPCS, HPCP, HPTS, HPTP) a été
testée contre des bactéries Gram positive (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus et
Enterococcus sp.) et des bactéries Gram négatif (Escherichia coli, Klebsiella sp et
Pseudomonas sp.). L’activit¢ antifongique a été testée contre deux souches de
champignon (Aspergillus niger et Candida albicans) en mesurant la zone d'inhibition de
croissance claire (en mm).

Le test d'activité antimicrobienne des hydrolysats protéiques a été réalisé selon la méthode de
Barefoot et Kaenhammer (1983) ; Berghe et Vlieinck (1991), appelée aussi méthode de
diffusion en puits (AWDT) (Fig.25). Les suspensions de culture des souches bactériennes et

fongiques ont été bien étalées (I mL) sur une gélose solidifiée Luria-Bertani (LB) et une
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gélose a l'extrait de malt respectivement, et laissés reposer 10 min pour que la gélose absorbe
la solution bactérienne. A 1’aide d’un embout jaune stérile, quatre puits (de 6 mm de diameétre)
sont creusés dans la couche d'Agar.

Ensuite, environ 100 pL de chaque solution d’hydrolysat (de 5 mg/ml de concentration) a été
chargé dans chaque puits. Les boites de pétri ont été conservées pendant 60 min a 4°C, puis,
incubés pendant 24 h & 37 °C pour les souches bactériennes et a 30 °C pendant 3 & 5 jours
pour les souches fongiques. L'activité antimicrobienne a été évaluée en déterminant les

diametres (en mm) de la zone d'inhibition de croissance nette autour des puits.

4

Etalement de ImL apres ﬂ .
solidification de la gélose Préculture de 10
UFC/ml(8h,37°C)

{ AN
" ?0 j &
l‘ 4 3

Mettre SOuL du
chitosane dans les puits

Hydrolyzats
enzymatiques

Croissance microbienne

L’apparition d'un halo clair autour des puits
signifie la présence d'une activité inhibitrice

Figure 25. Mise en évidence de I'activité antimicrobienne par la méthode de diffusion en
puits (AWDT) (CA-SFM, 2015).
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2.7 Analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne * erreur standard (M o) et les résultats
sont analysés statistiquement a l'aide du programme d'analyse de variance ANOVA avec LSD
par le logiciel (STATISTICA 6,0) et le niveau de signification des données est pris avec la

probabilité p < 0,05.

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Composition biochimique des co-produits marins

L'analyse préliminaire des constituants des co-produits de la crevette rouge A. antennatus et
de celle du thon rouge T. thynnus donne les résultats présentés dans le tableau 10 et figure 26.

Tableau 10. Composition biochimiques exprimé en (%) des co-produits de thon rouge et de la

crevette rouge par rapport a la matiére séche.

- Matiére o B
Composition (%) . Cendre Lipides Protéines
seche
Co-produits de thon 76,82+156 10,15+0,98 31,29+131 23,34+0,88

Co-produits de crevette 89,10+ 0.09 28,09 £ 0,52 3,22+2,04  30,63%+2,01

Cendre
10%

Lipide
3%

Coproduits de crevette Coproduits de thon

Figure 26. Distribution des composants biochimiques dans les co-produits de crevette rouge
et de thon rouge (en %) par rapport au du poids sec.
Les résultats de la composition chimique des co-produits de la crevette rouge et de thon rouge
ont été déterminés et reportés dans le tableaul0. Concernant les co-produits de la crevette A.
antennatus, les teneurs en proteines et en cendres étaient respectivement de 30,63 + 2,01% et

28,09 + 0,52% du poids sec. En fait, le carbonate de calcium (CaCO3), un élément majeur des
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carapaces de crevette, ainsi que d'autres crustacés, permettant la calcification de leur
exosquelette, pourrait expliquer les teneurs élevés determinés de minéraux. Ces résultats
différent de ceux obtenus par d’autres auteurs, les valeurs en cendres se rapprochent de celle
obtenue par Le Roux (2012) et Randriamahatody et al, (2011) (24,2 et 24,29%) pour les
especes de crevette Penaeus vannamei et Penaeus monodon respectivemen, alors qu’elle est
tres inférieure a la valeur obtenue par Hamdi (2018) (59%) pour le crabe bleue (Portunus
segnis). Cependant, la composition biochimique de cette derniere en protéines et en lipides,
reste plus pauvre par rapport a celle obtenue d’A.antennatus, de P. vannamei et de P.
monodon (11,25 et 1,07% respectivement). La teneur la plus élevée en protéines (57%) a été
relevée pour 1’espéce Penaeus monodon.

De maniére générale, les co-produits (carapaces) des crustacés, y compris les crevettes,

posseédent une quantité mineure de lipides (entre 3 et 5% de matiere seche).

Cet etat de fait, a été déja signalé par d’autres auteurs Shahidi et al., (2003) ; Waldeck et al.,
(2006 ) et  Kurita, (2006), qui ont souligné que les composants déterminées montrent une
grande variabilité des proportions. Elles varient en fonction des espéces, de 1’age, du genre
...etc, dans une large gamme allant de 13 a 50% pour les protéines et de 15 a 70% pour les
matieres minérales (Kobelke, 1990), et peuvent fluctuer en fonction des saisons et des

conditions environnementales.

A la lecture des résultats du tableau 10, il ressort que la composition biochimique en lipides
pour les co-produits de thon rouge T. thynnus se rapproche de celle trouvée par Nguyen
(2013) et Vlieg et Murray (1988) (32,92 et 35,05 %) dans les tétes de thon, Thunnus
albacares péché dans I’océan Pacifique et dans les tétes du thon Thunnus alalunga
respectivement. Par contre, notre échantillon (thon rouge Thunnus thynnus) contient une
faible quantité en protéines par rapport a celle trouvée chez le thon T. albacares et T. alalunga
(36,09 et 50,25 % par rapport a la matiere séche).

En ce qui concerne les teneurs en cendres, le thon rouge T. thynnus présente une valeur
proche de celle notée pour T. alalunga (14,69 %), mais la différence est beaucoup plus
marqueée pour le thon T. albacares, en presentant 28,78 % de matiere minerale.
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3.2 Cinétique des hydrolyses
Le degré d’hydrolyse (DH) se rapporte au pourcentage de liaisons peptidiques coupées durant
I’hydrolyse. Les cinétiques qui traduisent I’évolution de ce DH en fonction du temps sont

résumeées dans la figure 27 et cela, pour les deux enzymes commerciales utilisees.

——HCS  —m=HCP HTS  =<HTP

w
ol
)

M

N
(6]
1

DH (%)
H
ol

-
o
1

0 60 120 180 240 300 360
Temps (min)

Figure 27. Cinétiques d’hydrolyse des co-produits de thon et de crevette avec les deux enzymes.
Sav.Ct : hydrolyse de crevette par Savinase, Pep.Ct : hydrolyse de crevette par la Pepsine, Sav.Th :
hydrolyse de crevette par Savinase, Pep.Th : hydrolyse de thon par la Pepsine.

L’allure générale de ces cinétiques est classique et s’apparente a celles décrites dans la
littérature notamment pour des produits et co-produits marins: estomacs de thon (Guérard et
al., 2001; Guérard et al., 2002), tétes et muscles de harengs (Liceaga-Gesualdo et Li-Chan,
1999; Sathivel et al., 2003), muscles de saumon (Kristinsson et Rasco, 2000a; 2000b), tétes de
saumon (Gbogouri et al., 2004; Sathivel et al., 2005a), muscles de morue (Ravallec-Plé et al.,
2000), tétes et visceres de sardine (Dumay, 2006; Souiss et al., 2007; Kechaou et al., 2009),
estomac et intestin du requin (Abdelhedi et al., 2016), des gobies (Nasri et al., 2013 ;
Lassoued et al., 2015), poisson australien (Klomklao, Kishimura et Benjakul, 2013),
méditerranéennes rejetées (Garcia-Moreno et al., 2014), daurade dorée (Wiriyaphan, 2015),

crevette rose (Sila, 2015).

Durant les 360 min d’hydrolyse, les courbes montrent clairement 3 phases au cours de

I’hydrolyse enzymatique : une phase un peu rapide dans la premiére heure pour les deux les
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enzymes et les deux co-produits. Ensuite une phase ralentie qui persiste jusqu’a 150 minutes
et un début de plateau qui vient apres cette phase. La premiére phase correspond a la
transformation rapide du substrat, résultant du ratio optimal enzyme/substrat, qui optimise la
réaction enzymatique. Les deux phases qui suivent correspondent a la diminution de I’activité
enzymatique suite a la réduction de la quantité de substrat, résultant par la suite le début de
I’hydrolyse totale. L’hydrolyse enzymatique peut alors étre considérée comme achevée
lorsque ce plateau est atteint. Cependant, d’autres parametres peuvent influer sur cette
cinétique. Par exemple ’augmentation de la teneur en peptides solubles dans le milieu
réactionnel, peptides qui sont susceptibles d’agir comme des inhibiteurs de la réaction de
protéolyse (Shahidi et al., 1995; Souissi et al., 2007).

Les valeurs maximales de DH atteint au bout de 6 heures sont obtenues avec la Pepsine avec
une valeur de 26,65% pour le thon et 32,43% pour la crevette. Suivis par un hydrolyse des co-
produits de thon par I’enzyme Savinase (19,99%) et I’hydrolyse des co-produits de la crevette
avec Savinase produit a un DH de 16,04% seulement. D’aprés Nguyen (2009), les variations
entre les DH maximaux observés traduisent bien une forte influence de la nature du substrat,
principalement par la nature protéique de leurs tissus. Le tableau 2 (Annexe Il) nous montre

quelque exemple des degrés d’hydrolyse maximaux obtenus sur des co-produits marins.

3.2.1 Solubilisation de la matiére lors des hydrolyses

La solubilisation de la matiere est due a la digestion des substrats par les enzymes. Pour les
hydrolyses enzymatiques des co-produits de la crevette et de thon, cette solubilisation est
illustrée sur la Figure 28. Apres seulement 6 heures d’hydrolyse enzymatique, presque de la
moitié de la matiére se retrouvent solubilisées dans la phase aqueuse. Les deux enzymes
utilisées présentent la méme tendance a solubiliser la matiére premiére pour les deux co-

produits de thon et de crevette.
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Figure 28. Solubilisation de la matiere lors des hydrolyses enzymatiques de 6 heures des co-

produits de crevette rouge et de thon rouge.

3.2.2 Composition des différentes fractions issues de ’hydrolyse

Tout naturellement, en utilisant des protéolyses, les fractions solubles sont majoritairement
constituées de protéines (57,75 a 67,9 %), quels que soient la nature des co-produits
hydrolysés (Tab.1let Fig. 29). Les résultats obtenus sur la composition des différentes
fractions obtenues ont montré aussi une teneur en cendres élevée dans les surnageant que dans
la fraction insoluble. En revanche, ces dernieres, présentent des teneurs élevées en lipides.
D’aprés le tableau 11, la teneur en protéines dans la phase soluble obtenue avec hydrolyse en
condition acide pour la crevette et celle obtenue avec hydrolyse en condition alcaline pour le
thon (59,56% et 67,9%) sont les plus élevées et vice versa.

1) Les teneurs en protéines obtenues pour les co-produits de crevette suite a
I’hydrolyse enzymatique en condition acide sont légérement supéricures a celles rapportées
par Randriamahatody et al (2011) dans les mémes conditions acides pour les co-produits de
crevette Penaeus monodon (48,12%). Contrairement a la recherche menée par Vieira et al,
(2005), ou de I’hydrolyse enzymatique en milieu acide de la crevette M. amazonicum résulte

40,1% de proteines par rapport a la matiere seche dans la phase soluble.

Alors que pour les hydrolyses effectuées en milieu alcalin, les valeurs obtenues dans cette
étude, concernant les protéique dans les deux phases solubles et insolubles, sont inférieurs aux

valeurs mentionnées par Synowiecki et Al-Khateeb (2000) et Randriamahatody et al (2011)
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(64,3% et 63,86 a 64,73%) par rapport a la matiere seche obtenue par hydrolyse de carapaces
de crevette Crangon crangon et Penaeus monodon respectivement. D’aprés Randriamahatody
et al (2011), plusieurs recherches ont été menées sur I’hydrolyse enzymatique des co-produits
de crevette par Alcalase (Gildberg et Stenberg, 2001 ; Ruttanapornvareesakul et al., 2005)

résultant des teneurs en protéines tres elevées (86,0% et 89,8% a 91,0%) respectivement.

L’enzyme Pepsine conduit a la production d’un hydrolysat légérement moins riche en
protéines pour les co-produits de thon rouge, contrairement a 1’utilisation de 1’enzyme
Savinase. Ainsi, ’hydrolysat présente des teneurs en protéines moindres a celles obtenues
avec les tétes de thon jaune (Thunnus albacares) (72,1 %) (Nguyen 2009). Néanmoins, dans
notre étude, la fraction insoluble obtenue est Iégerement riche en protéine par rapport a celle
issue de I’hydrolyse alcaline de (Thunnus albacares) (23,6 %). Dans cette étude, les taux de
protéines son similaires aux valeurs citées par Jung et Kim, (2007) (63,9%) lors de
I’hydrolyse pepsique des squelettes de hoki (Macruronus novaezelandiae). La composition en
protéines des hydrolysats lyophilisés remportées par Abdelhedi et al, (2016) est largement
supérieure avec des valeurs allant de 70% a 90% par rapport au poids sec de matiere
lyophilisée. Alors que nos valeurs restent supérieures a d’autre recherches effectuées sur
I’hydrolyse enzymatique des poissons et des co-produits de poissons, déja mentionnées
auparavant, tel que (Liaset et al., 2002; Pastoriza et al., 2003; Aspmo et al., 2005), qui ont eu
des résultats faibles en protéine. Par exemple I’hydrolysat de tilapia Oreochromis
mossambicus, obtenu avec 1’Alcalase expose un taux de protéines de 49,6 % de la matiére

séche (Abdul-Hamid et al., 2002).

2. D’apres les résultats obtenus lors de cette ¢tude, les hydrolyses enzymatiques
effectuées par I’enzyme Pepsine, engendrent des fractions solubles plus riches en matiere
minérale par rapport a la matiére premiére et aux fractions insolubles. Les meilleures teneurs
en cendres des hydrolysats obtenues sont observées pour les co-produits de crevettes et de
thon en condition acide (45,1% et a 22,13% du poids sec respectivement). La valeur en
cendre (45,1%) est supérieure a celles reportées par (Ruttanapornvareesakul et al., 2005 ;
Jung et Kim, 2007) lors de I’hydrolyse pepsique de crevette Penaeus monodon (41,1%), alors
que la valeur (22,13%) est largement inférieur a celle obtenue, dans les mémes condition
d’hydrolyse, pour le poisson hoki (Macruronus novaezelandiae) (35,4%). Par contre, pour les
hydrolyses effectuées en milieu alcalin (par Savinase), les résultats sont approximativement

comparables a celles trouvées sur les crevettes (Ruttanapornvareesakul et al., 2005), sur les
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poissons du genre carangue (Thiansilakul et al. 2007), et sur les co-produits de saumon
(Gbogouri et al., 2004) (de 23,86 a 28,62% ; 24,6% et 22,3% respectivement). Les taux éleves
en cendres dans les deux fractions solubles et insolubles de I’hydrolyse pepsique des co-
produits de crevette sont di a 1’étape de déminéralisation qui a procédée 1’hydrolyse par
Savinase. L’acidité favorise la solubilité des sels de calcium impliqués dans la structure des
exosquelettes de crevette (Jung et Kim, 2007 ; Thiansilakul et al., 2007 ; Nguyen, 2009). Les
teneurs en matiéres minérales des hydrolysats issus d’hydrolyse des co-produits de thon
rouge, dans les conditions alcalines, sont inférieures prés de deux fois de moins que les
valeurs rapportées par Nguyen (2009) sur les thons jaunes (Thunnus albacares) dans les
mémes conditions alcalines (23,7%). Les niveaux tres élevés en matiere minérale dans les
hydrolysats que dans la matiére premiere non digérée, est probablement di a I'ajout de NaOH

pendant la protéolyse afin de maintenir le pH constant (Nasri et al., 2013).

