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Introduction

Introduction

La diversité biologique et biochimique du milieu aquatique est en fait une excellente source de
composés a haute valeur ajoutée aux nombreuses applications. En effet, les biomolécules
d’origine marine ont des caractéristiques uniques et sont souvent concentrées dans la partiec non
comestible de I’animal a savoir, la carapace, la téte, le squelette, les viscéres, la peau, les pinces,
le sang et la coquille.

Les coproduits représentent jusqu’a 70% du poids de la crevette fraiche et 35 a 40% du poids du
crabe frais. C’est donc une source précieuse de plusieurs molécules et substances naturelles et
bioactives; on peut citer entre autres les protéines, les vitamines, les lipides, les éléments
minéraux et les acides aminés (SENE, 2008), les pigments tels que 1’astaxanthine (LEE et al.
1999) et les polysaccharides tels que le chitosane (HEUX et al.,2000).

La valorisation de ces sous-produits permettrait, en plus du respect de 1’environnement,
d’optimiser les profits des entreprises de transformations. Ils deviennent ainsi une matiere
premiére pour la production de nouvelles substances a applications en nutrition et en santé
humaine et animale, en cosmétique, en dépollution et en énergie.

L’un des polysaccharides actuellement, le plus étudié sans conteste, est le chitosane qui est un
dérivé de la chitine. Celle-ci est le deuxiéme composé le plus abondant dans la nature aprés la
cellulose et constitue la composante principale de 1’exosquelette des crustacés. Le produit
"chitosane™ est un biomatériau biocompatible, biodégradable, non toxique, non allergéne. 1l est
doté de multiples activités biologiques, notamment antiallergique, antioxydante, anti-
hypertensive, anticoagulante, antidiabétique, anti-obésité, anticancéreuse, anti-inflammatoire et
antimicrobienne (KHAN et al.,2020; NATARAJAN et al.,2017; TEIXEIRA et al.,2017).

Une autre alternative de la valorisation des coproduits de crustacés, consiste a extraire les
caroténoides, essentiellement I’astaxanthine. Ces composés naturels liposolubles possedent dans
leur structure chimique de trés nombreuses doubles liaisons conjuguées qui sont responsables de
’activité anti-oxydantes. Par ailleurs, la dégradation oxydative de ces molécules génére des
précurseurs de la vitamine A (rétinol) dont le rdle primordial est perception visuelle. Ces
caroténoides agissent également de maniére trés efficace et spécifique dans la suppression des
tumeurs cellulaires et augmentent la réponse anti-inflammatoire et stimulent le systeme
immunitaire (KAVITHA et al. 2013; YASUI et al. 2011; YUAN et al. 2011).

Le présent travail s’inscrit dans le cadre général de la valorisation biotechnologique des produits
de la péche accessoire comme les crabes “Liocarcinus depurator (Linnaeus, 1758)" provenant de
la baie de Bou-Ismail et des coproduits issus de la transformation des crevettes rouges "Aristeus
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antennatus (Risso, 1816)" et blanches "Parapenaeus longirostris (Lucas 1846)" issues de la baie
d’Alger.

L’objectif est, d’une part, d’analyser la composition biochimique de ces coproduits pour
contribuer a enrichir les connaissances sur ces derniers issus de la région du centre algérois,
d’autre part, de procéder a I’extraction chimique de deux biomolécules "l’astaxanthine et le
chitosane", pour enfin étudier leurs propriétés pharmacologiques. Les principales activités testées
sont antibactérienne in vitro pour I’astaxanthine et les activités anti-inflammatoire et cicatrisante

in vivo pour le chitosane.

Ce mémoire s’articule autour de trois volets :

— Dans le premier chapitre, une vision panoramique breve est donnée sur la situation
mondiale et nationale de la production halieutique et aquacole des crustacés, sur les
enjeux économiques de la valorisation des coproduits. Un apercu est donné sur la
biologie et 1’écologie des espéces choisies et sur les biomolécules dérivées des coproduits
de crevettes et de crabes et leurs domaines d’application.

— Le deuxiéme chapitre présente le matériel utilisé et décrit les protocoles expérimentaux
adoptés pour évaluer la composition chimique globale des coproduits de crabes et de
crevettes, pour caractériser et évaluer les activités anti-inflammatoires, cicatrisantes et
antibactériennes des biomolécules actives élaborées.

— Le troisiéme chapitre est consacré a I’interprétation des différents résultats obtenus.



Chapitre I : Généralites
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I.1. Situation mondiale de la production halieutique et aquacole des crustacés
La production halieutique et aquacole mondiale n’a cessé d’augmenter depuis les années 50.
D’abord grace a la péche, a partir des années 50 jusqu’aux années 90 environ, ou 1’aquaculture
ne représentait qu’'un faible pourcentage de la production totale. Ensuite, a partir des années 90,
la péche a connu une certaine stabilisation, ce qui n’a pas empéché la production mondiale de
continuer d’augmenter grace a 1’aquaculture qui a connu un essor important en passant de 13
millions de tonnes en 1990 a 80 millions de tonnes en 2016 ; la production totale (halieutique et
aquacole), cette année-1a, était de 170,94 millions de tonnes (figure 1.1) (FAO,2018).
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Figure 1.1: La production halieutique et aquacole mondiale (FAO, 2018)

En 2017, la production halieutique et aguacole mondiale a encore augmenté pour arriver a
172,64 millions de tonnes. De cette production, 53,58% sont issus de la péche (soit 92,5 millions
de tonnes) et 46,41% sont issus de 1’aquaculture (soit 80,13 millions de tonnes). La Chine
représente a elle seule 36% de la production mondiale (plus de 62 millions de tonnes), elle

occupe la premiére place aussi bien dans le domaine de la péche que celui de I’aquaculture.