3. En ce qui concerne les lipides, les hydrolyses des co-produits de la crevette et de
thon donnent naissance a des hydrolysats pauvres en lipides par rapport a la composition de la
matiére premiére. Leur teneur varie de 0,96% a 1,52% pour les co-produits de crevette et
entre 8,98% a 20,12% pour les co-produits de thon. Les différences entre 1’hydrolyse en
milieu acide et celui en milieu alcalin sont dues a 1’utilisation du mélange d’Hexane et de
I’Isopropanol concentré (w/w, 200/200 mL) pendant 24 h (étape qui a précédée I’hydrolyse
par Savinase) afin d’éliminer le maximum de matiere grasse des co-produits de thon. Vu que
cette opération n’a éliminé que 50% de lipide, alors cette derniere est dépassée pendant les
autres hydrolyses.

En parlant des co-produits de crevette, les valeurs en lipides sont quasi similaires a celles
obtenues pour les arétes de saumon (Liaset et al., 2003), pour les co-produits de hareng
(Sathivel et al., 2003) 1,6 % et de 0,4 a 1,5 % respectivement. Contrairement, aux résultats

obtenus par Dumay (2006) sur les viscéres de sardine (21%).

Cependant, dans la littérature, d’autres travaux sur les poissons gras, les hydrolyses, ont
contribué a la solubilisation des lipides qui se sont retrouvés dans le surnageant (Bald et al.,
2004; Dumay et al., 2006). Et que d’autres hydrolysats obtenus des co-produits de poisson
présentent des teneurs faibles en lipides. On peut citer les co-produits de colin (Imm et Lee,
1999), de hareng (Liceaga-Gesualdo et Li-Chan, 1999; Sathivel et al., 2003), de capelin
(Shahidi et al., 1995).
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Tableau 11. Composition des différentes fractions des co-produits de thon et de la crevette

apres 6 h de protéolyse avec des enzymes commerciales exprimé en (%).

Co-produits Enzyme  Fraction Cendre Lipide Protéine
Crevette Savinase  Soluble 12,38 + 0,48 1,08 + 0,09 57,75+ 1,05
Insoluble 9,35+1,13 1,32+0,41 22,22 + 0,98
Pepsine Soluble 45,1+1,04 0,96 £ 0,04 59,56 +0.44
Insoluble 21,8 £0,24 1,52 £ 0,28 14,81 + 1,22
Thon Savinase  Soluble 14,55 + 0,06 8,98 + 0,06 67,9+0,07
Insoluble 10,09 + 0,81 13,2+0,78 30,62 +1,34
Pepsine Soluble 22,13 +0,77 13,2+0,61 62,41 + 0,02
Insoluble 598+21 20,12 + 0,84 31,5+0,88
100 7 04 Crevette rouge A 100 7 0 Thon rouge B
80 - 80 -
60 - 60 -
40 - 40
. .
0 - 0 -
Soluble | Insoluble| Soluble | Insoluble Soluble | Insoluble| Soluble | Insoluble
Savinase Pepsine | Savinase | Pepsine |

Figure 29. Distribution des protéines dans les deux phases lors de différentes hydrolyses

enzymatiques de 6 heures.

3.2.3 Composition en acides aminés des fractions solubles obtenues aprés hydrolyse des
co-produits de thon et de crevette

Les hydrolysats ont été quantifiés par chromatographie en phase liquide haute performance
(HPLC, de marque Shimadzu Prominence-i LC-2030C 3D) équipé d'une colonne RESTEK®
(C8 25cm x 4.6mm ,5um) avec un débit de 0,8 mL/min de la phase B : Methanol acide
acetique (pH 3). Les résultats de la teneur en acides aminés (AA) ont été exprimeés en mg de
chaque acide aminé par g d'échantillon. La composition en acides amines a été établie
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uniquement pour les hydrolysats protéiques (HPT A1) et (HECac) et les résultats sont presentés
dans le Tableau 12.

Au premier regard des résultats, en remarque que la composition en acide aminé des
hydrolysats de crevette (HECac) est divisée en parts égales entre les acides aminés essentiels
et non essentiels, contrairement aux hydrolysats de thon (HET 4)) dont les acides (AANE) se
représentent deux fois les acides (AAE).

La composition en acides aminés essentiels des (HECac) est trés importante que celle des
(HET ), elle représente respectivement 50,73% et 36,07% de la totalité des acides amines.
Les acides aminés essentiels majoritaires dans la fraction soluble (HECac) sont : la
phénylalanine (16,06%) suivie par leucine (11,23%), alors que la quantité faible des acides
aminés pour les hydrolysats de thon (HET 4) est composée de : méthionine et thréonine (6,98
et 5,1 %). Les acides aminés (glycine, alanine et Serine) se retrouvent en concentration
supérieure dans les hydrolysats de thon par rapport a celles de la crevette. L’histidine est
I’acide aminé le moins présent dans les tétes de thon. Par ailleurs, la composition est bien
riche en acides aminés exhausteurs de flaveur (acide glutamique, acide aspartique, alanine et
glycine) pour les deux hydrolysats étudiés, elle est en faveur des co-produits de thon par

rapport aux co-produits de crevette.

Tableau 12. Profil en acides aminés des hydrolysats des co-produits de la crevette et de thon
(HECACc, HETAI) (en mg/g du poids sec).

HECxc HET A

LEU 11,23 4,9

PHE 16,06 1,87

VAL 4,93 2,76

LYS 4,7 49

ILE 7,5 3,1

THR 3,78 5,1

HIS 2,1 1,4

MET 6,24 6,98

AAE 56,54 31,01

GLU 12,16 10,26

ALA 6 10,98
ALA : Alanine ; GLY : Glycine; VAL : Valine; LEU : Leucine; ILE : Isoleucine ; THR : Thréonine ;
SER : Serine ; PRO : Proline ; ASP : Acide aspartique ; MET : Méthionine ; GLU : Acide glutamique ;

PHE : Phénylalanine ; LYS : Lysine ; HIS : Histidine ; TYR : Tyrosine. AAE Acides Aminés Essentiels ;
AANE : Acides Aminés Non Essentiels.
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Suite tableau 12. Profil en acides aminés des hydrolysats des co-produits de la crevette et de
thon (HECAc, HETAI) (en mg/g du poids sec).

ASP 13,4 3,8
GLY 8,5 13,2
PRO 10,4 8,6
TYR 3,41 2,91
SER 1,03 5,2
AANE 54,9 54,95
AAE/AANE | 1,03 0,56

ALA : Alanine ; GLY : Glycine; VAL : Valine; LEU : Leucine; ILE : Isoleucine ; THR : Thréonine ;
SER : Serine ; PRO : Proline ; ASP : Acide aspartique ; MET : Méthionine ; GLU : Acide glutamique ;
PHE : Phénylalanine ; LYS : Lysine ; HIS : Histidine ; TYR : Tyrosine. AAE Acides Aminés Essentiels ;
AANE : Acides Aminés Non Essentiels.

A D’exception de la valine dans les hydrolysats de thon, les profils en AA pour les deux
hydrolysats, ont montré un niveau ¢levé d’acides aminés hydrophobes (Ala, Gly, Val, Leu,
Ile, Pro). Des travaux antérieurs avaient montré que la présence de résidus hydrophobes était
responsable de I'augmentation du potentiel antioxydant (Moure, Dominguez et Parajo, 2006;
Zhu, Chen, Tang et Xiong, 2008 ; Randriamahatody, 2012 ; Abdelhedi, 2016).

L’enrichissement des surnageants en acides aminés essentiels au cours d’une protéolyse n’est
pas nouveau. Ainsi, cela a été déja observé lors de 1’hydrolyse des co-produits de calmar et de
sardine (Gildberg et Stenberg, 2001 ; Plascencia-Jatomea et al., 2002 ; Lian et al., 2005,
Kechaou et al., 2009). Ainsi, il pourrait étre noté que les (HET et HECxc) représentent une
bonne source de peptides biologiquement actifs dans les formulations alimentaires

fonctionnelles.

3.3 Identifications des propriétés fonctionnelles des hydrolysats protéiques

3.3.1 Capacité de récupération des radicaux libres DPPH

L’activité de piégeage des radicaux libres DPPH a été largement utilisée pour étudier la
capacité de composé€s a agir en tant que piégeurs de radicaux libres ou donneurs d’hydrogene.
Comme indiqué sur la figure 30, tous les Hydrolysats ont présenté une bonne capacité de
piégeage des radicaux de maniére dépendante de la concentration. Cependant, les hydrolysats
des co-produits de thon et de crevette (HET ac et HECaj) ont montreé les activités de piégeage
des radicaux les plus inférieures. Ces résultats sont conformes aux etudes précedentes
rapportées par Lassoued et al. (2015) et Nasri et al. (2014) montrant que l'activité

antioxydante augmentait avec la concentration.
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Alors que les hydrolysats (HET o et HECac) ont montré la capacité de piégeage des radicaux
la plus élevée (77,84 et 66,83 % a Smg/mL). Comparant a I’activité de piégeage des radicaux
de I’acide ascorbique aux mémes concentrations, les valeurs obtenues pour tous les
hydrolysats sont considérablement inférieures. Les résultats obtenus indiquent que tous les
hydrolysats contenaient certains peptides donneurs d'électrons et pouvaient réagir avec les
radicaux libres pour les convertir en produits plus stables et mettre fin a la réaction en chaine
radicalaire (Wu, Chen et Shiau, 2003, Abdelhedi et al, 2016).

100 -
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Figure 30. Capacité de piégeage du DPPH (%) des hydrolysats a différentes concentrations.
HECa/ac : Hydrolysat protéique de crevette en condition alcaline/acide, HETa/ac : Hydrolysat
protéique de Thon en condition alcaline/acide, A.Asc : Acide ascorbique.

3.4 Recherche des propriétés antibactériennes
Les résultats de 1’évaluation de D’activité antimicrobienne des hydrolysats (HPT, HPC),
préparés a une concentration de 5 mg/ml, testés en contact des bactéries alimentaires
pathogénes (Gram+ et Gram—), et des fongiques, en mesurant la zone d'inhibition de la
croissance nette (exprimée en mm), sont résumés dans le tableau ci-dessous.
Selon les résultats de Barros et al., (2007) sur des extraits méthanoliques de quelques
champignons sauvages comestibles, la lecture des résultats d’inhibition bactérienne est
interprétée comme suit :

v Diametre inférieurs a 7 mm aucune activité antimicrobienne.

v Diametre de 7 a 9,9 mm activités antimicrobiennes faibles.

v Diametre de 10 a 11,9 mm activités antimicrobiennes modestes.

v

Diametre de 12 a 15 mm activités antimicrobiennes élevées.
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Tableau 13. Résultats de la diffusion sur agar semi-solide par la méthode des puits AWDT (Culture
bactérienne en surface) en contact avec les différents hydrolysats protéiques. HPCayac: hydrolysat
protéique de la crevette obtenue par digestion alcaline/acide, HPT ayac: hydrolysat protéique du thon
obtenue par digestion alcaline/acide.

Diamétre d’inhibition (mm)

Souches pathogens HPCy HPCac HPT HPT
Escherichia coli 13,4+£0,3 08,2+0,1 08,3+0,2 140+£0,0
Pseudomonas sp 076+04 08,0+£0,5 - 08,0+ 0,0
Klebsiella sp 12,2+£0,0 149+0,0 06,0+0,1 14,2 +£0,0
Bacillus cereus 125+0,2 075+£0,0 143+1,0 18,1+0,5
Staphylococcus aureus - 10,5+0,0 06,3+1,0 -

Enterococcus sp -

Aspergillus sp - - - -
Candida albicans - - - .

Comme le montre le tableau 13 tous les échantillons ont présenté différents degrés d'activité
antibactérienne contre au moins une bactérie. L’hydrolysat protéique issu de la protéolyse des
co-produits de thon rouge en milieu acide, a montré 1’effet d'inhibition le plus élevé contre la
bactérie Bacillus cereus (18,1mm), contrairement a I’hydrolysat protéique issu de la
protéolyse des co-produits de crevette rouge en milieu acide (7,6 mm).

En fait, tous les hydrolysats ont montré un pouvoir non négligeable contre les bactéries a
Gram+ contrairement aux bactéries & Gram-. Cependant, aucune activité antifongique n’a été
détectée pour les tous les hydrolysats (HPCa,, HPCac, HPTA, HPTAc). Alors que les
hydrolysats HPT 4 ont montré une inhibition modeérée de Staphylococcus aureus et Klebsiella
sp, suivie par les hydrolysats HPC 4 contre Pseudomonas sp et HPCa contre Bacillus cereus

avec des diametres de zone claire pratiqguement similaires.

En outre, quelque soit I’origine des co-produits, I’hydrolyse enzymatique en milieu acide (par
la Pepsine) s’est révélée présenter une activité inhibitrice importante contre Klebsiella sp (de
14,2 2 14,9 mm). Et qu’aucun des échantillons n'a inhibé Enterococcus sp. Les travaux réalises
sur les co-produits de crevette P. monodon (Ruttanapornvareesakul, 2006) ont démontré que
les hydrolysats obtenus par hydrolyse pepsique ont des activités antimicrobiennes similaires a
nos travaux, notamment contre la bactérie Staphylococcus aureus. L’étude réalisée par Jemil
et al.,, (2014) sur lactivité antibactérienne de quelques espéces marines : Sardinelle
(Sardinella aurita), blennie zébrée (Salaria basilisca), gobie (Zosterisessor Ophiocephalus) et

raie (Dasyatis pastinaca), était a I’opposé de nos résultats. Ces auteurs rapportent que les
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bactéries a Gram négatif sont plus résistantes que les bactéries a Gram positif, sauf pour E.
coli, qui a présenté une similarité inhibitrice (de 10 a 16 mm). (Jemil et al., 2014). Les
résultats obtenus couvrent une grande importance, en particulier pour B.cereus et S. aureus,
qui sont bien connus pour leur résistance a un certain nombre de composés phytochimiques et
pour la production de plusieurs types d'entérotoxines causant la gastro-entérite (Halpin-
Dohnalek et Marth, 1989).

Suite aux résultats, les hydrolysats protéiques peuvent étre considérés comme un agent de
conservation naturel contre les agents pathogenes d'origine alimentaire dans l'industrie de la
production alimentaire (Jemil et al., 2014). Les différences détectées dans I'efficacité des
différents hydrolysats sont principalement liées a leur composition peptidique (Ennaas et al.,
2015 ; Abdelhedi et al., 2016). Par conséquent et selon les résultats, les hydrolysats
protéiques peuvent présenter des propriétés non seulement nutritionnelles, mais aussi

biologiques pour une application thérapeutique (Abdelhedi et al., 2016).
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1.2 EXTRACTION ET PURIFICATION DE LA CHITINE ET DE CHITOSANE

1. Introduction

Ce chapitre a pour but d’apporter plus de valeur aux dérivés des co-produits de la crevette
rouge Aristeus antennatus, issus des hydrolyses enzymatiques en milieu alcalin et acide.
Sachant que c'est plus de 60 % du poids de la crevette qui est rejeté. Des solutions actuelles
sont utilisées pour la gestion des co-produits de crevettes qui resident en grande partie dans la
transformation des carapaces en chitine (Muzzarelli, 1993 ; Nouri et al., 2016).

La chitine est le polymeére actuellement le plus étudié, le deuxieme composant tres abondant
dans la nature aprés la cellulose (Ravi-Kumar, 2000). En général, ces biopolymeres sont
facilement obtenus par hydrolyse chimique. Cependant, I'utilisation de ces produits chimiques
peut provoquer une désacétylation partielle et une dépolymérisation de la chitine (Kumari et
Rath, 2012).

Par ailleurs, d’autres méthodes plus douces sont utilisées, telles que la fermentation
bactérienne ou la déprotéinisation enzymatique par des protéases (Maruthiah et al., 2015).
Aussi, le chitosane offre des propriétés avec un grand potentiel pour de nombreuses
applications industrielles (Suzuki et al., 1986 ; Shahidi et al., 1999 ; Kim et Rajapakse, 2005 ;
Lopes et al., 2017). Il présente une activité antimicrobienne face aux différents groupes de
microorganismes, bactéries (gram + et -), virus, champignons et levures (Sagoo et al., 2002 ;
Rodriguez et al., 2003 ; Chien et Chou, 2006).

Dans ce chapitre, il s’agit de tester les dérivés des co-produits de la crevette, ou les chitines
sont comparées a d’autres chitines extraites par voie chimique. Ensuite la chitine est
transformée par en chitosane par différentes désacétylation. Pour enfin, déterminer les
propriétés biochimiques de ces polymeéres et étudier le pouvoir antibactérien et antioxydant

des différentes chitosanes obtenues par les deux méthodes chimiques et enzymatiques.