Le groupe des crustacés représente une faible part de la production mondiale. En effet, en 2017,
la production de crustacés, issus de la péche et de I’aquaculture, était de 15, 25 millions de
tonnes, soit environ 8,83% de la production totale, avec une part légérement plus élevée pour

I’aquaculture avec 8,44 millions de tonnes contre 6,81 millions de tonnes pour la péche.
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Toutefois, méme si ce groupe ne représente qu’un faible taux par rapport au total de la
production mondiale, leur production n’a cessé¢ d’augmenter au cours de ces derniéres années,

notamment pour le secteur de 1’aquaculture, ou elle est passée de 4,79 millions de tonnes en

2007 a 8,44 millions de tonnes en 2017 (figure 1.2) (FAO, 2019).
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Figure 1.2: production mondiale de crustacés issus de la péche et de I'aquaculture entre 2007 et
2017 (FAO, 2019)

1.2. Situation nationale de la production halieutique et aquacole des crustacés

En Algérie, la production de crustacés de ’année 2018 était de 2192 tonnes contre, 2326 tonnes
en 2017 comme le montre le tableau 1.1, ce qui représente une légere baisse de 5,8%. Toutefois,
ce groupe d’especes, ne représente que 1,8% de la production halieutique totale, ce qui est tres
faible comparé a d’autres groupes tels que les poissons pélagiques qui en représentent jusqu’a

76,8%.

De plus, les crustacés n’apportent pas une grande contribution a 1’économie algérienne puisqu’ils

ne représentent que 2,5% du total des exportations (2018) (ONS, 2018).
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Tableau 1.1: Evolution des statistiques de la péche entre 2017 et 2018 en Algérie (ONS, 2018)

production halieutigue (tonnes)

Paissons Pélagiques 77 776 92 392 76,8 18,8
Poissons Démersaux & 792 6177 51 -8,1
Mollusques ' 1267 1593 13 257
Crustacés _ 2326 2182 18 -5.8
Autres (production plaisanciére et 20 139 18000 15,0 10,6
aquacole)

Total 108 300 120 354 100,0 11,1
Dont production aquacole ' 4200 5100 I 21,4

Exportations (- tonnes)

Poissons vivants 320,90 38517 9.5 19,8
Poissons frais ' 56513 115006 27,7 103,5
Poissons congelés 63,03 6,76 02 -89,3
Filets de poissons ' 37,50 0 - .100,0
Poissons fumés, salés et sechés 20,43 3,60 0,1 81,4
Crustacés ' 150,12 102,23 25 31,9
Maollusques 38522 2444 90 58,8 5347
Préparations et conserves de poissons 119,28 5565 13 533
Total 1 670,61 4 158,57 100,0 148,9
Valeur (Millions DA) 816,73 144315 / 76,7
Valeur (Millions USD) 7.36 12,38 / 68,2

Source : Ministére de MAgriculture, du Développement Rural et de la péche.
': Centre National d'Information et des Statistiques (CHIS)Direction Générale des Douanes

1.3. Généralités sur les espéces étudiées

Les Crustacés forment un sous-embranchement de I'embranchement des arthropodes,
comprenant notamment les écrevisses, les langoustes, les crabes, les anatifes, les cloportes
(WATERMAN et CHACE Jr, 1960) et toutes les autres formes a respiration branchiale, a
téguments solides composant une carapace chitineuse. Ce sont tous des animaux au genre de vie
extrémement variable, organisés pour vivre dans I'eau, et I'immense majorité de ces étres habitent
la mer.

Dans leurs majorités ils appartiennent a I’ordre des décapodes ainsi nommés car ils possédent 5
paires de pattes ambulatoires terminées soit par une griffe, soit par une pince. Les crustacés
marcheurs vivent de nombreuses heures hors de ’eau et voyage trés bien au frais dans des
caisses avec de la freluche humide.

Parmi les crustacés, trois espéces font 1’objet de cette étude. Il s’agit de La crevette rouge
Aristeus antennatus (Risso, 1816), la crevette rose Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846) et le

crabe Liocarcinus depurator (Linnaeus, 1758).



Généralités
1.3.1. Classification, biologie et répartition géographique

e Liocarcinus depurator (Linnaeus, 1758):

Ce crabe est reconnaissable a la derniere paire de pattes qui est en forme de pagaies de couleur

bleue, ainsi qu’au bord frontal comportant trois dents égales, triangulaires et aigu€s (figure 1.3)

(FISCHER, 1987)

Il fait principalement partie des prises accessoires des péches, et il est régulierement présent sur
les marchés en Espagne, mais rarement en Algérie (FISCHER, 1987).

Systématique (INPN, 2020) :

La position systématique de cette espéce est la suivante

Régne : Animalia
Embranchement : Arthropoda
Classe : Malacostraca

Ordre : Decapoda

Famille : Portunidae

Genre : Liocarcinus Figure 1.3: Liocarcinus depurator
(Linnaeus, 1758) (FISCHER, 1987)

Espeéce : Liocarcinus depurator (Linnaeus, 1758)

— Nom vernaculaire: étrille & pattes bleues (FISCHER, 1987)

Biologie de I’espéce : L’étrille a pattes bleues est une espeéce démersale, qu’on peut retrouver

jusqu’a 450 m de profondeur.
Reproduction: Les femelles sont ovigeres durant toute 1’année en Méditerranée.