2 Matériel et méthodes

2.1 ldentification et préparation de la matiere premiere

Les co-produits de la crevette utilisés lors de cette étude sont constitués principalement par les
tétes (partie céphalothoracique) et les carapaces (partie abdomen) (Fig. 31). Un échantillon
d'environ 186 individus (4 kg) a été préleve dans le port de péche de Mostaganem (Algérie).
Les individus d'Aristeus Antennatus ont été decortiquées de leurs coquilles et tétes, dont ils
représentent environs 31,2% du poids total échantillon. Ces co-produits ont été lavés a l'eau

du robinet, séchés (a 25 °C) et broyés dans un broyeur (Waring Commercial Blender, USA).
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Les poudres obtenues (entre 100 et 1000 um de taille) ont été soigneusement collectées et

maintenues a -20 °C jusqu'a leur analyse.

Figure 31. Aspect des co-produits de la crevette rouge (A. antennatus) issus de I’hydrolyse

enzymatique (chitine).

2.2 Méthode d’extraction de la chitine

2.2.1 Extraction chimique de la chitine

De nombreuses méthodes ont été développées afin de préparer la chitine a partir des carapaces
de crustacés. D’une maniere générale, elles consistent a éliminer les minéraux
(Déminéralisation), les protéines (déprotéinisation) et les pigments (blanchiment) (Hirano,
1989).

2.2.1.1 Déminéralisation

La déminéralisation est généralement réalisée par un traitement acide pour solubiliser le
carbonate de calcium et le chlorure de calcium. Les acides les plus fréqguemment utilisés sont
I'acide chlorhydrique et I'acide formique.

Les carapaces en poudre sont traitées avec HCI en différents dosages :

v" Avec HCI 1N et avec un rapport du solide au solvant de 1:10 (p/v, g/mL) pendant 1
heure dans une chauffe ballon a 70°C (Kurita, 2006). Le produit ainsi obtenu est lavé
plusieurs fois a la neutralité du pH, ensuite séché a I’étuve a 105°C pendant 48 h.

v" Avec HCI 5N et le rapport du solide au solvant est de 1:10 (p/v, g/mL) sous-agitation
pendant une nuit a température ambiante. Le produit ainsi obtenu est lavé par 1’eau

distillée plusieurs fois a la neutralité du pH.
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Tout au long de ce processus, des mousses indésirables peuvent se former, ces mousses dues a
la production de dioxyde de carbone (CO2) selon la formule suivante :
[CaCO; + 2HCI = CaCl, + COy(1) + H,0] (1n.2.1)

2.2.1.2 Deéprotéinisation

A I'état naturel, la chitine se présente en association avec les protéines (Chitinoprotéine). En
général, les protéines sont éliminées par un traitement basique a I’hydroxyde de sodium
(NaOH) a différents dosages :

v" Avec NaOH a 2,5 N au ratio 1:10 (p/v, g/mL), c'est-a-dire le produit déminéralisé sec
pour un volume de 10 fois de NaOH, chauffé pendant 06 heures a 70 °C dans un
chauffe ballon (No and Meyers, 1995). Suivi par un lavage continu, afin d’éliminer la
soude résiduelle, et ce jusqu’a ce que le pH de I’eau du lavage atteigne la neutralité.
La chitine ainsi obtenu est séchée a I’étuve a 50°C pendant 24 heures.

v" Avec NaOH a 1,25 N. Donc, sans passer par le séchage, le produit récupéré de la
premiere étape de déminéralisation est ajouté a 100 mL de NaOH (1,25 N), sous
agitation pendant 4 heures a température ambiante (Hamdi et al, 2017). Ensuite, filtrer
et le retenu est lavé plusieurs fois jusqu’a ce que le pH de I’eau du lavage atteigne la

neutralité. La chitine ainsi obtenu est séchée a 50°C.

2.2.1.3 Décoloration

Le blanchiment de la chitine est souvent réalisé par un traitement avec des agents oxydants
tels que: le H,O, (2,5N) en masse dans un rapport 1/10 (solide /liquide; g/mL) a une
température de 30 °C, pendant 3 heures (Onsoyen et Skaugrud, 1990). Le mélange est ensuite
filtré et lavé plusieurs fois avec de 1’eau distillée pour éliminer les composants restants afin
d’obtenir un milieu neutre. La chitine est ensuite séchée a I’étuve a une Température de 70
°C, pendant 24 heures et le produit final est de couleur lIégérement brune. Cette étape est
facultative pour éliminer les pigments, elle est réalisée seulement pour la chitine extraite par
voie chimique dans les conditions suivantes: déminéralisation par HCL a 1N,

déprotéinisation par NaOH a 2,5N.

2.2.2 Extraction enzymatique de la chitine
Cette partie a eté déja signalé, brievement, auparavant dans la partie hydrolyse enzymatique
des co-produits de la crevette, mais elle sera beaucoup plus détaillée dans cette deuxiéme

partie. L ’étape de déprotéinisation est réalisée par une hydrolyse enzymatique qui présente
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I’avantage d’étre la méthode la plus douce que I’hydrolyse chimique, elle permet d’obtenir
une bonne qualité du produit final (chitine et chitosane) afin de I’utiliser plus tard en
alimentation (Nguyen, 2009). Pour cela, deux enzymes Alcaline et acide ont été utilisées :
Savinase (EC 3.4.21.14) et Pepsine (EC 3.4.23.1).

2.2.2.1 La déminéralisation

Les carapaces en poudre sont traitées en trois bains avec HCL 0,55 M et avec un rapport du
solide au solvant de 1:10 (p/v, g/mL), c'est-a-dire 50 g de carapaces en poudres pour 500 mL
de solvant, pendant 30 min a 4°C. Le produit ainsi obtenu est lavé plusieurs fois a la neutralité

du pH, ensuite séché a I’étuve a 45°C pendant une nuit.

2.2.2.2 La déprotéinisation

2.2.2.2.1 Protéase alcaline : Le produit déminéralisé est introduit dans un réacteur a double
enveloppe et homogénéisé avec d'eau distillé dans un rapport 1/10 (p/v, g/mL). Lorsque les
conditions a I’intérieure du réacteur sont maintenues pendant 20 min a 50°C, pH 10, avec du
NaOH (4 N), I'enzyme Savinase est ajoutée a raison de (0,3%). L'hydrolyse est alors réalisée
pendant 03 heures sous agitation en maintenant le pH 10. L’activité enzymatique est inactivé

par la chaleur dans un bain marie de 85°C pendant 20 minutes.

2.2.2.2.2 Protéase acide : Les co-produits sont homogénéisés avec de I'eau distillé dans un
rapport 1/5 (p/v, g/mL) dans un réacteur a des conditions de 40°C et le pH a 2 est maintenues
pendant 20 min avec du HCI (2N). Pour ensuite, I'enzyme Pepsine est ajoutée a raison de
(0,3%). L'hydrolyse est alors réalisée pendant 03 heures sous agitation en maintenant le pH a

2. L’activité enzymatique est inactivée a la neutralité du milieu en ajoutant NaOH (5N).
Les solutions obtenues sont alors centrifugées (4000g, 4°C, 30 minutes) afin de récupérer

d’une part le surnageant (fraction protéique soluble) et le culot (fraction insoluble). Ces

fractions sont ensuite lyophilisées et conservées a 4°C pour analyse.
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2.3 Méthode d’extraction du chitosane
2.3.1 Extraction chimique
Des traitements acides et basiques séveres catalysent la déacétylation (Gizatulina, 2005) et
aboutissent au chitosane (fig. 32). Le chitosane est obtenu par désacétylation de la chitine par
différentes methodes :
v’ Par chauffage a 105 °C, dans une solution de NaOH concentrée a 10 N, selon un ratio
de 1/20 (p/v, g/mL), pendant 4 heures. (Yen et al, 2009).
v Dans un bain d’huile a (130 - 140 °C), la chitine est traitée avec une solution de NaOH
concentrée a 12 N, selon un ratio de 1/20 (p/v, g/mL), pendant 4 a 6 heures (Onsoyen
et Skaugrud, 1990).
Le chitosane produit est ensuite filtré et lavé afin d’éliminer la soude résiduelle et ce jusqu’a
ce que le pH de ’eau du lavage atteigne la neutralité, puis étuvé a 50 °C pendant 12 heures
(Youcefi et Riazi, 2012).
La figure 33, présente un schéma récapitulatif de I’extraction des molécules : chitine et

chitosane par les deux voies chimiques et enzymatiques.

/(‘.00, CH,
O s OH (e l;
N /
NH 4 NH
HO 77— oO—\_—Q HO7~—~L—~0O Chitin
O~ ,,:v-\( HO - -0~ '/",’\: .
< NH 4
OH 0= OH
CHy
v NaOH a 50%
CH,
O O
NH., § NH
HO 7 —~—g~0O N = HO 7 —~&~g—0O
e e — HO — O “%\L') Chltlosan
4 NH, 4
OH OH

Figure 32. Le chitosane, polymeére dérivé de la chitine par désacétylation (Devin, 2015).
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Coproduits de la crevette
(Tétes et carapaces)

l
{ v

Hydrolyse enzymatique Hydrolyse chimique
l \ 4
L’ajout de I’enzyme Déminéralisation
(Pepsine, 40°C, pH 2, HCI 2N) (HCI'IN; 25°C/ 1h)
(Savinase, 50°C, pH 10, NaOH (HCI'5 N; 25°C/18h)
Déprotéinisation
l (NaOH 2,5N; 70°C / 6h)
(NaOH 1,25N; 25°C / 4h)
. Décoloration
Ina.ctlv.atlon de I’enzyme (NaOH 5N, pH 7)_ (H;0, 2.5N; 70°C / 24h
Inactivation de I’enzyme par T° (85°C, 20min)
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/

Chitine
Désacétylation Désaceétylation
(NaOH 12 N, 140 °C, 4h) (NaOH 10 N, 105 °C, 4h)

N\ e
o R,
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Figure 33. Les étapes d’hydrolyse chimique et enzymatique de la chitine et du chitosane issus des
crevettes rouges.
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2.3.2 Calcul des degrés de déprotéinisation et de déminéralisation
Les degrés de déprotéinisation (DP) et déminéralisation (DM), exprimés en pourcentage, sont
calculés par les équations suivantes (Rao et al., 2000) :
DP = 100[(Po Mo) - (PrM/)] /(Po My) (1.2.2)
DM = 100[(Ao Mo) - (Ar M)] /(Ao Mo) (1.2.3)
Ou: My, M,: Masse initiale et résiduelle du produit Py P, : taux de protéine initiale et

résiduelle du produit. Ag A, : taux de cendre initiale et résiduelle du produit.

2.3.3 Degré d’acétylation (DA) du chitosane
La chitine et le chitosane sont principalement caractérisés par leur degré d'acetylation (DA).
Le degré d’acétylation présente le taux du groupe acétylé par rapport au groupe non acétylé.
De nombreuses méthodes sont proposees afin de déterminer le DA sur des échantillons
solides: la spectroscopie IR (Brugnerotto et al., 2001), I'analyse élémentaire (Kasaai et al.,
2000), la RMN solide (Heux et al., 2000), ou sur des echantillons en solution: dosage UV
(Maghami et Roberts, 1988), titrage colloidal (Chen et al., 1997), RMN liquide (Yang et
Montgomery, 2000).
Le degré d’acétylation (DA) est le pourcentage d’unités acétylées par rapport au nombre
d’unités totales, il peut étre déterminé par un titrage a partir d’une base forte. La frontiére
entre chitosane et chitine correspond a un DA de 50%, en deca le composé est hommeé
chitosane et au-dela, chitine. Le chitosane est soluble en milieu acide contrairement a la
chitine qui est insoluble. Il est important de faire la distinction entre degré d’acétylation (DA)
et le degré de déacétylation (DD). L’un étant a I’inverse de I’autre c’est-a-dire que le
chitosane ayant un DD de 85% posséde 15% de groupements acétylés et 85% de groupements
amines sur ses chaines entre chitosane et chitine correspond a un DA de 50%.

v Protocole
On prend 0,1g de notre échantillon (poudre de chitosane aussi pour la chitine) et déposer dans
un bécher. Ajouter un volume de 25 mL de solution de HCI (0,06N). Poser le mélange sous-
agitation a température ambiante durant une heure, ensuite on ajuste avec 1’eau distillé a 50
mL, avec la solution NaOH (0,1N) jusqu’a un pH= 3,75 et on prend le premier volume Vy, il

faut continuer a titrer jusqu’a un pH de 8 est mentionner le deuxieme volume V5.
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Q = (V Naon X 0,1) / (1000 x Mcs) (11.2.4)
Q = nombre de moles de la fraction aminée du chitosane pour un échantillon de 1g. Mcs :
masse seche de chitosane dans la prise d’essai, en g. Vnaon = V2 — V1 = volume versé en ml
de NaOH 0,1M entre pH 3,75 et pH 8.

DA = (1-161 X Q) / (1+ 42 X Q) (11.2.4.2)
DD = (161,16 X V naon XN naor) / Mcs (11.2.4.2)
Et concernant la chitine et par méme principe :
DD =(203,1925 X V naon X N naon) / Mcs (11.2.4.3)
DA =100 - DD (11.2.4.4)

2.3.4 Teneur en chitines

De nombreuses méthodes de quantification de la chitine ont été développées. La plus
répandue, dite de gravimétrie, consiste a éliminer de 1’échantillon tout autre composé que la
chitine, par traitement chimique (Black et Schwartz, 1950). La masse de chitine est calculée
par différence de poids entre I’échantillon initial et 1’échantillon « nettoyé ».

D’autres méthodes sont évoquées par la littérature (Muzzareli, 2003). Cependant, elles ont été
abandonnées au cours du temps. Elles font appelle soit a la colorimétrie (dosage des
osamines, méthode peu reproductible et de faible recouvrement), soit au dosage de 1’acide

acétique, qui est libéré lors de I’hydrolyse de la chitine (Holan, Votruba et Vlasakova, 1980).

2.3.5 Solubilisation du chitosane

La solution du chitosane est préparée en dissolvant 03 g du chitosane en poudre dans 125 mL
d'acide acétique (1%), sous agitation constante pendant 12 h a température ambiante jusqu’a
sa solubilisation.

La solubilité du chitosane a été déterminée selon la méthode de Fernandez-kim (2004). La
poudre de chitosane (0,1 g) a éte placée dans un tube (poids connu) puis dissoute avec 10 mL
d'acide acétique a 1% pendant 30 minutes avec agitation continue. La solution a ensuite été
immergée dans un bain d'eau bouillante pendant 10 minutes, refroidie a température ambiante
et centrifugée a 10000 tr/min pendant 10 minutes. Les particules non dissoutes ont été lavées
dans de l'eau distillée (25 mL) puis centrifugées a 10000 tr/min. Le surnageant a été retiré et
les pastilles non dissoutes ont été sechees a 60°C pendant 24 heures. Finalement, les

particules ont été pesées et le pourcentage de la solubilité du chitosane a été détermine.
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La solubilité du chitosane a éteé calculée en utilisant I'equation suivante:

Solubilité% = 100 (W1 — W,) / (W1—Wo) (11.2.5)
Ou W : poids initiale du tube, W, : poids du tube avec chitosane, W, : poids du tube avec

chitosane finale.

2.4 Composition biochimique

La teneur en eau a été déterminée selon la méthode 950.46 (AOAC, 1990) de I'Association
des chimistes analytiques officiels (AOAC): sechage de I'échantillon dans un four a 105 °C
jusqu'a obtention d'un poids constant. La teneur en protéines brutes a été déterminée selon la
méthode AOAC 970.42 (AOAC, 1990) et un facteur de conversion de 6,25 a été utilisé pour
convertir I'azote total en protéines brutes. La graisse a été déterminée selon la méthode AOAC
960.39 (AOAC, 1990). La cendre a été déterminée selon la méthode AOAC 920.153 (AOAC,
1990): incinération dans un four a moufle a 550° C pendant 24 h. Tous les résultats ont été

présentés sur base séche. (Voir plus de détails en sous-chapitre précédent).

2.5 Activité antioxydante du chitosane
2.5.1 Capacité de piégeage des radicaux DPPH
L’activité du balayage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par (Lopes-
Lutz et al., 2008). C’est un protocole qui différe un peu de la méthode décrite précédemment
(1*" sous-chapitre). Dans des tubes on introduit 2,5 ml de solution chitosane (& 3% de
concentration) et 1ml de la solution méthanolique au DPPH (0,3 mM), Ces mélanges sont
fortement agités pendant 15s par un vortex, les tubes sont placés a 1’obscurité a température
ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée par la mesure de 1’absorbance a 517 nm
contre un blanc constitué par du méthanol pur (Shimada et al., 1992). Un témoin de 1mL de la
solution méthanolique au DPPH (0,3 mM) a été préparé. Et dont les résultats vont étre
exprimés selon la formule de Yamaguchi et al. (1998):

% d’inhibition des radicaux libres = [1 — (ADbS ¢chantilion /ADS tgmoin)] X 100 (11.2.6)

2.5.2 Capacité antioxydante totale (TAC)

La capacité antioxydante totale du chitosane est évaluée par la méthode au

phosphomolybdéne. Ce protocole est deja decrit dans la premiéere partie de ce chapitre.
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2.6 Activité antimicrobienne
L’étude de I’activité antibactérienne du chitosane a été réalisée par plusieurs méthodes :

v Méthode de diffusion en puits AWDT (Agar well Diffusion Test) : le protocole réalisé
sur les quatre chitosanes obtenus par hydrolyse enzymatique et chimique. le test de
diffusion en puits a été deja expliqué précédemment (voir Chapitre 11, partie 1)

Les activités antimicrobiennes des chitosanes ont été testées contre des germes pathogénes
Gram positive (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus et Enterococcus sp.) et des bactéries
Gram négatif (Escherichia coli, Klebsiella sp et Pseudomonas sp.) et 1’activité antifongique a

été testée contre deux souches fongiques (Aspergillus niger et Candida albicans).

Les tests qui suivent vont étre appliqués uniquement sur un seul chitosane (C.HEa. : chitosane
obtenu de I’hydrolyse enzymatique de la chitine en condition acide :

v" Méthodes des spots.

v L’évaluation de la cinétique de croissance des souches pathogénes en présence du

chitosane par deux methodes : le dénombrement des souches et la densité optique.

2.6.1 Diffusion sur agar semi-solide par méthode des spots

Pour ce test on a utilisé notamment deux souches, Escherichia coli (Gram négatif) et
Staphylococcus aureus (Gram positif). Une culture jeune de ces deux souches avec une
charge de 10" UFC/ml (préculture jeune de 8 heures d’incubation a 37°C) est étalée sur une
gélose Muller Hinton semi-solide, le chitosane est ensuite déposé sur ce tapis sous forme de
spots de 80 ul a I’aide d’une micropipette (6 spots pour chaque boite) (Tagg et al, 1976 ;
Riley et Chavan, 2007) (fig. 34). Un spot de bouillon BHIB stérile sert comme un témoin
négatif, ensuite 1’incubation des boites se fait a 37°C en aérobiose pendant 18 a 24 heures.
Aprés incubation, les boites sont examinées pour les zones d’inhibition. Le pouvoir
antagoniste est exprimé par la moyenne de trois diamétres perpendiculaires (Ababsa, 2012).
Pour tous les tests d’antagonisme, les diamétres des zones d’inhibition apparaissant autour des
spots seront mesurés, le résultat est positif si le diameétre de la zone d’inhibition est supérieur
de 2 mm (Tabak et al, 2007).
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Figure 34. Mise en évidence de I’activité antimicrobienne par la méthode des spots.

2.6.2 Cinetique de croissance bactérienne mises en contact avec le chitosane

Les souches ont été inoculées dans 15 ml de bouillon BHI, avec 1666 pl du chitosane en
solution (3% de concentration), une série des dilutions (10, 10°....10®) dans 450 ul de BHIB

a été réalisée (fig. 35), ensuite pour la réalisation de ce protocole, chaque boite contient MH

solide est divisée en trois parties, a 1’aide d’une micropipette chaque partie d’une boite de

pétrie regoit exclusivement 3 gouttes de 1’une des différentes dilutions de 10 ul pour chaque

spot. Aprés avoir depose les différentes dilutions dans toutes les boites, on incube le tout dans
I’étuve & 37°C pendant 24h a 48h (Guiraud, 1998).
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Les colonies présentes sur les boites sont dénombrées apres 24 a 48 h d’incubation a 37 °C.
Uniquement les boites contenant 30 a 300 colonies ont été dénombrées, on utilise pour
calculer le nombre UFC (Unités Formant Colonies) / mL la formule suivante :

N= X colonies x 30 pul / 1000 pl

Ou ; N : Unité Formant Colonies (UFC)

) 50 pl S pl Sl pl A0l S0 ul Sl
dCinoculum A inoculum d'inoculum dinoculum dinvculum d’inoculum

- / .\\1 e N Y Py

450 plL 5 450 uL @ 450 pl. 450 pl. 5 450 pL. 545{1 pl
BHIB BHIB BHIB EHIE BHIB

15 ml BHIB BHIB
+
1666 pl solution 4 _ 0 d =102 d=10" d=104 =10 1104
du chitosane
+
1666 culture
bactérienne / \ /
Q 10 pl pour
_— h s spot
d : dilution 301 chague spo
L J

90 ul
Figure 35. Technique de dilution et de dénombrement par des spots (Schéma de Otsmane).

2.6.3 Mesure de la densité optique

L’¢étude de 1’évolution de la croissance des souches pathogénes a été effectuée dans le milieu
BHIB a 37 °C, en aérobiose. La mesure de la densite optique (DO) avec des
spectrophotomeétres automatiques (JENWAY-7305, Royaume-Uni) a 600 nm permet de
suivre en temps réel la croissance de la biomasse bactérienne dans le milieu de culture avec le
chitosane. Ainsi, la courbe : DOggonm = T (t) a été tracée.

La premiére préculture est réalisée dans 15 mL de bouillon BHIB contenue dans un tube
ensemencée par 1666 plL de la culture de 10’ UFC/ml avec 1666 pL du chitosane en solution,
ce mélange a été agité par un vortex. Puis étuvée a 37°C pendant 18 heures. La densité

optique est mesurée toutes les deux heures d’incubation.
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La DO permet d’estimer la biomasse de la culture et non directement sa concentration en
cellules viables. Cette détermination se fera par la technique de dénombrement de Guiraud
(1998) des unités formant colonies (UFC) sur boite de milieu gélosé (Molmeret et al., 2010).

2.7 Analyses statistiques

Toutes les données ont été exprimées en moyenne + écart type (écart type). Les résultats ont
été analysés statistiquement en utilisant le programme d'analyse de variance ANOVA avec
LSD (STATISTICA 6) et le niveau de signification des données est pris a la probabilité
(p <0,05).

3. RESULTATS ET DISCUSSION
L'analyse préliminaire des constituants des co-produits de la crevette ont été exposés dans la

premiére partie de ce chapitre.

3.1 Rendement en masse de I'extraction de chitine et de chitosane

Le procédé de désacétylation élimine excessivement les groupes acétyle du polymere (chitine)
pour obtenir le chitosane (Fernandez-Kim 2004). La figure 36, nous montre 1’apparence finale
des differents chitosanes obtenus dans notre étude. Cependant, le rendement en masse de
chitosane obtenu a partir de chitines montre une différence entre le taux de chitosane extrait
chimiquement et celui extrait par méthode enzymatique (Tab.14). Nos résultats sont
supérieurs a ceux obtenus par Hajji et al. (2015) sur les carapaces de crabe [Carcinus
mediterraneus (Czerniavsky, 1884)] (10%). En revanche, nos données sont similaires a ceux
obtenues par Hamdi et al. (2017) sur la crevette (Penaeus kerathurus) et par Lassoued et al.

(2015) sur la crevette tachetée (Metapenaeus monoceros) (22,23; 21% respectivement).
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Tableau 14. Les rendements massiques des différents extractions de la chitine et du chitosane a partir
des co-produits d’Aristeus antennatus de la cote ouest algérienne. HC1: hydrolyse chimiquel, HC2:
hydrolyse chimique2, HES: hydrolyse enzymatique alcaline (Savinase), HEP: hydrolyse enzymatique
acide (Pepsine). [Valeurs sont en moyenne mean = SD (n = 3). Les moyennes avec lettres différentes (a-d) dans
une colonne indiquent une différence significative (p < 0,05)].

Rendement (%) Déminéralisation Déprotéinisation Désacétylation
(chitine) (Chitosane)
HC1 52,80 + 0,36" 18,89 + 0,30% 09,02 + 0,97°
HC2 49,05 + 0,98° 20,45 +1,39° 06,65 + 0,76°
HEa 65,48 + 0,52 23,04 + 0,06™ 10,53 + 2,0%
HEac - 25,18 + 1,10 13,23 + 0,45

Figure 36. Aspect final du chitosane obtenu par différentes méthode d’extraction de la
chitine. (A et B) extraction chimique de la chitine, (C et D) extraction enzymatique de la
chitine.

3.2 Degré de désacétylation du chitosane (DD)

Les résultats ont révélé que les pourcentages les plus bas ont été obtenus pour le chitosane
extrait par des méthodes chimiques (65 et 72,34%) par rapport au chitosane obtenu par
procédé enzymatique (89,45 et 91,20%) (Fig. 37). L'analyse statistique ANOVA a montré une
différence entre les différents DD a l'exception du chitosane obtenu par hydrolyse
enzymatique de la chitine (EHas et EHac), pour laquelle aucune différence significative n'a été
détectée (p= 0,095 > 0,05).
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Ces différences dépendent de la maniére dont les échantillons ont été traités : concentrations
de produits chimiques et méthode de purification de la chitine et du chitosane (No et al.,
1989). Il apparait que I'extraction enzymatique (en milieu alcalin ou acide) de la crevette
rouge, suivie d'une désacétylation sévere par le NaOH concentré a haute temperature, permet

d'obtenir un chitosane de meilleure qualité et facilement soluble en raison de son DD élevé

(Fig. 38).
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Figure 37. Le degré de désacétylation du chitosane (DD) obtenu par les différentes extractions de la
chitine a partir des co-produits de la crevette rouge. HC1: hydrolyse chimiquel, HC2: hydrolyse
chimique2, HEA:: hydrolyse enzymatique alcaline (Savinase), HEa.: hydrolyse enzymatique acide
(Pepsine). Lettres ¢ indiquent des différences significatives (p < 0,05).

Figure 38. La solubilité du chitosane dans 1’acide acétique a 1 %.

3.3 Analyse biochimique de la chitine et du chitosane
Selon les résultats obtenus, la chitine obtenue par la méthode chimique (HC1) a une teneur en
protéines plus faible (04,06%) que les autres méthodes (HC2, HEA et HEac) avec une
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différence significative (p < 0,05). De plus, les minéraux de chitine et de chitosane sont
présents, mais en faibles pourcentages (Tab. 2). Quelles que soient les méthodes utilisées
(extraction chimique ou enzymatique), le chitosane obtenu présente une trés faible
concentration de protéines et de minéraux et est completement dégraissé (Tab.15). Ces
résultats sont similaires a ceux obtenus par Hamdi et al. (2017) sur la chitine préparée a partir
de co-produits de Penaeus kerathurus (21,87% de protéines, 1,09% de lipides et 52,64% de
cendres).

Tableau 15. Composition biochimiques de la matiere premiere séchée, de la chitine et du chitosane
purifiés (par rapport a la matiére séche). HC1-2: hydrolyse chimiquel-2, HES: hydrolyse enzymatique
alcaline (Savinase), HEP: hydrolyse enzymatique acide (Pepsine). [Valeurs sont en moyenne mean +
SD (n = 3). Les moyennes avec lettres différentes (a-d) dans une colonne indiquent une différence
significative (p < 0,05)].

Composition (%) Dry matter Ash Lipids Proteins
HC1 95,21 + 0,10 09,37 +0,57° 0,10°® 04,06 + 0,35°
Chitin HC2 94,33 + 0,23 04,11 + 0,41° 0,09 18,55 + 0,47°
EHAI 89,84 + 0,40 05,36 + 0,55° 0,04¢ 11,23 +0,68°
EHAC 89,20 + 0,09 06,86 + 0,21° 0,08 14,70 + 0,30°
HC1 99,04 + 0,92 1,53 + 0,442 0,00 0,65 + 0,40%°
Chitosane HC2 98,31 + 0,86 0,09 + 0,05%® 0,00 0,88 + 0,09°
EHAI 98,00+ 1,29 0,49 +0,01°* 0,00 0,09 + 0,01%
EHAC 98,66 +1,08 0,15+ 0,10°® 0,00 0,04 +0,02°
3.4 Activité antioxydante

3.4.1 Capacite de récupération des radicaux libres DPPH

Tous les chitosanes, obtenus par désacétylation de la chitine, ont présenté une bonne capacité
de piégeage du DPPH d'une maniére dependante de la concentration (Fig. 39). Ces résultats
restes inférieures a ceux obtenus par de I’acide ascorbique aux mémes concentrations. Le
chitosane obtenu a partir de I'extraction enzymatique de la chitine (EHac) et celui obtenu par
extraction chimique (HC1) de la chitine ont présenté la capacité de piégeage la plus élevée a
une concentration de 10 mg / ml (respectivement 76,41% et 72,23%). Alors que les deux
autres chitosanes présentaient des capacités plus faibles a pieger le DPPH (respectivement
67,71% et 65,97%).
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Ces résultats sont inférieurs a ceux obtenus par Yen et al. (2007), sur les crabes (46,4% a
52,3%). La valeur de la concentration inhibitrice semi-maximale (ICs) la plus faible est
enregistrée par le chitosane (C.EHac) (4,97 mg/mL), suivie par du chitosane obtenu par
déprotéinisation chimique de la chitine (C.HC1 et C.HC2) (5,35 et 5,85 mg/mL
respectivement) (Fig.39). Tandis que la valeur de la concentration I1Csq la plus élevée est
signalée dans la solution de chitosane (C.EHaj) obtenu de la chitine a base d’hydrolyse
enzymatique alcaline (6.73 mg/ml). Ces résultats sont quatre fois plus supérieurs a 1’ICs, de
I’acide ascorbique, et nettement supericurs aux valeurs de I’ICso du chitosane extrait de crabe
bleu Portunus segnis (Hamdi et al., 2018) et du crabe Carcinus mediterraneus (Hajji et al.,
2015) (1.76 et 4.66 mg/mL respectivement). Contrairement au chitosane extrait du crabe de
boue Scylla olivacea (Sarbon et al., 2015), la valeur de 1’'ICsq est de 11.37 mg/m, elle est

supérieure a nos résultats obtenus.
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Figure 39. Capacité de piégeage du DPPH (%) du chitosane a différentes concentrations (1, 2.5, 5,
7.5, 10 mg /ml). C.HC1-2 : Chitosane obtenu a partir de la chitine extraite par hydrolyse chimiquel-2,
C.HEAa//ac : Chitosane obtenu a partir de I’extraction enzymatique alcaline/acide de la chitine. A.Asc :
Acide ascorbique.

3.4.2 Activité antioxydante totale
Les capacités antioxydantes totales des chitosanes (C.HC1, C.HC2, C.HEa; et C.HExc) ont
été realiseées a différentes concentrations (0,2 a 10 mg / ml) et sont illustrées sur la figure 40.

De maniére similaire, les chitosanes ont montre une activité antioxydante croissante avec une
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concentration croissante, et I'efficacité antioxydante maximale variant entre 123 et 180 umol /
ml d'équivalents d'a-tocophérol & une concentration de 10 mg / mL. Le chitosane (C.HEx)
avait le pouvoir antioxydant le plus élevé par rapport aux autres chitosanes (180 umol / ml),
mais 1’acide ascorbique a la méme concentration de 10 mg / ml présentait la valeur la plus
élevée (205,19 pumol / ml aux différentes solutions de chitosane. Ces valeurs sont moins

élevées a celles obtenues par Hamdi et al (2017) (272 mmol / ml équivalents d'a-tocophérol).
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Figure 40. Capacités antioxydantes du chitosane a différentes concentrations (0,2, 1, 2,5, 5, 7,5, 10 mg
/ ml) grace aux tests d’activité antioxydante totale. C.HC1-2 : Chitosane obtenu a partir de la chitine
extraite par hydrolyse chimiquel-2, C.HEa/ac : Chitosane obtenu a partir de 1’extraction enzymatique
alcaline/acide de la chitine. A.Asc : Acide ascorbique.