Distribution géographique : Cette espece est présente en Méditerranée, ainsi qu’en Atlantique
Est, de la Mauritanie a la Norvege, en passant par la Manche et les cotes anglaises (FISCHER,
1987)
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e Aristeus antennatus (Risso, 1816)

La crevette rouge Aristeus antennatus (Risso, 1816) par sa qualité et son abondance ainsi que par
sa grande valeur économique se trouve tres recherchée sur les cotes algériennes. A.antennatus est
caractérisée par la présence d’une carapace de nature chitineuse secrétée par I’épiderme et sert
aussi d’exosquelette, elle est également caractérisée par une teneur élevée en chitine, un corps
divisé en segments articulés, et une présence d’appendices articulés : les antennes, les
antennules, les mandibules (méachoire antérieure), les maxilles (méachoires postérieurs), les
maxillipédes (patte machoires), les péréiopodes, les ptéropodes et les uropodes (figure 1.4)
(KHERRAZ, 2006).

Systématique (INPN, 2020) :

Aristeus antennatus fut décrite pour la premier fois par (Risson, 1816), et nommée
Pneus antennatus comprise dans la famille des penaude (Rafinesque, 1815), et tient actuellement

la position taxinomique décrite ci-dessous :

Régne : Animalia

Phylum : Arthropoda
Classe : Malacostraca

Ordre : Decapoda

Famille : Aristeidae

0 3em

A Figure 1.4: Aristeus antennatus (Risso, 1816)
Genre : Aristeus (FISCHER, 1987)

Espéce : Aristeus antennatus (Risso, 1816)
— Nom vernaculaire : crevette rouge (FISCHER, 1987)

Biologie et habitat : la crevette rouge est une espéce de crustacés décapodes, sa sexualité se
distingue par la taille, les femelles ont une taille plus grande que les males. Elle est présente dans
les fonds vaseux entre 200 et 800 m de profondeur. Elle se nourrit de crustacés, de térébratules,

de poissons, de foraminiféres et d'échinodermes (NOEL, 2015).

Reproduction : elle se reproduit en été, les ceufs sont libérés en pleine eau et les larves

deviennent planctoniques pour effectuer leur développement (FISCHER, 1987).
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Distribution géographique : cette crevette est présente dans I'Atlantique, le Golfe de Gascogne

aux fles du Cap Vert, ainsi que dans toute la mer Méditerranée (FISCHER, 1987).

e Parapenaeus longirostris (Lucas 1846)

La description de ’espéce pour la premicre fois sur les cotes algériennes est attribuée a Lucas en
1846. Ce n’est qu’en 1926 que Gruvel la signale comme étant la forme la plus dominante de
I’ouest algérien. Cette espece, présentée dans la figure 1.5, est connue en Algérie sous le nom de
crevette blanche. Offertes tout au long de 1’année, les crevettes blanches sont surtout péchées de
novembre a janvier. Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846) présente, en général, une coloration
beige plus ou moins nacrée, le rostre est de couleur plus foncée, ainsi que les pattes, les

articulations, des appendices et le telson.
Systématique (INPN, 2020):

La classification sommaire est la suivante :

Régne : Animalia
Phylum : Arthropoda

Classe : Malacostraca

Ordre : Decapoda

Famille : Penaeidae Figure 1.5: Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846)
(FISCHER, 1987)

Genre : Parapenaeus
Espéce : Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846)
— Nom vernaculaire: crevette rose du large.

Biologie et habitat: la crevette est de taille moyenne, elle est présente dans les eaux saumatres
des estuaires. Elle est démersale au-dessus des fonds vaseux ou sablo-vaseux, de 20 a 700 m,
généralement de 70 a 400 m (individus &gés en profondeur). (NOUAR, 1985), apres traitement
des données de la campagne « Thalassa », a signalé la présence de P. longirostris dans tous les

secteurs du littoral algérien, a une profondeur allant de 50 a 650 metres.
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Reproduction: Cette espece présente un dimorphisme sexuel apparent ; Les males, avec une
longueur totale de (8 a 14 cm), possédent un pétasma avec deux projections distomédiales
étroites, recourbées vers 1’extérieur qui se termine par des pointes aigués. Quant aux femelles,
elles possédent un Thélycum dans la partie abdominale antérieure en forme de triangle obtus et
leur taille varie entre 12 et 16 cm (FISHER et al. 1987). Elles sont ovigeres en mars, avril et juin.
Comme toutes les crevettes Penaeidae, P. longirostris n’incube pas ses ceufs, une fois fécondés,

ils sont émis directement dans I’eau. En général, c’est un seul groupe d’ovocytes qui évolue

jusqu’a la ponte (THIAM et al. 2015).

Distribution géographique: elle est présente dans toute la méditerranée, a 1’exception les cotes
francaises et de la mer Adriatique ou elle est rare. Elle est aussi présente dans 1’ Atlantique est,
de I’Angola au Portugal et dans 1’Atlantique occidental, des Guyanes au Massachusetts (E.U.)
(FISCHER, 1987).