3.5 L’activité antimicrobienne du chitosane

Les activités antibactériennes et antifongiques des chitosanes ont été évaluées par rapport a
quatre souches bactériennes pathogénes humaines : Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Escherichia coli, Pseudomonas sp et deux souches fongiques : Aspergillus niger, Candida
albicans, en mesurant la zone d'inhibition de croissance claire (en mm) (Tab. 16). L’effet du
chitosane soluble dans I’acide acétique CH3COOH (1%) n’est pas le méme sur les bactéries
que sur les champignons (exemple sur Fig. 41). Les résultats ont montré que les solutions de
chitosane ont un effet létale beaucoup plus sur les champignons que sur les bactéries, avec
une différence significative (p < 0,05). Ceci est bien argumenté par les zones d'inhibition dans
les boites de Pétri fongiques (entre 22,71% et 30,08%). Il est également a noter que l'activité

antimicrobienne du chitosane augmente avec un degré de désacétylation élevé. Le chitosane
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avec une DD supérieure (91,20%) inhibe fortement la croissance d’E. coli, mieux qu’une

solution de chitosane avec un DD faible (65%).

Cependant, I'effet d'inhibition des différentes solutions de chitosane est trés important pour les
bactéries a Gram négatif que pour les bactéries a Gram positif. La résistance antibactérienne
la plus élevée contre les bactéries a Gram négatif (29,28 mm) a été observée contre Bacillus
cereus pour le chitosane obtenu a partir de chitine extraite par méthode enzymatique en milieu
acide (pepsine), suivi par 1’autre chitosane obtenu a partir de chitosane extraite par méthode
enzymatique en milieu alcalin (savinase), et ceci est marqué par une zone d’inhibition de
(26,06 mm). Cependant, aucune activité antifongique n'a été notée contre Aspergillus sp pour
toutes les solutions de chitosane analysees.

Comparant les résultats obtenus par I’extraction chimique, les travaux menés par Prabu et
Natarajan (2012) sur les co-produits des crabes (Podophthalmus Vigil) ont donné des résultats
presque proche contre les grammes négatifs (E.coli, 13,04 mm), mais contre les bactéries
gramme positif, les valeurs sont trés inférieures a nos résultats (B. cereus, S.aureus ; 9,17,

8,17 mm respectivement).

Tableau 16. Résultat de la diffusion sur agar semi-solide par la méthode des puits (AWDT) en
contacte avec le chitosane. C.HC1-2: Chitosane obtenu a partir de la chitine extraite par hydrolyse
chimiquel-2, C.HEayac.: Chitosane obtenu de I’extraction enzymatique alcaline/acide de la chitine.[
Valeurs sont en moyenne mean £ SD (n = 3). Les moyennes avec lettres différentes (a-d) dans une
ligne indiquent une différence significative (p < 0,05)].

Inhibition zone diameter (mm)

Pathogenic strains C.HC1 C.HC2 C.HEa C. HEA.
Escherichia coli 10,08 + 0,33% 14,82 +1,01™ 12,38 +1,31° 19,01 + 1,69
Pseudomonas sp. 12,53 +0,79° - - 10,00 + 0,62°
Bacillus cereus 18,20 + 0,04% 17,90 +0,20% 26,07 +0,84° 29,28 + 1,03
Staphylococcus aureus 13,58 + 0,44™ 12,86 +0,81% 14,83 + 0,72 15,11 + 0,24%°
Aspergillus sp. - - - -
Candida albicans 22,71 +0,51° 24,68 + 0,50 20,19 + 0,96 30,08 + 0,28
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Candidaalbicans -

Figure 41. Aspect des zones d’inhibition de la croissance microbienne en présence du
chitosane par la méthode de diffusion en puits.

3.5.1 Diffusion sur agar semi-solide par méthode des spots

Afin d’évaluer le potentiel antibactérien du chitosane par ce test, le spectre d’activité du
chitosane a été élargi contre deux souches pathogénes, Staphylococcus aureus et Escherichia
col. La méthode des spots sur MH semi solide (gélose molle) est une méthode simple qui
permet de tester ’effet du chitosane, les résultats ont confirmé que les bactéries a Gram
positif ont été plus sensibles que celles & Gram négatif vis-a-vis de I’action du chitosane (Fig.
42). Le chitosane possede une activité inhibitrice sur la souche Staphylococcus aureus
importante, le diamétre d’inhibition est de 1’ordre de 13,94 + 0,8 mm et pour Escherichia coli

le diameétre d’inhibition est de 11,23+0.82 mm.
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Figure 42. Pouvoir antibactérien du chitosane (diameétre d’inhibition) contre Escherichia coli
et Staphylococcus aureus.

Selon ces résultats, 1’action du chitosane sur les microorganismes dépend, d’une part de la
structure membranaire de la cellule cible, puisqu’elles posseédent un effet inhibiteur beaucoup

plus sur les bactéries Gram+ que sur les bactéries Gram-. Cette résistante est probablement
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liée a la complexité de 1I’enveloppe cellulaire de ces micro-organismes qui contient une double
membrane, contrairement a la structure membranaire simple des bactéries a Gram+.

En effet, les bactéries & Gram™ sont caractérisées par une couche mince de peptidoglycane et
une membrane externe composée de lipopolysaccharide (LPS) qui n’est pas présente chez les
bactéries a Gram-positif typique. La couche LPS agit comme une barriere contre la
pénétration des molécules hydrophobes (Perry et al., 2009). Dans des travaux précédents, il a
été constaté que les bactéries Gram-négatif telles que E .coli sont apparues plus résistantes a
I'action du chitosane par rapport a des bactéries Gram-positif telles que S.aureus (Coma et al.,
2003 ; Cueva et al., 2010). On note donc, que le chitosane agit sur les bactéries Gram positif
et sur les bactéries a Gram négatif. Cependant, son action sur ces derniéres est moins

importante que celle qui est sur les bactéries a Gram positif (No et al., 2002).

3.5.2 Cinétique de croissance bactérienne mise en contact avec le chitosane

3.5.2.1 Dénombrement des souches

Les deux souches S. aureus et E. Coli ont été dénombrées sur la gélose MH solide par la
méthode des spots. Leur nombre varie de 9,97.10° UFC/ml & 6,26.10° UFC/ml cette charge
microbienne diminue considérablement jusqu’a s’annuler au bout de 6 H pour la souche
S. aureus. Par contre, la charge microbienne de la souche E. Coli varie de 2,8.10° UFC/ml &
4,76.10* UFC/ml aprés 8 heures d’incubation la croissance d’E. Coli est nul. L’inhibition de
ces deux souches bactériennes par le chitosane commence a partir des premiéres heures
d’incubation. Aprés 8 heures d’incubation a 37 °C, aucune culture d’E. Coli et de S. aureus
n’a été obtenue. Cette décroissance atteint le nombre 0 UFC/ml, ¢’est I’inhibition totale. Ces
résultats ouvrent des perspectives intéressantes pour lutter contre les intoxications
alimentaires, en utilisant des potentialités biologiques et les interactions entre les
microorganismes afin de réduire ainsi I’effet secondaire indésirable des produits chimiques

appelés conservateurs.

3.5.2.2 Mesure de la densité optique

Le suivi de la croissance par la mesure de la densité optique (600 nm), a des intervalles de
temps : Oh, 2h, 4h, 10, jusqu’a 18 heures d’incubation a 37°C, d’une culture de deux souches
ciblés (Staphylococcus aureus et Escherichia coli) est illustré dans les figures ci-dessous. La
cinétique de croissance des bactéries varie en fonction du temps pour les deux souches en

présence du chitosane dans le milieu.
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Figure 43. Mesure de la cinétique de croissance de la souche Staphylococcus aureus mise en contact
avec le chitosane a DOgyo NmM a 37°C.

On note pour les résultats obtenus de la mesure des variations de la DO avec une longueur
d’onde égale a 600 nm de Staphylococcus aureus, que la courbe décroissante de la mesure en
fonction du temps, est caractérisée par la premiere phase de déclin qui se déroule entre 0
heures a 12 heures d’incubation a 37°C en culture mixte (BHIB+ chitosane + S. aureus).
Ainsi, la décroissance bactérienne continue, qui est due a I’activité antimicrobienne du
chitosane, est en diminution de la densité optique de 0,725 jusqu’un 0,009. La deuxiéme

phase est demeurée fixer a une DO de 0,009 apres les 12 heures d’incubation (Fig.43).
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Figure 44. Résultats de la mesure de cinétique de croissance de la souche Escherichia coli mise en
contacte avec le chitosane a DOgyonm aprés chaque deux heures d’incubation a 37°C.

Selon le graphe 44 des résultats obtenus pour E .coli, le déclin de la courbe de croissance de la

bactérie en présence du chitosane, se déroule dans les premiéres heures environs, 10 heures
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d’incubation en atteignant le zéro. Cette réduction témoigne de la décroissance bactérienne

continue, qui est due a I’activité antimicrobienne du chitosane.

11.3 VALORISATION DES CO-PRODUITS DE THON ROUGE : APPLICATION A
LA MICROBIOLOGIE

1. Introduction

L’objectif a atteindre dans cette troisieme partie de ce chapitre, est de mettre en valeur le
broyat de ces co-produits (téte, peau, viscéres, nageoires, etc....) aussi bien que la fraction
insoluble issue de I’hydrolyse enzymatique des co-produits de thon, déja évoqué dans la
premiere partie de la recherche. Ces deux variétés de produit vont étre utilisées dans le
domaine de la microbiologie en les utilisant comme source d’azote composant des milieux de
culture pour les microorganismes. Puis étudier la possibilité d’utiliser la matiére premiére (CO-
produits) du thon comme source de bactéries a intérét industriel entre autres les bactéries

lactiques.

2. Matériels et méthodes

2.1 Hydrolyse chimique et préparation de I’isolat protéique

L’isolat protéique désigne un produit qui est caractérisé par sa richesse en teneur en protéines
avec un faible taux de cendres. La préparation d’un isolat protéique est réalisée par une
succession de différentes étapes (Sajot, 1979): Deéprotéinisation, dépigmentation,

déminéralisation et délipidation (Fig. 45).

2.1.1 Hydrolyse alcaline

Il s’agit d’une hydrolyse chimique par une solution de NaOH (0,12 N) ajoutée a un
¢chantillon pour atteindre le pH 12,5 nécessaire pour 1’hydrolyse totale de I’échantillon, et
chauffée a 70°C pendant 120 min pour accélérer 1’hydrolyse. On peut faire un tamisage pour
éliminer les parties de déchets non dégradées.

Généralement, I’étape du blanchiment est réalisé¢ par I’ajout d’eau oxygénée H,O, (pH 3,5-
4 ,5), pour atteindre un pH de 11,5 du mélange précédent. Il faut chauffer a une température
faible 50°C pendant 30min. La précipitation est faite par I’ajout d’un acide fort (HCI
concentré) afin de stabiliser 1’action de I’eau oxygénée et pour précipiter les protéines car le
pH du milieu devient dans les alentours de 4,5. Puis, on réalise une centrifugation pour

séparer le liquide du précipitat.
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L’extraction des graisses se réalise a partir du précipitat obtenu 2 a 3 essais d’extraction a
I’aide d’une solution de I’isopropanol. Cette extraction est facilitée par un chauffage a 60°C
pendant 15 min, et une centrifugation est exigée afin de séparer un surnageant (composé de
I’huile + isopropanol) et un culot.

Le culot exempté de matiere grasse sera lavé 2 a 3 fois puis sécher dans une étuve a 50°C. A
la fin de ces étapes, on a un produit sous forme d’une poudre qu’on peut I’appeler « isolat

protéique ».

Coproduits de thon

l

Hwdrolvse alcaline
(Solation de WaQOH 012N

|

Blanchiment (H202)
ipH 3.5 -4 .5)

!

Precipitation

Centrifugation

!

Extraction des graisses

|

[solat protéique

Figure 45. Diagramme de la fabrication d’un isolat protéique

2.2 Caractérisation biochimique des produits obtenus
Les teneurs en protéines, lipides, cendres ainsi que le taux d’humidité des co-produits de thon
et de I’isolat protéique ont été¢ déterminées selon les méthodes respectivement n°984.13,

927.05, 920.39B et 942.05, (AOAC, 2000). Un facteur de 6.25 a eté utilise pour convertir la
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valeur de l'azote en protéine. Ces méthodes ont été détaillées au paravant en sous-chapitre

précédent.

2.3 Préparation des milieux de culture
Un milieu de culture est une préparation au sein de laquelle des micro-organismes peuvent se
multiplier. 1l doit donc satisfaire les exigences nutritives du micro-organisme étudié ce qui
implique. (Meyer et al., 2004) :

v Couvrir les besoins en ions minéraux, en facteurs de croissance, apporter la source de

carbone et d’énergie ;
v' Présenter un pH voisin du pH optimal ;
v’ Présenter une force ionique optimale (le milieu peut étre isotonique mais ce n’est pas

obligatoire).

2.3.1 Préparation d’un milieu de culture pour des bactéries lactiques

Afin de préparer le milieu universel (MRS : Man, Rogosa and Sharpe; 1960) et d’autres
milieux de culture MRS modifié (MRSy) dans lequel I’isolat protéique ou la poudre du culot
(ou fraction insoluble FIH) issue de I’hydrolyse enzymatique alcaline de thon sont additionnés
a la préparation des milieux de culture, le protocole suivant était nécessaire : la quantité de
peptone ajoutée dans la préparation (MRSt) témoin est remplacée dans la préparation du
milieu (MRSy;,) par la poudre (FIH). Alors que le milieu (MRSy,), la peptone est remplacé

par I’isolat protéique des co-produits de thon.

2.4.2 Préparation d’un milieu de culture pour des bactéries E. coli

Dans ce cas, on a préparé un milieu universel (TGEA : Tryptone Glucose Extract Agar) et
d’autres milieux de culture modifi¢ (TGEAy) dont lequel on a introduit soit (FIH), soit
I’isolat protéique. Le milieu (TGEAw;) est préparé en remplacant la peptone par (FIH) des co-
produits de thon. Quant au milieu (TGEAwm), ce dernier est préparé a base de 1’isolat
protéique des co-produits de thon a la place de peptone.

e Mode d’emploi

L’¢laboration des milieux de culture se fait a partir des poudres déshydratées. Au moment de
I’emploi, on pese avec précision une quantité de poudre équivalente a la quantité de milieu
dont on a besoin (la préparation de milieu de culture est mentionnée sur 1’étiquetage
d’emballage du produit) additionnée avec 1000 ml d’eau distillée. L’ensemble poudre et eau

distillée est chauffé sur plaque chauffante avec une agitation a 1’aide d’un barreau magnétique
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jusqu’a leur ébullition pour assurer une bonne dissolution des cristaux (chaque milieu a un pH
précis, TGEA pH de 7£0,2 et MRS pH de 5,4+0,1). Les milieux sont ensuite répartis dans les
flacons avant d’étre autoclavés (pendant 20 minutes a 121°C). La composition des milieux
(MRS et TGEA).

2.4 Isolement des bactéries lactiques

Un protocole standard d’isolement et d’identification de ce type de bactéries a été suivi. Une
solution a été préparée a partir de 10 g d’échantillon (poudre des co-produits de thon) dans 90
mL d’eau physiologique. A partir de cette solution mére, des dilutions décimales 10° et 10°®
ont été incubées dans un bouillon MRS (a 30 °C pendant 24 a 48 h). Un résultat positif est
indiqué par une turbidité dans le bouillon. A partir d’un tube positif, un prélévement de 0,1
mL a été étalé sur gélose MRS en surface. L’incubation se fait en anaérobiose a 30 °C

pendant 24 h a 5 jours.

2.4.1 L’identification des souches isolées
L’identification des bactéries lactiques a été faite selon les techniques décrites par Guiraud et
Galzy (1980), Garvie (1986 a, b), Petransxiene et Lapied, (1981) ; Guiraud (1998) ; Bourel et

al., (2001) en plusieurs tests :

2.4.2 Caracteres morphologiques
v Une observation macroscopique permet de décrire I’aspect des colonies, obtenues sur
milieu gélosé (taille, pigmentation, contour, viscosité...)
v' L’examen microscopique a été effectué, apres coloration de Gram sur une culture
jeune de 24 h. Les formes caractéristiques des cellules microbiennes, leur
arrangement, la présence ou non de spore et leur coloration de Gram ont été

déterminées. Les cellules sont examinées au microscope optique (x100).

2.4.3 Caracteres biochimiques
v L’activité catalytique consiste a prélever une colonie sur gélose MRS et dissociée dans
une goutte d’eau oxygénée (H20,) a 10 volumes. Le résultat est immédiat et se
caractérise par un dégagement gazeux (O,) si la catalase est présente (Devoyod et
Muller, 1969).
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v Un test de la croissance bactérienne a différentes températures permet de distinguer les
bactéries lactiques mésophiles des bactéries lactiques thermophiles (Bouix et Leveau,
1991 ; Larpent et Larpent-Gourgaud, 1997). Les souches développées ont été
ensemencées dans MRS bouillon a deux températures différentes (a 15°C pendant une
semaine) et (a 45°C pendant 24 a 48 h).

v’ Le test fermentaire a été effectué par 1’ensemencement des souches dans le bouillon
MRS glucosé contenant la cloche de Durham et incubé (a 37°C, pendant 24h a 48h).
Le développement d’une bactérie hétérofermentaire se manifeste par 1’apparition de
gaz dans la cloche de Durham, qui est absente chez les bactéries homofermentaires
(Bourgeois et al.,1996).

3. RESULTAT ET DISCUSSION

3.1 Analyse biochimique de I’isolat protéique

D’aprés les différentes étapes d'extraction de I’isolat (concentré) protéique issu des co-
produits de thon rouge, le rendement massique obtenu présente un taux faible de 24%
seulement.

A la lecture de ces résultats, présentée au tableau 17, les données ont montré un taux de
protéines tres élevé dans ce produit (83,23 %) avec une faible teneur en lipides et en cendres,

en donnant a ce produit une qualité nutritionnelle potentielle.

Tableau 17. Composition biochimiques exprimé en (%) de la poudre des co-produits et de I’isolat
protéique par rapport a la matiere seche.

Composition Matiere séche Cendre Lipides Protéines
Concentré protéique  96,1+045 7,21+0,09 8,32+0,71 83,23+0,67

3.2 Analyses microbiologiques

3.2.1 Etude microbiologique sur les milieux de culture modifiés

D’aprés la figure 46, les milieux de culture MRS préparés avec les co-produits de thon
(MRSw) et I’isolat protéique (MRSy2) sont de couleur transparente et de structure homogene
que ceux du témoin. Les colonies de la bacteérie lactique sont de couleur blanchatre, convexes,
lisses, & bord régulier et de petites tailles d’un diamétre d’environ 2 mm. La figure 46, montre
qu’il existe une différence liée au nombre de colonies bactériennes développés sur les trois

milieux de culture. L’apparition de ces bactéries exige une incubation plus lente sur les deux
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milieux modifiés MRSy, et MRSy, (3 et 4 jours) par rapport au milieu témoin qui a nécessité
seulement 2 jours pour l’apparition de la bactérie. Ces périodes sont nécessaires pour
favoriser le développement de la bactérie lactique normalement en dégradant les composants

essentiels présents dans le milieu tel que : les protéines.

Figure 46. Aspect du développement bactérien sur gélose MRS aprés 48 h d’incubation.
A) MRS témoin, B) MRSw1, C) MRSy,

Concernant la croissance de I’E.coli, le développement de la bactérie sur les trois milieux était
important et similaire par rapport au nombre de colonies développées, mais avec un léger

écart au niveau de la durée de I’apparition bactérienne.

3.3 Isolement des bactéries lactiques a partir des co-produits de thon

Sur les deux milieux MRS bouillon (avec des dilutions 10 et 10°® de solution des co-produits
de thon) et aprées une incubation a 30°C pendant 24 a 48 h, nous avons obtenus des résultats
positifs indiqués par une turbidité dans le bouillon MRS. Cela nous a poussé a réaliser
d’autres analyses approfondies : Isolement sur MRS gélosé et coloration de Gram afin de

confirmé la présence de la bactérie lactique (Fig.47).

Figure 47. (A) Aspect de la bactérie lactique en milieu MRS, (B) observation microscopique

de la bactérie aprés coloration de gram (X100).
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L’ensemencement sur gélose MRS acidifié a donné lieu, aprés incubation de 24 a 48h, a des
colonies caractéristiques d’une seule bactérie lactique, identifiée selon 1’observation
microscopique qui donne a une bactériec a Gram positif et d’une forme de batonnets (bacilles)
(fig.47.B). La bactérie développée, est dite thermophile car elle s’est développée a 45°C et pas
a 15°C et caractérisé aussi par un catalase négatif. Donc ¢’est une bactérie lactique du groupe

Thermobacterium.
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CHAPITRE III : ETUDE DE L’EFFICACITE NUTRITIONNELLE DES HYDROLYSATS PROTEIQUES EN AQUACULTURE

CHAPITRE Il : ETUDE DE L’EFFICACITE NUTRITIONNELLE DES
HYDROLYSATS PROTEIQUES OBTENUES EN AQUACULTURE DE L’HYBRIDE
TILAPIA ROUGE (OREOCHROMIS SP).

1. Introduction

L'aquaculture est I'un des secteurs de production alimentaire les plus dynamiques dans le
domaine aquatique et devrait jouer un réle clé pour répondre a la demande croissante de
produits de la péche en raison de l'augmentation de la population humaine et du déclin des
ressources halieutiques. Prés de la moitié des poissons sont destinés a la consommation
humaine (FAO, 2014; Sing et al., 2014; Zhang et al., 2014). En Algerie, les principales
activités aquacoles sont surtout concerné a l'empoissonnement avec des especes introduites
dans des plans d'eau naturels et artificiels (tel que Cyprinus carpio, Tilapia zillii, Micropterus
salmoides, Aristichthys nobilis, Hypophthalmichthys molitrix .....etc. En vue de développer la
péche continentale et I'aquaculture intégrée a l'agriculture, deux espéeces ont été importés
Hypophthalmichthys molitrix de Hongrie et Oreochromis niloticus d'Egypte.

La culture de ces espéces en Algeérie est une activité introduite récemment et on est encore au
stade de développement, elle se limite principalement au vaste systeme de culture en bassins
destinés a I’irrigation des terres agricoles. Ce type d’’elevage dépend en effet intégralement
d’une alimentation exogene qui représente par conséquent une part élevée des charges
d’exploitation, pouvant atteindre 60% (Medale et Kaushik, 2009). Cette activité soumise a de
fortes contraintes, aussi bien économiques qu’environnementales doit disposer d’aliments
performants. Dans cette optique, I’introduction des hydrolysats protéiques en faible
proportion est intéressante car elle permet d’améliorer les qualités nutritionnelles des aliments
a haute teneur en protéines végétales ce qui se traduit par un impact positif sur la croissance.
De nombreuses €études sur les effets de 1’inclusion de tels hydrolysats dans I’alimentation des
poissons d’’elevage sont menées. Cependant, si certains auteurs constatent une amélioration
de la croissance chez certaines espéces pour des taux de substitution de la farine de poisson
compris entre 5 et 25 % (Aksnes et al., 2006; Srichanun et al., 2014; Refstie et al., 2004),
d’autres ne rapportent pas de tels effets (Savoie et al., 2006).

Dans le cas de I’aliment expérimenté sur la croissance et la production du tilapia rouge
hybride (Oreochromis mossambicus® x O. niloticus®), aucune étude n’a été réalisée en
introduisant les hydrolysats issus des co-produits de thon dans la fabrication de 1’aliment. De

ce fait, nous proposant dans cette partie de tester d’évaluer I’impact des hydrolysats de
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crevette et de thon sur les performances de croissance des poissons tilapia rouge nourris par
ces aliments expérimentaux. Les résultats obtenus font 1’objet d’une publication soumise dans

la revue « Aquaculture ».

2. Matériel et méthodes
2.1 Présentation de la station d’expérimentation
Le projet de I’écloserie a été réalis¢ dans le cadre du programme de soutien a la relance
économique 2005-2009. Ce projet vise I’enpoissonnement des plans d’eau au niveau national,
en évitant I’importation d’alevins de la Hongrie.
La station se situe a proximité du barrage de Tabia, sidi Ali Ben Youb de 20 Km au sud de la
wilaya de Sidi Bel Abbes, avec une superficie de 6 Hect (Fig. 48). Le projet a été réalisé par
la société hangroise « INNOFLEX ». dont les objectifs sont :

v" Reproduction des poissons d’eau douce.

v Recherche, formation et démonstration, vulgarisation des techniques et technologie.
Les espéces ciblées : Sandre, black bass, carpe chinoise, carpe indienne et tilapia.

Figure 48. Vue satellitaire de la localisation du station d’écloserie (CNRDPA) prés du
barrage Sidi Ali Benyoub, W-SBA.

2.2 Matériel d’élevage
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Les alevins de tilapia utilisés lors de cette expérience proviennent de 1’écloserie mobile
(CNRDPA) de Tabia (wilaya de Sidi Bel Abbes), ou I’expérience a été menée pendant quatre
mois. L’espéce étudiée (Fig. 49) est un hybride obtenu par un croisement de deux especes de

tilapia Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) et Tilapia mossambica (Peters, 1852).

Figure 49. Photographie de Tilapia Oreochromis sp

Les expérimentations ont ét¢ menées a I’écloserie dans des bassins en fibre de verre de forme
circulaire de 2 & 5 m®. Les paramétres de qualité de l'eau tels que la température, le pH,
I'oxygéne dissous (DO), I'ammoniac et les nitrites ont été effectuées dans le laboratoire
d’analyse de ’ADE de Sidi Bel Abbes et dans les laboratoires du centre (CNRDPA). Les
parameétres de qualité de I'eau ont été maintenus a 27,22 + 1,03 °C ; DO a 5,9 £ 0,82 mg/I; pH
a 7,01 + 0,28 ; ammoniac a 0,001 + 0,001 mg/l et nitrite a 0,151 + 0,01 mg/l pendant toute la
période de I'étude.

2.3 Fabrication de la farine de poisson a base des co-produits de thon

Aprés hachage et broyage des co-produits de thon, ces derniers sont cuits a vapeur pendant 20
min. La modification de la texture du produit, en coagulant les protéines, libere une partie des
matieres grasses et favorise I'extraction de la phase liquide au pressage. Cette étape est
essentielle pour la qualité du produit final. Une cuisson trop poussée détériore la matiere
premiere par rupture du tissu conjonctif et des chaines protéiques. Au pressage, le gateau
devient trop mou et le jus de presse est chargé de solides en suspension (Guerreiro et Retiere,
1992).

Par la suite, I'eau et la matiere grasse (appelées jus de presse) sont séparées immédiatement de
la phase solide dans des conditions a températures élevées pour diminuer la viscosité des
huiles. Cette étape de presse, donne un gateau avec des teneurs en eau et en huile fortement
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réduites. L'humidité est baissée de moitié. Le jus de presse (qui contient de 1’eau, de I’huile,
des protéines dissoutes, des vitamines, des minéraux...) est alors centrifugé pendant 40
minutes a 4000 tours par minute afin de permettre la séparation de I'huile. Le jus « maigre »
résultant est ensuite concentré a 1’aide d’un évaporateur rotatif (rotavapor) jusqu’a réduire le
volume de moitie.

Le concentré obtenu est ensuite remélangé avec le gateau de presse puis séché a 45°C pendant
6 h et broyé a I’aide d’un broyeur. Le broyat est ensuite tamisé a 1’aide d’un tamis de 1mm de

maille. Cette farine sera plus tard, employée dans la fabrication de 1’aliment de tilapia (Fig.
50).

Coproduits de thon rouge

l

Cuisson a vapeur

l

Pressage

!

Séchage du Gateau
de pressage

l

Broyage

Farine de poisson

Figure 50. Schéma technique de fabrication de la farine de poisson.
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2.4 Formulation des aliments pour Tilapia

La ration est a base de tourteau de soja, de son de blé et de mais dont les compositions sont
indiquées dans le Tableau 18. Ces trois matiéres premiéres constituent les principales sources
d’énergie. Les différents dérivés d’hydrolyse et de la farine des co-produits de thon sont

ensuite incorporés pour fournir les protéines animales.

Afin de valider I’intérét de substituer tout ou partie des protéines animales dans I’aliment par
des hydrolysats, des essais comparatifs sont effectués par rapport a deux aliments témoins. Le
premier est celui qui contient uniquement des protéines végétales (AT1) (voir Annexe I,
Tab.4), il sert de témoin négatif. Le régime (AT2) constitue le témoin positif et correspond a
la composition des aliments utilisés actuellement on aquaculture (Fig.51) (aliment commercial
« COPPENS », voir composition en annexe Il, tableau 3. Deux régimes (Al et A2) contenant
respectivement les hydrolysats protéiques de la crevette et de thon (HPCac et HPT ). Tandis
que le troisieme régime A3 est réalisé par un mélange de farine de poisson et d’hydrolysat de
crevette (FT + HPC,ac) (Tab. 19). Ces trois aliments permettent ainsi de faire la différence
entre les effets provoqués par les hydrolysats protéiques a base animale dans 1’aliment. Dans
le cadre d’une premiére expérience de conditionnement alimentaire, les prélévements ont été
effectués aprés 111 jours d’alimentation pour déterminer 1’influence des régimes

expérimentaux sur I’assimilation des protéines. Les parameétres zootechniques ont été suivis.

Figure 51. Types d’aliments commerciaux utilisés comme témoins positifs : (A) GARDON
(1.5 mm pour alevins) et (B) PREMIUM COARSE (6.0 mm pour adulte) de la marque
Coppens (d'origine : Allemagne).
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2.4.1 Procédé de la fabrication des aliments

Toutes les matieres premieres en poudre (sauf I’huile) entrant dans la composition des
aliments sont pesées et mélangées entre elles puis l'huile est ajoutée. De 1’eau est ensuite
incorporée au mélange afin d’obtenir une pate adaptée au pressage. Les filaments résultants
du pressage sont ensuite séchés a 35°C et coupés en granulés a I’aide d’un mixeur (Voir les
étapes de préparation en Annexe Il. Fig.2). Ces granulés sont ensuite calibrés a 1’aide de

plusieurs tamis métallique, pour obtenir des particules de différentes tailles (Fig. 52).

Tableau 19. Composition des rations expérimentales a densité constante de protéines, quantités en
o/kg de farine.] CMV : Compléments Minéraux et Vitaminiques ; HPCx. : Hydrolysat protéique issue
de I’hydrolyse acide (Pepsine) des co-produits de crevette ; HPT,, : Hydrolysat protéique issue de
I’hydrolyse alcalin (Savinase) des co-produits de crevette; FT: farine de thon]

Composition (%) Rations prépareés
Al A2 A3

Son de ble 12 12 12
Farine de mais 25 30 14
Tourteau de soja 35 35 24,5
HPCac 25
HPT 20
FT + HPCac (9/1, wiw) 45
Phosphate bicalcique 0 0,8 1
Carbonate de calcium 0 1 1,5
Huile de soja /poisson 2 0,2 1
CMV 1 1 1
Composition analytique
Matieres minérales (%) 5,02 4,07 5,33
Matiéres protéiques (%) 40,50 41,34 44,37
Matiéres grasses (%) 11,92 13,5 14,21
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Figure 52. Types de tailles de I’aliment fabriqué au niveau du laboratoire.

2.5 Fréquences de nourrissage

Les expériences ont été menées sur des alevins de masse initiale maximale de 0,22 + 0,14 g et
de taille initiale maximale de 2,6 + 0,3 cm. Au total, 1000 alevins de tilapia rouge ont été
sélectionnés et réparties dans cing bassins a raison de 200 individus par bassin. La biomasse

moyenne initiale était de 44 g par bassin.

Les poissons ont été nourris trois a quatre fois par jour pendant la période expérimentale a un
taux d'alimentation qui varie selon le poids corporel du poisson. La croissance du poisson a
été contrblée en pesant le poids, la taille et la biomasse du poisson toutes les deux semaines.
Selon les études réalisés par Rakocy (1989) et Lazard (2007), nous avons estimés les rations
alimentaires optimales quotidiennes de 15% de la biomasse pour un poids d’alevins de moins
de 5 g, elles deviennent plus faible (10% de biomasse) pour des poids de juvéniles entre (5 et

20 g), pour devenir (4%) pour un poids de poisson de plus de 20 g.