1.4. Les coproduits des crustacés, voies de valorisation et enjeux économiques

1.4.1. Notions de coproduits et de déchets

Les coproduits appelés également sous-produits, sont tout ce qui est inconsommable par
I’homme mais qui répondent a des spécifications définies qui leur permettent d’étre valorisés et
ainsi considérés comme des produits a part enticre (selon ’ADEME). Ils proviennent des
procédés traditionnels de transformation des produits de la mer le filetage, 1’éviscération,
I'ététage, le pelage, le lavage, la décongélation ou la cuisson de produits bruts. Les coproduits
représentent 30 & 60% de 1’animal (IFREMER, 2010), et peuvent étre valorisés sous différentes

formes (farine, huile, aréme,...), comme le montre la figure 1.6.

On parle de déchet lorsqu’aucune voie de valorisation n’existe et que le sous-produit doit étre
détruit (ANDRIEUX, 2004). Ainsi, et conformément aux dispositions de 1’article numéro 3 de la
loi n°01-19 du 27 Ramadhan 1422 correspondant au 12 décembre 2001 relative a la gestion, au
contréle et a I’élimination des déchets (voir JORA n°77), les déchets sont définis comme étant
« tout résidu d’un processus de production, de transformation ou d’utilisation, toute substance,
matériau, produit ou, plus généralement, tout objet meuble dont le détenteur se défait, projette de

se défaire, ou dont il a I’obligation de se défaire ou de 1’éliminer ».
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Figure 1.6: Proportion des différentes voies de valorisation des coproduits d'origine marine
(ANDRIEUX, 2004)

1.4.2. Les coproduits de crevettes et de crabes

La consommation des crustacés dont font partie les crabes et les crevettes génere des sous-
produits divers .Les coproduits de crevette sont essentiellement les carapaces provenant de
queue, de tétes, des pattes, d'organes internes et d’ceufs, qui sont récupérables aprés décorticage
de la crevette. Les coproduits des crabes englobent les pattes, les pinces, la carapace, le
cephalothorax, 1’hépatopancréas, le liquide physiologique et d’autres petits organes internes. IS
représentent jusqu’a 60-80% d’un individu entier (OUELLET, 2015).

I1 est important de les valoriser, étant donné qu’ils contiennent différentes molécules : protéines,
lipides, minéraux, vitamines et d’autres composés bioactifs qui sont bénéfiques et que 1’on peut

mettre au profit de la santé humaine et animale (RANDRIAMAHATODY, 2011).

1.4.3. Enjeux économiques

La quantité de déchets résultants de la transformation des produits est devenue une
préoccupation majeure surtout en ce qui concerne la préservation et la durabilité de
I’environnement. Ceci amene a penser a des voies de valorisation afin d’éviter leur €limination
dans la nature. Parmi ces déchets se trouvent ceux des crustacés (suite au décorticage, ététage,...)
et qui présentent de nombreux moyens de valorisation grace a des composés (pigments,
polysaccharides, peptides, minéraux...) qui peuvent étre intéressants sur le plan économique
grace a des applications dans les industries alimentaire, pharmaceutique, cosmétique, etc. Ces
déchets peuvent également générer des revenus excédentaires qui peuvent améliorer, de maniere
considérable, I’économie de la production et de la transformation des aliments (SAINI et al.
2018)

L’adoption d’une politique de valorisation permet de réduire 1’impact sur I’environnement de

I’industrie et diminuer les colits engendrés par la pollution que les états font reposer sur les
12
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entreprises par la mise en place de taxes dissuasives comme celle du pollueur-payeur
(RESSEGUIER, 2016).

En général, les composés précieux qu’on peut acquérir a partir des coproduits de crevettes,
présentent : 15% a 40% de chitine, 20% a 40% de protéines et 20% a 50% de minéraux. Les
pigments, les lipides et autres sels métalliques se trouvent & des taux plus bas. Etant donné que
ces coproduits sont a haute valeur ajoutée, la bioconversion de cette ressource facilement
accessible et renouvelable a attiré beaucoup d'intérét pour assurer une péche durable et
améliorer la rentabilité des activités de la filiere (BRUCK et al., 2010)

Il existe aujourd’hui environ 70 sites de production de chitine a 1’échelle industrielle dans le
monde, implantés principalement au Japon et en Asie-Pacifique. Ils travaillent sur une matiére
premiere issue de crustacés et principalement de crevettes. Seuls trois sites (Chine, Allemagne et
Japon) au monde produisent de la chitine de grade pharmaceutique certifié, niveau visé par SFly.
Le marché mondial des dérivés de la chitine devrait atteindre 63 milliards de dollars en 2021
selon un rapport de Global Industry Analysts Inc. (chitin and chitosan derivatives market report —
2015). Parmi les marchés porteurs, celui du traitement de I'eau (30 % de la part de marché du
chitosane en 2015). La demande croissante de produits dans les applications de traitement de
I’eau en raison de sa biodégradabilité, de son caractere non toxique et de sa disponibilité permet

de prévoir une augmentation importante de la taille du marché du chitosane d’ici 2024.

1.4.4. Biomolécules dérivées des coproduits de crevettes et de crabes et domaines
d’applications

Les coproduits des crustacés sont une source précieuse de plusieurs molécules de haute valeur,
ces biomolécules ont des applications dans différents domaines en diététique, nutraceutique,

pharmaceutique et en cosmétique (JOHNSON, 2002).