2.6 Estimation des performances zootechniques

Apres 4 mois d’élevage, différents paramétres ont été calculés pour suivre la croissance de
tilapia (le taux de survie, le gain de poids, le ratio de conversion alimentaire et le coefficient
d’efficacité protéique ont été détermines pour chaque bassin comme suit (Rosenfeld et al.,
1997 ; Cruz-Suérez et al., 2007) :

» Gain de poids
La croissance pondérale de tilapia a été déterminée en pesant les poissons.
v' Gain moyen quotidien (GMQ)
Le gain moyen quotidien (GMQ) ou taux de croissance journalier (TCJ) représente le gain
moyen de poids quotidien obtenu durant la durée de I’¢levage. Il se traduit par 1’équation :

GMQ (g/j) = (Poids moyen final — Poids moyen initial) / Durée de I’expérimentation
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v Gain de poids absolu (GPA): Appelé couramment gain de poids moyen, ce
critére permet d’évaluer la croissance pondérale des poissons pendant un temps donné. 11 est
calculé & partir de la formule ci-dessous :

GPA (g) = Poids moyen final - Poids moyen initial (IV.2)

» Taux de croissance spécifique (TCS)
Ce coefficient permet d’évaluer le poids gagné par le poisson durant I’expérience, en

pourcentage de son poids vif.

T.C.5. (%0/j) = [In (poids final) — In (poids initial)] x 100

Durée de I’expérience en jours

- Taux de survie
Le taux de survie est calculé a partir du nombre total de poissons a la fin de I’expérience et de
I’effectif en début d’élevage, selon la relation ci-dessous :

Taux de survie = (Nombre de survivants x 100) / Nombre initial de tilapia

- Consommation alimentaire journaliére (CAJ) :
CAJ = (Aliment distribué/X jours (g) — Aliment refusé/X)/ X jours

- Indice de conversion ou Indice de consommation (IC)
L'efficacité d'un aliment est exprimée par la valeur du coefficient de conversion alimentaire,
appelé également quotient nutritif (QN). Au sens mathématique du terme, I’IC est I’inverse de
I’efficacité alimentaire, est défini comme le rapport entre la quantité d'aliment sec consommé
par unité de gain de poids absolu du poisson. Il permet de donner une idée de I’efficacité
alimentaire d’un aliment ou d’une stratégie alimentaire.

Indice de Consomimation (IC)

Adiment consonune pendant une periodelg)
I

ain de poids durant la menmne période

- Coefficient d’Efficacité Protéique (CEP)

Le Coefficient d’Efficacité Protéique d’un aliment est le rapport entre le gain de poids du
poisson et la quantité de protéines ingéerée. Cette derniere est calculée en multipliant la
quantité totale d’aliment utilisée tout au long du test par le pourcentage de protéines dans
I’aliment. Selon (alliot et al., 1984), plus la valeur du rapport (CEP) est grande et plus la

valeur biologique des protéines est grande.
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Le CEP est calculé comme suite :

CEP = Gain de poids (g) / Protéines ingérées

3. Résultats et discussion

3.1 Rendement et qualité biochimique de la farine de thon

La fabrication classique de la farine de poisson obtenue des co-produits de thon rouge, au
niveau du laboratoire, nous a permis d’obtenir un produit final de 37 %. Ce résultat est
énormément élevé par rapport au rendement obtenu par Ifremer par 1’usine de transformation
du poisson inter péche d’un écart de 20% (Guerreiro et Retiere, 1992). D’apres la composition
chimique de la farine obtenue, en tableau 20, cette derniére est potentiellement riche en
protéines (63,54 %) avec une quantité considérable de lipides (13%). Ces valeurs sont

intéressantes et vont étres prises en considération dans la fabrication de 1’aliment de tilapia.

Tableau 20. Composition biochimiques exprimé en (%) de la farine de thon en poudre par
rapport a la matiére séche.

Composition matiére séche Cendre Lipides Protéines

Farine de thon 90,33+ 1,33 8,96 + 0,7 13,2+0,52 63,54+1,09

3.2 Perfectionnement des aliments expérimentaux pour tilapia

Les fractions obtenues lors des hydrolyses des co-produits de thon et de crevette, ainsi que la
farine de thon sont utilisées pour ¢tudier leur efficacité en aquaculture. L’incorporation des
dérivés de I’hydrolyse enzymatique des co-produits de thon et de crevette dans les différentes
rations lors de la formulation d’aliment conduit & la production de farine avec une densité
protéique variable, allant de 40,50 a 44,37 % de protéines. Ces valeurs sont plus supérieures
que le taux de protéines dans 1’aliment commercial (35 a 40%) (Tab.3 Annexe II).

Tandis que la teneur en lipides varie de 11,92 a 14,21 % par rapport a la matiére séche pour

les différentes rations préparées.

3.3 Controle de croissance du poisson tilapia

3.3.1 Croissance pondérale des poissons

La croissance du poids moyen des poissons dans tous les bassins montre que durant toute
I’expérimentation, les courbes représentatives des cing systemes ont présenté la méme

tendance ascendante (Fig. 53). Durant le premier mois, les poissons ont eu presque les mémes
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poids dans la totalité des bassins. Pendant les 15 jours qui suivent, une séparation nette a été
observée au niveau de la courbe des alevins alimentés par I’aliment a base végétale. Apres le
60°™ jour, I’évolution du poids des poissons alimentés par les rations a base de protéines
animales (AT2, Al, A2 et A3), a pris une vitesse marquée par une légere différence de
croissance entre eux.

Bien que les poids des alevins initiaux soient identiques dans les différents bassins, la
croissance en fin d’expérimentation des poissons élevés avec aliment a base d’hydrolysats
protéiques est nettement plus élevée que celle obtenue en bassin alimenté par aliment
traditionnel (aliment témoin négatif AT1), avec un écart de 33 a 40 g aprés quatre mois
d’essai (Voir composition de 1’aliment a base de protéines végétale en Annexell.Tab.4).
Concernant la croissance des tailles des alevins des différentes rations alimentaires étudiées,
aucune anomalie n’a été observée. Les courbes suivent la méme tendance croissante en taille
durant toute la période de 1’étude. Nos poissons évolus de la meme maniere en taille, mais en

prenant des poids différents selon la ration alimentaire suivie (Annexe Il. Fig.1 ; Tab.5 et 6).
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Figure 53. Courbes de croissance en masse corporelle de tilapia (Oreochromis sp) alimenté
par différent aliment pendant quatre mois d’expérience. AT1 : aliment témoin négatif, AT2 :
aliment temoin positif, Al : aliment a base d’hydrolysat de crevette ; A2 : aliment a base
d’hydrolysat de thon et A3 : aliment a base de farine de thon et d’hydrolysat de crevette.
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3.4 Performances zootechniques du tilapia

Les différents parameétres étudiés pour évaluer les performances zootechniques des poissons
nourris avec les rations expérimentales sont résumés dans le Tableau 21 pour une formulation
a densité proteigue constante.

D’aprés ce tableau, il ressort que I’enrichissement de 1’aliment de tilapia élevé avec des
dérivés des co-produits de thon et de crevette améliore leur gain de poids. En effet, comparé
au témoin nourris selon le mode traditionnel a base de protéines végétales, le gain de poids
quotidien des poissons augmente lorsqu’ils sont nourris avec les rations expérimentales
contenant de la farine de thon et des hydrolysats protéiques issues des co-produits de thon et
de crevette.

D’apres les résultats obtenus, le taux de survie des alevins montre des valeurs trés élevées
entre 98,5 et 100 %. Durant toute I’expérience, le taux de mortalité¢ relevé est dii a une
mauvaise manipulation pendant les premiers jours en répartissant les poissons dans leurs

bassins.

Tableau 21. Performances zootechniques de tilapia nourris avec des rations expérimentales.
[GMQ : Gain Moyen Quotidien ; TCS : taux de Consommation spécifique ; IC : Indice de
Consommation ; CAJ : Consommation Alimentaire Journaliére ; GPA : Gain de Poids
absolu ; CEP : Coefficient d’efficacité protéique ; ATL: aliment témoin négatif, AT2:
aliment témoin positif, Al : aliment a base d’hydrolysat de crevette ; A2 : aliment a base
d’hydrolysat de thon et A3 : aliment a base de farine de thon et d’hydrolysat de crevette].

AT1 AT2 Al A2 A3

Survie (%) 99 98,5 99,5 100 100

Poids initial (g) 0,22+0,04 [0,22+0,06 [0,22+0,04 [0,22+0,06 |0,22+0,05
Poids final (g) 84,9°+0,88 [114,5“+2,12 [118™+2,87 [120,9 +1,73 |126° + 1,63
Biomasse initiale (g) 44 + 08 44 + 12 44 + 08 44 + 12 44+ 10
Biomasse finale (Kg) 16,81 +0,17 [22,56 £ 0,42 |23,48+0,57 [24,18+0,34 2520+ 0,32
GMQ (g/d) 0,76 1,03 1,06 1,09 1,13

TCS (%/J) 5,36 5,63 5,66 5,68 5,72

GPA (g) 84,68 114,28 117,78 120,68 125,78
CEP 0,12 0,088 0,099 0,091 0,083

CAJ (9) 7,79 10,50 10,81 11,78 12,76

IC 1,27 1,26 1,25 1,31 1,36

Les moyennes avec lettres différentes (a-¢) dans une ligne indiquent une différence significative (p < 0,05).
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La ration A3 produit le gain de poids le plus grand parmi les rations étudiées, suivie de pres
par la ration A2. Ces 2 rations sont constituées principalement par les dérivés des co-produits
de thon (hydrolysat et farine). Pour I’aliment a base des hydrolysats issus des co-produits de
crevette, il conduit a un gain de poids similaire a celui obtenu par 1’aliment commercial
« COPPENS ».

En ce qui concerne la consommation des aliments, on note que les aliments (A2) et (A3), dont
la préparation des aliments est a base d’hydrolysat (HPTpj) et de mélange de I’hydrolysat
(HPCxc) et de la farine de thon, respectivement, présentent les meilleures consommations par

les alevins.

L’effet de I’alimentation sur la croissance des animaux est di a la disponibilité des protéines
(Rosenfeld et al., 1997 ; Gernat et al., 2001 ; Oduguwa et al., 2004). C’est la méme remarque
portée sur la croissance de nos alevins selon leur régime. En effet, les alevins qui ont été
nourris par I’aliment a base végétale, présentent une valeur faible en gain de poids moyen
quotidien (GMQ) (0,76 g), indiquant une croissance moins rapide dd a la faible digestibilité
des protéines végétale que les protéines animales (Rosenfeld et al., 1997). Avec I’addition des
sources de protéines animales (hydrolysats et farine de poisson), les gains de poids des
poissons sont tous supérieurs de 2,24 g de différence a celui des poissons nourris par 1’aliment

témoins a base de farine vegetale (AT1).

Les différences obtenues en taux de croissance spécifique, ont donné respectivement 5,63 ;
5,66 et 5,68 pour les régimes alimentaires expérimentaux AT2, Al et A2. L’aliment A3 a le
meilleur taux de croissance spécifique, et que 1’aliment témoin AT2 a toujours donné les
mémes performances que notre aliment préparé avec les hydrolysats protéiques issues des co-
produits de crevette (HPCac). Les gains de poids inférieurs peuvent s’expliquer par la
consommation alimentaire trés faible des alevins avec les rations fabriqués a base de protéines
vegetales. En effet, la CAJ (consommation alimentaire journaliéere) des alevins est de 7,79
pour la ration AT1 contre 10,5 et 10,81 g respectivement pour les rations AT2 et Al (aliment
commercial et aliment a base de crevette). Et les meilleurs CAJ sont obtenus pour les alevins
nourris par les aliments a base de thon (A2 et A3) (11,78 et 12,76 g respectivement). La faible
consommation alimentaire des poissons pourrait étre causé€e par le manque d’appétence des

rations.
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L’indice de consommation se traduit par la conversion de la ration en masse de poisson. Plus
I’indice de consommation est faible, plus 1’aliment est converti en gain pondéral. Pour les
rations expérimentales, 1’indice de consommation obtenu avec la ration A1l confectionnée
avec ’hydrolysat de crevette est I’gérement faible par rapport aux autres rations (1,25). Donc

pour un poids de 1 Kg de poisson il nous faut 1,25 Kg d’aliment.

Concernant le les coefficients d’efficacité protéique, on a remarqué que les deux aliments (A3
et AT2) a base de farine de poisson ont donné des valeurs similaires, malgres que la source
de protéines animales est différentes. L’aliment commercial est en général, fabriqué avec des
poisons Carpe entiers et que notre farine est a base de coproduits seulement. Alors que, les
hydrolysats protéique de coproduit de thon et de crevette incorporées dans les aliments (Al et
A2), refletent une valeur biologique importante de leur protéines, cela est intérpreté par la

valeur élevée du coefficient d’efficacité protéique (0,099 et 0,091).

L’introduction des hydrolysats protéiques dans les aliments est avérée intéressante car elle
permet d’améliorer les qualités nutritionnelles de 1’aliment ce qui se traduit par un impact
positif sur la croissance. De nombreuses études sur les effets positifs de 1’inclusion de tels
hydrolysats dans 1’alimentation des poissons d’¢levage sont menées (Aksnes et al., 2006;
Srichanun et al., 2014; Refstie et al., 2004), alors que d’autres ne rapportent pas de tels effets
(Savoie et al., 2006).
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Les hydrolysats protéiques issus des co-produits de la péche et de I'aquaculture sont des
ingrédients a fort potentiel nutritionnel pour l'alimentation des poissons et des crustaces
d’élevage ainsi que des sources prometteuses de protéines, attractives pour les industries
agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique.

L’objectif de cette étude ciblé la valorisation des co-produits de thon rouge et de crevette
rouge, especes tres consommeées et appréciées par la communauté algérienne. A I’issu de ce
travail de recherche, on a pu de développer des approches méthodologiques afin de
déterminer la composition protéique hydrolytique des co-produits de deux especes étudiées et
d’évaluer leur impact physiologique sur un poisson d’¢levage aquacole, le Tilapia rouge,
espece tres reconnue, ces dernieres années, en Algérie. D’autres domaines d’applications ont
été explorés pour rechercher dans les co-produits de thon et d’autres fractions résultantes des
co-produits de la crevette comme: la chitine et le chitosane, des propriétés antimicrobiennes
et des activités antioxydantes.

Les premiers résultats sur la composition biochimique des co-produits de la crevette et de
thon péchés au niveau de la céte de Mostaganem, sont en accord avec celles rapportées dans
la littérature, avec une prédominance de protéines, dont la protéolyse enzymatique constitue
alors une voie intéressante pour leur valorisation. De ce fait ce travail a permis d’obtenir pour
la premiére fois des informations sur la composition des hydrolysats enzymatiques des deux

co-produits.

Aussi, I'utilisation de deux différentes protéases commerciales, notamment la Pepsine et la
Savinase, dans I’hydrolyse des deux co-produits, a montré qu’indépendamment de 1’enzyme
utilisée, I’hydrolyse des co-produits utilisés conduit & différents degrés d'’hydrolyse et a la
génération de deux importantes phases : une phase soluble contenant en majorité les protéines
ainsi que les peptides et acides amines génerés au cours de la protéolyse, et une phase
insoluble renfermant les résidus des deux co-produits, notamment la chitine, les protéines
insolubles résiduelles ainsi que les lipides initialement p

résents dans les co-produits.

Les deux hydrolysats étudiés ont une composition originale tres différente puisque l'un est
produit a partir des carapaces et tétes d'un crustacé marin, la crevette rouge Aristeus
antennatus et l'autre a partir des co-produits incluant les tétes, peaux, queues et arétes d’un

poisson marin, le thon rouge Thunnus thynnus.
119



CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L’hydrolyse a permis la concentration des lipides dans la phase insoluble, produisant ainsi des
hydrolysats pauvres en lipides et offrant la possibilité de leur extraction dans le culot.

On a aussi montré que la meilleure solubilisation des protéines a été améliorée par I’hydrolyse
des co-produits de thon effectuée en milieu alcalin, et par I’hydrolyse des co-produits de
crevettes effectuée en milieu acide, dont I’analyse des acides aminés contenus dans ces deux
hydrolysats a permis de constater que la qualité des protéines est améliorée par
I’augmentation du pourcentage des acides aminés indispensables et des acides aminés
exhausteurs de godt. Pour ces raisons, ces deux hydrolysats sont recommandés pour des

utilisations comme adjuvants dans les formules alimentaires aquacoles.

Dans un premier temps les travaux de recherches de cette these, ont permis d’aboutir & une
forme de caractérisation (i) de la fraction protéique, (ii) de leur propriétés antimicrobiennes et
(iii) de leur capacité de piégeage du DPPH des co-produits issus des deux especes thon et
crevette. Il a été constaté que selon le degré d'hydrolyse, les hydrolysats présentent une bonne
capacité antioxydante, et il serait intéressant de réaliser d’autres tests d’activités
antioxydantes, en termes de pouvoir réducteur, d'activités chelatantes des métaux, de
protection du béta-caroténe, d'inhibition de la peroxydation des lipides et du test de rupture de
I'ADN etc... Ces caractéristiques sont précieuses pour expliquer (prédire) leurs propriétés, ce
qui en fait des candidats potentiels pour des applications médicales et alimentaires.