1.4.4.1. Chitine, chitosane et dérivés

La chitine et le chitosane sont des polymeéres naturels, connus comme des glycosaminoglycanes,
ils sont abondants dans les carapaces des invertébrés marins, notamment les crustacés, qui sont la
premiére source de chitosane (la chitine représente 30-40% de la carapace de la crevette et 15-
30% de celle du crabe) (GANESAN et al. 2020).

La chitine est un polysaccharide linéaire naturel d’origine marine, sa structure chimique (figure
7 a) est composée d’un enchainement d’unités de N-acétyl-D-glucosamine liée par des liaisons
glycosidiques de type (1—4) (CRINI, 2009). Elle peut étre considérée comme un derivé de la

cellulose dans laquelle le groupement C-2 hydroxyle est remplacé par des résidus acétamides
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(FREEPONS, 1989). Elle est insoluble dans les solutions aqueuses et les solvants organiques, ce
qui est di a son fort degré de cristallinité (DI MARIO et al. 2008).

Une désacétylation partielle de la chitine dans un milieu basique, donne le chitosane qui est son
dérivé principal. Le chitosane est un amino polysaccharide soluble dans un milieu acide a pH<6,
et insoluble dans les solutions aqueuses, les milieux alcalins ainsi que dans les solvants
organiques (RABEA et al. 2003). Appartenant a la famille des glycosaminoglycanes, il possede
un fort potentiel en raison de son caractere polycationique qui le distingue des autres
polysaccharides et polymeres naturels qui possedent le caractere anionique. La structure
chimique du chitosane (figure 1.7 b) est un enchainement de monomeres -D-glucosamines reliés
par une liaison glycosidique (1—4) (CRINI, 2009). Il est caractérise par son degré d’acétylation
(DA) correspondant au nombre de groupements acétamide présents le long d’une chaine
(CAILLAU, 2017) .Le terme chitosane est donné a tout copolymeére dont le DA est inférieur a
50% (CRINI, 2009).
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Figure 1.7: Les structures chimiques, a chitine, b chitosane (THARANATHAN et KITTUR,
2003)

La chitine et le chitosane ont un grand intérét en raison de leurs propriétés intrinséques et de

leurs différents domaines d’application comme le montre le tableau 1.2 :
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Tableau 1.2: Applications industrielles de la chitine et du chitosane dans le domaine biomédical
et pharmaceutique

Champs d’application Applications

Médecine -accélération de la cicatrisation et de la guérison des
blessures, anti-inflammatoire.

chirurgie plastique -stimulation de la régenération des tissus.

cancérologie -matrice pour la régénération osseuse.

biologie cellulaire -stimulation du systeme immunitaire, pansement, agent

hémostatique, agent bactériostatique, agent
antibactérien, agent antifongique, agent anti tumeur, anti

infectieux.
pharmacie -matériel absorbable avec possibilité de contrdle de
libération de principes actifs (relargage de médicament).
alicaments -complément alimentaire.
nutraceutique -diminution du taux de cholestérol, fixateur de graisses.

1.4.4.2. Astaxanthine

L’astaxanthine (C4oHs20,4) est un pigment de couleur rouge intense liposoluble prédominant de
la famille des xanthophylles, appartient aux caroténoides oxygénés (CONG et ZHANG, 2019),
contenue dans les coproduits des crustacés tels que les crabes et les crevettes et dans la chair de
poissons de la famille des salmonidés (RANDRIAMAHATODY, 2011), ainsi que dans d’autres
sources naturelles y compris les microalgues et les levures (SANGSURIYAWONG et al. 2019).
Sa structure chimique (figure 1.8) est composée de 13 doubles liaisons conjuguées alternées avec
des liaisons simples, avec les groupes hydroxyles a chaque extrémité de la molécule (Z. LIU et
al. 2020). Sa couleur est due a la chaine étendue de doubles liaisons conjuguées au centre du
compose (DALEI et SAHOO, 2015). L’astaxanthine se trouve lié¢ avec des acides gras ou des

protéines, afin de maintenir la molécule stable (Z. LIU et al. 2020).

Figure 1.8: La structure chimique de I’astaxanthine (RANDRIAMAHATODY, 2011)

L’astaxanthine est présente dans les coproduits de crustacés a raison de 50 & 200 mg/ kg. Il

constitue 63,5% et 92,2% des pigments caroténoides des coproduits de quelques espéces de
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crevettes pénéides, respectivement sous forme native et avec les formes mono et di-esters
lipidiques (SACHINDRA et al.2005).

Son extraction peut étre faite de différentes techniques dont les plus courantes sont :

e La fermentation, notamment la fermentation lactique, qui semble plus intéressante pour le
secteur de I’alimentation animale ;

e L’ hydrolyse enzymatique, qui semble efficace pour des applications pour I’alimentation
humaine ;

e [’extraction avec des huiles végétales, notamment I’huile de tournesol ;

e Les solvants organiques, notamment le mélange isopropanol/hexane qui a prouvé son
efficacité avec une récupération de 60% de 1’astaxanthine (RANDRIAMAHATODY,
2011).

L’astaxanthine posséde des activités biologiques trés importantes, ¢’est un puissant antioxydant
(CONG et ZHANG, 2019), 10 fois plus que les autres caroténoides y compris le p-caroténe et
500 fois plus puissante que celle de la vitamine E (OLAIZOLA, 2008). Cette capacité est due a
la présence, dans sa structure, de double liaison conjuguée qui délocalise les électrons non
appariés (SANGSURIYAWONG et al.2019). Ce pigment est potentiellement bénéfique contre
de nombreuses maladies dont le cancer, les maladies cardiovasculaires, trouble du systeme
immunitaire et inflammatoire, aussi il a une bio-activité contre 1’Helicobacter pylori
(HIGUERA-CIAPARA et al.2006).L’astaxanthine est utilisée dans I'élevage de poisson pour la
croissance et la reproduction (HIGUERA-CIAPARA et al.2006), aussi comme source de
complément alimentaire qui confére une pigmentation efficace de la chair de la truite arc-en-ciel
(BREITENBACH et al.2016).

1.4.4.3. Les peptides a activité antimicrobienne PAMs

Les peptides a activité antimicrobienne sont des peptides natifs produits naturellement par
I'organisme pour se défendre, ce sont des peptides de petite taille possédant 6 a 50 résidus
d’acides aminés et dont le poids moléculaire est compris entre 1 et 5 kDa. Ils sont le plus souvent
cationiques (RANDRIAMAHATODY, 2011) avec un caractere amphiphile, dd a une forte
proportion d’acides aminés hydrophobes (DEFER et al.2009), selon différents modes d’action,
ils agissent par perturbation des membranes cellulaires des agents pathogenes, provoquant au
final leur destruction. Chez les organismes marins, tels que les crustacés les PAMs peuvent étre
divisés en 3 classes : les pénaeidines, les crustines et les post-peptides obtenus apres hydrolyse

enzymatique de protéines natives inactives (FLEURY et al.2008).
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1.4.4.4. Substances aromatiques

L’extraction de substances aromatiques constitue une autre voie de valorisation des coproduits
marins (RANDRIAMAHATODY, 2011). Les extraits et les ardmes marins sont de plus en plus
demandés dans le monde notamment en Asie (JOHNSON, 2002), ils sont utilisés dans les
cuisines afin d’améliorer les godts. il existe deux méthodes de fabrication cohabitantes: la
premiére consiste & sécher la matiere par cuisson puis a broyer le produit jusqu’a 1’obtention
d’une poudre peu soluble, et la deuxiéme consiste a mettre en contact la matiére premicre et
I’eau puis récupérer cette eau et la concentrée puis sécher les matiéres organiques dissoutes afin
d’obtenir un extrait soluble (BALTI, 2011). Les substances aromatiques sont utilisées dans les
soupes, les bouillons et les sauces (ARCHER et RUSSEL, 2008).

1.4.4.5. Eléments minéraux et vitamines

Les éléments minéraux et les vitamines sont des €¢léments essentiels pour I’organisme, en raison
de leur rdéle important, ils participent a différentes réactions enzymatiques, ainsi qu’a la

formation de certains tissus.

Le calcium est présent dans le milieu marin sous forme de calcite (CaCO3) ou ion divalent
(Ca?"). C’est un élément constitutif de ’exosquelette des crustacés ainsi que des arétes et des
squelettes de poissons ce qui fait d’eux une source potentielle de ce dernier. Toutefois, avant de
I’ajouter aux aliments, il est important de le transformer afin de le rendre assimilable pour
I’organisme. Et des travaux ont montré que pour cela il était possible d’effectuer un traitement a

I’eau chaude ou a I’acide acétique chaud.

L’exosquelette de la crevette est constitué principalement du calcium, et d’autres minéraux tels

que le phosphore, le cuivre, le sélénium, le magnésium, le fer et le zinc.

Quant aux vitamines, on peut citer la vitamine B12, qui aide a la fabrication de nouvelles
cellules, et la vitamine B13, qui contribue a la production d’énergie. Ces vitamines sont

présentent en quantité intéressante dans les crevettes (RANDRIAMAHATODY, 2011).

1.4.4.6. Huiles riches en ®3 et ®6

Les huiles de poissons occupent une place importante parmi les nutraceutique en raison de leur
richesse en acides gras insaturés tels que les oméga-3 et les oméga-6 (RANDRIAMAHATODY,
2011). Ces huiles sont obtenues essentiellement a partir des poissons entiers, mais afin de
valoriser les coproduits de la mer, elles sont également extraites a partir des dérivés de poissons,

de mollusques et de crustacés (JOHNSON, 2002). Il a été démontré que les acides gras de la
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famille des omeéga-3 contribuent a diminuer le taux de cholestérol et a améliorer la santé

cardiovasculaire, aussi elles sont bénéfiques pour les personnes qui souffrent d’hyperactivité

avec déficit de 1’attention.

Une fois extraites, elles peuvent avoir des applications dans le domaine pharmaceutique, sous
forme de capsules, ou alors dans le domaine de la nutraceutique en étant formulées dans des
aliments fonctionnels (boissons,...), comme elles peuvent étre utilisées comme lubrifiants dans
les produits de dégraissage et les détergents pour les mains, ainsi que dans les cosmétiques
(JOHNSON, 2002).

Les crevettes contiennent des acide gras insaturés de la famille des oméga-3 tels que 1’acide
eicosapentaénoique (EPA) et de I’acide docosahexaénoique (DHA) qui ont un role dans le

maintien de la santé cardiovasculaire (KRIS-ETHERTON et al.2002).