Et dans un deuxieme temps, nous avons optimisé I'étape de déprotéinisation de la chitine
obtenue a partir des co-produits de la crevette rouge Aristeus antennatus. L'ensemble des
essais réalisés au cours de cette partie du travail, a permet de conclure que I’hydrolyse
enzymatique des co-produits de la crevette constitue une voie captivante pour leur
valorisation et que leur qualité par la concentration des protéines dans la fraction soluble,
conduit a la déprotéinisation et la déminéralisation partielle des co-produits, ce qui est
favorable pour I’extraction de la chitine. Et que, les différents chitosanes présentent des
propriétés antioxydantes et antimicrobiennes dépendantes de leurs degré de désacétylation, de
leur degré de déprotéinisation et de déminéralisation ainsi que leur solubilité dans de ’acide

acetique.

Quant a la troisieme partie, consacree a la valorisation des résidus (fractions insolubles)

obtenus lors de I’hydrolyse enzymatique des co-produits de thon rouge. Ces fractions
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présentent des teneurs en protéines non négligeable, et les rendent récupérables.Ce qui leur
donne une valeur biologique remarquable.

L’étude de la qualité protéique de ces concentrés (isolats) ainsi que des résidus de I’hydrolyse
enzymatique en milieux de culture microbiologique, a confirmé la richesse proteiques de ces
derniers par la présence d’un développement bactérien intéressant. Nous avons essayé
également, de valoriser, en deuxieme temps, les co-produits de thon comme source de
bactérie a intéréts industriels, tel que le développement de la croissance d’une bactérie
lactique (bacille, & gram+, catalase négatif et thermophile). L’ensemble de ces résultats,
montre 1’intérét biologique de ces co-produits (et leur dérivés). Donc, plusieurs composés et
dérivés de I’hydrolyse enzymatique des co-produits de thon et de crevette, peuvent donc étre
mis en valeur gréce a différentes méthodes d'extraction et de traitement. Cette étude montre le
fort potentiel d'obtention d'une variété de produits valorisés, en plus de I’hydrolysat protéique,

provenant de ces co-produits.

Et enfin I’étude des performances in vivo des hydrolysats de crevette et de thon dans
I’utilisation de ces derniers dans 1’alimentation du tilapia d’eclevage, a montré I'intérét des
deux hydrolysats comme ingrédients de substitution aux farines de poisson pour I'alimentation
des poissons d'élevage.

L'introduction de ces hydrolysats dans un aliment a base de farine d'origine végétale permet
d'obtenir des performances de croissance comparables a celles obtenues avec un aliment
commercial fabriqué a base de farine de poisson. Alors que I’incorporation d’hydrolysat de
crevette a I’aliment a base de farine de poisson, fabriquée de manicre classique par les co-
produits de thon, permet d'obtenir de meilleures performances de croissance du poisson

tilapia.

Par conséquent, grace aux expériences de I’alimentation aquacole, I'intérét des hydrolysats
des co-produits de crevette et de thon comme ingredient pour I'alimentation des poissons
d'élevage a pu étre démontré. De trés nombreuses études ont été menées chez diverses
especes de poissons pour comprendre I'impact d'un régime alimentaire sur la croissance des
animaux. Néanmoins, les résultats sont trés variables d'une étude a l'autre et semblent
dépendre de nombreux facteurs : especes, stade de développement, aliments utilisés en

controle ....
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La caractérisation in vitro des hydrolysats ainsi que I'étude de leurs performances in vivo sont
deux approches complémentaires pour évaluer le potentiel d'un hydrolysat. Les travaux
réalisés dans cette theése, ciblés sur deux hydrolysats, ont permis d'aborder ces deux aspects.
Cependant, ce travail est loin d'étre exhaustif, pour cela, d'autres études sont en cours de
réalisation, au niveau du laboratoire «Protection, Valorisation des Ressources Marines
Littorales et Synthese Moléculaire» de 1’universit¢é de Mostaganem, portant sur le
développement des perspectives ci dessous :

v' La mise en place d'une expérimentation associant un conditionnement alimentaire a
base de chitosane de maniere a confirmer le potentiel nutritionnel et de mettre en
évidence un éventuel effet protecteur de ces ingrédients fonctionnels vis-a-vis des
germes pathogeénes.

v Une expérimentation sur l'impact physiologique des aliments d'origine d’hydrolysat
inclus dans l'alimentation chez les poissons, pourrait apporter des informations
précieuses. Le lien entre le profil peptidique de I'hydrolysat et I'impact au niveau
physiologique mériterait d'étre approfondi, toujours dans le souci d'améliorer les
conditions d'élevage et la qualité du produit final.

v" L’exploitation d’autres activités biologiques des hydrolysats en termes de peptide
bioactive et la possibilité¢ d’application de ces derniers dans le domaine médicale ou
I’alimentation humaine.

v La conduite d’hydrolyse enzymatique en présence de d’autres enzymes notamment les
lipases.

v’ Etudier Iactivité et le pouvoir antimicrobien contre la flore d'altération ou pathogéne
de la bactérie lactique isolée, dans le but de développer des applications en

biopréservation.

Ainsi, ce travail ouvre également de nouvelles perspectives dans un avenir proche
d’¢élargir les palettes fonctionnelles des aliments destinés surtout a I'¢levage de poissons
marins de maniére a répondre aux besoins spécifiques et sans cesse croissants de
l'aquaculture de la dorade et de loup de mer, vu que ces derniers sont en pleins

développement en Algérie.
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Tableau 1. Protéases utilisées pour I’hydrolyse de co-produits de poissons.

ANNEXES

Enzyine Substrat Température (°C) pH Utilization Références
Origine veégetale
Papaine Viscéres de morue 37-80 59 Source azotee Aspmo et al, 2005; Aspmo er al, 2005
Arates de thon Intérét nuimhonnel Jeeral, 2007
Tétes et viscéres de sardine Libération des lipides Dumay, 2006
Bromeélaine Viscéres de morue 20- 65 58 Source azotee Aspmo et al, 2005; Aspmo er al, 2005
Origine animale
Pepsine Arétes de colin 37-45 24 Bioactivite Jesral, 2004
Arétes de hola Bioactivite Jesral, 2005
Arétes de thon Bioactivite Jesral, 2007
Arétes de saumon et morue Intérét nutritionnel Lizsat et al , 2000
Trypsine Arétes da thon 37-50 758 Bioactivité Jestal, 2007
Chymotrypsine Arétes da thon 37 8 Bioactivite Jestal, 2007
Origine bactérienne et
fonzique
Alealaze Arétes de saumon et morue 35-T0 6-10.4 Intérét nuimhonnel Luaset eral , 2000
Viscéres de morue Source azotée Aspmo st al, 2005; Aspmo et al, 2003
Tétes, peaw, viscéres, squelette de merlan Source azotée Benjakul et Momiszey, 1997
Co-produits de saumon Intérét nutritionnel Ghogoun ef al., 2004
Co-produits de thon Source azotee Guerard er al., 2001
Squelette de thon Bioactivite Tesral, 2007
Viseeres de seiches et sardme Intérét nutritionnel Eechaou et al , 2009
0z, peau de porsson Bioactivite Picot et al., 2006
Tétes et gonades de hareng Intérét nutritionnel Sathrvel er al., 2003
Tétes et visceres de sardine Libération des lipides Drumay, 2006
Viscéres de morue Libération de lipides, sources de protéimes  Slizyte et al., 2003
Visceres de sardme Libération des lipides Dumay et al., 2006
Chair de saumon Intérét nutritionnel Eristinsson et Rasco, 2000
Viscéres d'estragon Intérét nutritionnel Ovissipow, 2009
Origine bactérienne et
fongigue
Protamex Visceres de morue 35-57 5358 Source azotee Aspmo et al, 2005; Aspmo et al., 2003
Viscéres de seiches et sardme Intérét nutritionnel Kechaou et al |, 2009
Squelette de saumon Source de protéines Liazet et al , 2002
Squelette de saumon Intérét nutritionnel Liaset eral , 2003
0z, peau de porssons Bioactivite Picot et al., 2006
Viscéres de sardme Libération des lipides Drumay er al., 2006
Visceres de morue Libération des lipides Dauksas et al., 2005
Tétes et viscéres de sardine Libération des lipides Drumay, 2006
Tates, visceres et quane de thon Interét nunhonnel Nguyer, 2009
Arétes de morue Bioactmté Slizyte er al, 2009
Flavowrzyme Squelette de coln 40- 60 58 Intérét nutritionnel Imm et Lee, 1999
Viscéres de more Libération des lipides Damksas et al., 2005
Visceres de seiches et sardme Interét nunhonnel Eechaou et al , 2009
Visceres de sardme Libération des lipides Drumay er al., 2006
Co-prodmts de mome Interét nunhonnel Shizyte ot al, 2005
Chair de saumon Interét nutntionnel Enstinssen et Rasce, 2000
Tétes et viscéres de sardine Libération des lipides Drumay, 2006
Neutrase Viscéres de more 45-35 5-3 Source azoteée Aspmo et al, 2005; Aspmo er al., 2005
Tétes, peaw, visceres, squelstte de merlan Sowrce azotée Benjakul et Momissey, 1997
Squelette de thon Broactivite Jesral, 2007
Co-produits de more Inteérét nutritionnel Slizyte of al, 2005
Arétes de saumon et morue Intérét nutritionnel Liazet st al , 2000
Savorase Chair de colm 50 6.8 Intérét nutritionnel Tmnm et Lee, 1999
Kojizyme Arétes de saumon et morue 46 -35 535-59 Intérét nutritionnel Liaset et al , 2000
Umamizyme Estomac de thon 4550 7-3 Sowrce azotée Guérard ar al |, 2002
Lecitaze Viscéres de morue 50 6,5-8,5 Intérét nutritionnel Shizyte et al, 2005
Corolase Chair de saumon 40-50 758 Intérét nutritionnel Enstinsson et Rasco, 2000
Actimdine Visceres de morue 15-40 47 Source azotee Aspmo et al, 2003; Aspmo et al, 2005




Tableau 2. Degrés d’hydrolyse maximaux obtenus sur des co-produits marins.
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DH maximal obtenu (%)
Ratio Temps | [DH maximal obtenu aprés Reéférences
Enzyme Substrat Température | pH | enzyme/substrat | d'hydrolyse | inactivation des enzymes
(°C) (h) endogénes))]
Alcalase Estomac de thon 30 8 0,2-3% 33 23% Guerard ef al., 2001
Viscéres de 30 8 0.1% 24 3% [11%] Dumay, 2006
sardine
Viscéres de seiche 30 8 0.1% 24 % Kechaow ef al., 2009
Viscéres et téfes 40 8 % 2 11%
de sardine Ravallec-Plé ef al , 2001
Muscle de mome 40 8 L0% 2 24.3% Ravallec-Plé ef al., 2000
Hareng 30 8 0.5% 1 36% Liceaga-Gesualdo et Li-
Chan, 1999
Truite 38 8 L0% 2 7.8% Al-Sayed Mahmoud e
al., 2008
Tétes de sardine 30 8 0,1% 4 15% Dumay, 2006
Tétes de saumon 30 8 0.3% 08 10,5% [8.8%)] Sathivel er al., 2003a
Protamex Viscéres de sardme 30 8 0.1% 24 3% [6%)] Dumay, 2006
Viscéres de seiche 50 8 0.1% M 3% Kechaou ef al, 2009
Truite (40g) 40 6 0.7z 2 23% Al-Sayeed Mahmond ef
al., 2008
Tétes de sardine 50 8 0.1% M 20% Dumay, 2006
Flavourzyme | Viscéres de 50 8 1.5% 24 2% [6%)] Dumay, 2006
sardine
Viscéres de seiche 50 3 1.3% 0 Ik Kechaou ef al, 2009
Tétes de sardine 30 8 1,5% 4 17% Dumay, 2006
Neutrase Truite 30 7.5 L0% 2 3.2% Al-Sayeed Mahmoud et
al., 2008
Umamizyme |Estomac de thon 45 7 1.5% 4 22.35% Guérard ef al., 2002
Pepsine Raie 37 25 1% 2 15.88% Pastoriza et al, 2003
Papaine Raie 63 6.3 1% 2 15.59% Pastoriza et al, 2003
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Tableau 3. Composition de 1’aliment de type « Coppens » utilisé en élevage intensif.

Type de produit : PREMIUM COARSE
(6.0 mm)
Développé pour les techniques de péche de
poissons blancs, moderne comme amorces
de fond, idéal pour les méthodes de péche
"au feeder". Trés appétent.

Composants analytiques
Protéine brut 32 %
Matieres grasses 9 %
Cellulose brute 2.4 %
Cendres brutes 5.3 %
Phosphore 0.87 %
Calcium 0.7 %
Et Vitamines

Ingrédients
Blé, tourteaux de soja, gluten de blé, huile
de poisson, monoclaciumphosphate, farine
de krill.
Source de vitamine C : polyphosphate

d'acide ascorbique

Type de produit : GARDON (1.5 mm)
Micro granulés premium, tres nutritif, trés
appétent

Composants analytiques
Protéine brut 40 %
Matiéres grasses 10 %
Cellulose brute 1.2 %
Cendres brutes 6.9 %
Phosphore 1.12 %
Calcium 1.3 %
Sodium 0.2 %
Et Vitamines

Ingrédients
Farine de blé, tourteaux de soja, farine de
volaille, farine de poisson, gluten de blé,
farine de sang, lécithine, huile de poisson,
farine d'hémoglobine, huile de colza,
monocalciumphosphate

Source de vitamine C : polyphosphate

d'acide ascorbique




Tableau 4. Composition
CNRDPA).
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de I’aliment pour la carpe, préparé a base de farine végétale (source

Composition (%)

Son de blé 30
Farine de mais 9,5
Tourteau de soja 55
Farine de poisson 0
Phosphate bicalcique 08
Carbonate de calcium 12
Huile de soja /poisson 2,5
CMV 1
Composition analytique

Matieres minérales (%) 8
Matieres protéiques (%) 32,5
Matieres grasses (%) 4,85
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Figure 1. Courbes de croissance des tailles de tilapia (Oreochromis sp) alimenté par différent

aliment pendant quatre mois d’expériences.

Tableau 5. Poids moyen individuel des alevins de tilapia rouge (moyenne + ET (n = 30))

pour une période d’¢élevage de quatre mois.

Date AT1 AT?2 Al A3 A4
10-juin 0,22+0,14 022+0,11 022+0,14 022+0,09 0,22+0,05
24-juin 0,5+0,09 0,79+0,03 082+007 089+0,03 0,96+0,36
08-juil 3,25+0,27 252+050 254+052 369+0,79 3,75+135
22-juil 6,4 + 0,45 11,5+055 1098+114 135+122 1582+1,87
05-aolt 20,1 +0,26 26,1+0,9 28 + 0,96 29,4+ 1,34 32+0,98
19-aolt 31,5+0,65 39,9+133 4411+126 4732+203 49+0,81
01-sept 43,4+ 0,75 56,2 +1,69 57+0,60 59,98+1,31 67+1,4
15-sept 58,6 + 0,87 82 +2,00 81,4 +1,54 89+111 98 + 1,67
29-sept 849+0,88 1145+212 118+287 1209+1,73 126+1,63
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Tableau 6. Taille moyenne individuelle des alevins de tilapia rouge (moyenne £ ET (n = 30))

pour une période d’élevage de quatre mois.

Date AT1 AT?2 Al A2 A3
10-juin 26%0,3 26+018 26+022 26+02 2603
24-juin 3,54+ 0,98 3+1,23 3095 39+024 35+1,66
08-juil 49+1,0 4,7+098 4,7+0,71 52+102 52+124
22-juil 9,4+0,86 8,7+106 92+05 10+x042 94+1]10
05-aolt 118+09 11+122 109+10 116+0,21 11,8+0,87
19-aolt 136+1,02 14+154 14+20 14+0,74 14+202
01-sept 1494+102 148+088 142+122 15+108 151+0,77
15-sept 1548+132 159+111 16,2+11 16,2+0,7 16,2+0,9

29-sept

176+146 179+16 176+0,7 178+124 17,8+1,69
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Farinede Thon

Broyage et tamisage du produit
final apres séchage a I’étuve

Figure 2. Etapes principales de production d’aliment pour tilapia