1.4.4.7. Phosphatase alcaline

La phosphatase alcaline est une enzyme thermosensible qui se trouve dans la plupart des tissus
de I’organisme, chez les crustacés elle se localise dans les tissus mous de leurs carapaces.
L’extraction de cette enzyme est réalisée en suivant plusicurs étapes dont la température est
contr6lée (RANDRIAMAHATODY, 2011) Toutefois, I’extraction a partir des carapaces de
crustacés au niveau des industries a été supplantée par la technologie de recombinaison
(ARCHER et RUSSEL, 2008). La phosphatase alcaline peut avoir plusieurs réles notamment
dans la calcification, I'inhibition de la minéralisation et aussi dans la synthese du collagene...
(SALOMON, 1974).

1.5. L’inflammation

La réponse inflammatoire est une réponse adaptative engendrée en réponse a des stimuli nocifs
telle qu’une infection ou une agression tissulaire. C’est un processus habituellement bénéfique
qui permet a ’organisme d’éliminer tout agent pathogéne, de réparer les lésions tissulaire, et de
maintenir 1’intégrité du soi, elle fait intervenir des cellules, des vaisseaux, des modifications de la
matrice extracellulaire et de nombreux médiateurs chimiques tels que : les histamines, les
sérotonines, les facteurs activateurs des plaquettes (PAF) et les cytokines. Ces derniers sont des
acteurs importants dans le processus inflammatoire, ils augmentent la perméabilité vasculaire,
attirent les leucocytes sur le lieu de I’inflammation, aussi, ils favorisent leur adhésion a
I'endothélium et augmentent 1’agrégation des plaquettes. L’inflammation est classée en deux
catégories selon la durée et la cinétique du processus inflammatoires : une inflammation aigue

(immédiate et a courte durée, quelques jours a quelques semaines), elle se termine par
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I’élimination du stimulus nocif et par la réparation du tissu 1ésé, et une inflammation chronique

(a longue durée, elle peut s’étalée sur des mois ou des années) (ASHLEY et al.2012).

1.6. La cicatrisation

C’est un phénomene biologique qui est automatiquement et immediatement mis en ceuvre par

I’organisme des qu’il y a un dommage physique de quelque tissu que ce soit a I’exception des

cellules nerveuses, elle aboutit a la reconstruction d’un tissu 1ésé. Elle se déroule en trois phases :

la phase détersivo-inflammatoire, la phase proliférative avec la formation de tissu granulaire et

en fin la phase de remodelage. Chaque étape est induite par la précédente et elle ne peut avoir

lieu que si celle-ci est parfaitement achevée, ce qui souvent implique I’apoptose (BENSEGUENI
et al.2007).

La phase inflammatoire : elle est caractérisée par une vasodilatation, et elle fait intervenir des

cellules inflammatoires telles que les polynucléaires neutrophiles qui vont libérer différentes
enzymes protéolytiques, afin de détruire les résidus de 1’ancienne matrice extracellulaire, mais
aussi des monocytes qui vont se différencier en macrophages et éliminer les différents agents
pathogénes présents dans la plaie.

A la fin de cette phase, la zone cicatricielle est dépourvue de tout agent infectieux et de debris
cellulaires (KOECHLER, 2015).

La phase de prolifération : au cours de laquelle se forme le tissu de granulation. Elle se

déroule en trois stades. D’abord une prolifération des fibroblastes qui vont migrer des
extrémités de la plaie vers le centre. Par la suite, ces fibroblastes vont synthétiser une nouvelle
matrice extracellulaire. Et enfin, une néoangiogenése se met en place afin de revasculariser la
zone cicatricielle (KOECHLER, 2015).

La phase de remodelage : il s’agit de la phase la plus longue étant donné qu’elle peut durer

jusqu’a deux ans. Durant celle-ci, la matrice extracellulaire est progressivement remodelée, et
cela afin d’avoir un tissu avec une structure et une fonction aussi proche que possible du tissu

originel (KOECHLER, 2015).
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11.1. Matériel

1.1.1.

Matériel biologique

Dans le cadre de cette étude, le matériel biologique utilisé est :

YV V VYV

11.1.2.

Les différents appareils et réactifs utilisés sont mentionnés dans le tableau I1.1 ci-dessous :

Carapaces des crustacés : crabes et crevettes.
BSA (sérum albumine bovine).

Souris BALB/c.

Rats Wistar.

Matériel et méthodes

Germes pathogenes : Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus

(streptocoques fécaux) et Aspergilus sp.

Materiel non biologique

Tableau I1.1: Matériel et réactifs utilisés

Appareillages

Réactifs

Sechoir a ventilation (La Parmigiana).
Mixeur.

Balance de précision (Shimadzu AUW 220 D
Uni Bloc).

Creusets.

Etuve (memmert).

Four a moufle (wise therm).

XRF (Thermo Fisher Scientific Niton XL3t
goldd+).

Lecteur Automatique de Microplaque ELx80
Dessiccateur.

pH métre.

Agitateur magnétique (KiKa Werke TopMix
FB15024)

Appareil de Soxhlet (huber minichiller).
Evaporateur rotatif (Ika HB10).
Spectrophotometre UV-Visible (Shimadzu UV-
1800).

Colonne de chromatographie.

Chauffe ballon (Benstead Electrothermal).
FTIR.

Bec bunsen.

Maillet, ciseaux, Poingon.

Becher, éprouvette, micropipettes, écouvillon,
pipettes Pasteur.

g™,

Réactif de Bradford.
Ether diéthylique.
Acétone.

Hexane.
Méthanol.
Solution saline.
Sulfate de sodium.
Cyclohexane.
Ether de pétrole.
Eau distillée.
Ethanol.

HCI.

NaOH.

Acide acétique.
DPPH.

Xyléne.

Glucose

Gel de silice
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11.2. Echantillonnage

11.2.1. Collecte de la matiére premiére et identification des espéces de crabes et de crevettes
La collecte des échantillons a été faite en Février 2020.

Les coproduits des crevettes utilisés ont éteé récoltés aux niveaux de la pécherie d’Alger centre; et
le port de El Djamila (la madrague) a I’ouest de la commune d’Ain Benian. C’est deux sites
d’échantillonnage font partie de la baie d’Alger.

Quant aux crabes, ils sont issus de la péche accessoire, ils ont été collectés au niveau du port de
Cherchell (baie de Bou Ismail) a 93 km a I’ouest d’ Alger.

L'identification a été faite en se basant sur les fiches FAO (Fischer,1987) , et avec l'aide du Dr.

REFES W. au niveau du laboratoire de ’ENSSMAL a Sidi Fred.

11.2.2. Prétraitement des carapaces de crustacées
Les coproduits des crustacés (crabe et crevette) récoltés ont été rincés avec de 1’eau de robinet

afin d’éliminer toutes traces de sable, du sang et des épiphytes. Par la suite, ils ont été séchés au
niveau du CNRDPA a I’aide d’un séchoir ventilé, a 37°C pendant 24h (figure 11.1) ; et ils ont été

broyés finement a 1’aide d’un mixeur, jusqu’a I’obtention d’une poudre.

Figure 11.1: Séchage des échantillons
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11.3. Détermination de la composition biochimique globale des coproduits des crustacés
La détermination de la composition biochimique globale, du mélange des coproduits des deux
espéces de crevettes Parapenaeus longirostris et Aristeus antennatus et des coproduits de crabes

Liocarcinus depurator, a été réalisée au niveau de laboratoire de biochimic a ’ENSSMAL.

11.3.1. Détermination de la teneur en eau
En utilisant la méthode référentielle (AOAC, 1980), la teneur en eau est obtenue par le calcul de

la perte de masse, suite au séchage de 1’échantillon a analyser dans une étuve a 105°C pendant
24h afin d’éliminer toute trace d’eau en préservant la matiére organique. Le résultat est exprimé

en pourcentage.

Mode opératoire:

e Peser les creusets vides, et noter leurs poids Mo;

e Tarer ces poids, puis peser 2 g de chaque échantillons secs;

e Peser I’ensemble creuset + échantillon Mq;

e Mettre les échantillons dans I’étuve a 105°C jusqu’a stabilisation du poids de chaque
échantillon (environ 24h);

e Retirer les creusets, enlever le couvercle et laisser refroidir dans le dessiccateur, puis
noter le poids final des échantillons secs My;

e Lateneur en eau et calculée par de la formule suivante:
M{—-M,

H%=M—><100

1—Mp
Avec:
Mo: poids du creuset vide;
Mi: poids du creuset avec I’échantillon avant étuvage a 105°C;

M: poids du creuset avec 1’échantillon aprés étuvage.

11.3.2. Détermination de la teneur et de la composition en matiere minérale
11.3.2.1. Determination de la teneur totale en matiere minérale

Les cendres ont été déterminées par une méthode référentielle a partir des échantillons secs
préalablement étuvés a 105°C pendant 24h. Cette méthode est basée sur I’incinération des
échantillons dans un four a moufle a 600°C pendant 4h (AOAC, 1999) (figure 11.2), jusqu’a
I’obtention de cendres blanches.

Mode opératoire:

» Peser les creusets en porcelaine vides.
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Peser 2 g de carapaces de crustaces (crabes et crevettes) sechées a 1’air libre puis a 1I’étuve)
Placer les creusets dans le four a moufle & 600°C pendant 4 heures. (Figure 11.2)

Retirer les creusets (annexe 01) et les placer dans un dessiccateur.

YV V VY V

Peser les creusets pour déterminer la masse des cendres (matiére minérale) apres avoir été

refroidis dans un dessiccateur:;

Figure 11.2: Incinération dans le four a moufle

e Lateneur en matiere minérale est calculée par la formule suivante

C% = (2% X 100
1—M0

Avec :

Mo: poids du creuset vide;
M;: poids du creuset avec 1’échantillon sec avant incinération;

M: poids du creuset avec 1’échantillon aprés incinération a 600°C.

11.3.2.2. Détermination de la composition et la concentration des matiéres minérales par
spectrométrie de fluorescence X (XRF)

Principe de la XRF (X-ray fluorescence) ou spectrométrie de fluorescence des rayons X :
c’est une technique rapide et facile a utiliser. La spectroscopie par fluorescence de rayons X est
une technique analytique de spectroscopie atomique qui implique le bombardement des
échantillons avec un rayonnement primaire, lors de cette interaction, le rayonnement primaire
excite les électrons dans les coquilles internes des atomes et provoque une perte d'électrons dans
la coquille. Les électrons comblent alors cette lacune dans les coquilles d'énergie inférieure en

émettant des photons a une longueur d'onde précise. La fluorescence résultante peut étre utilisée
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pour déterminer les éléments présents dans I'échantillon. Seuls les éléments les plus abondants
seront au-dessus de la limite de détection de I’appareil (DOBRIJEVIC et al. 2020).

Mode opératoire :

Un appareil XRF Niton® XL3t de type pistolet équipé d'un tube a rayons X a été utilisé.
L’¢échantillon solide de fine granulométrie est placé dans une coupelle a bague de 32 mm de
diamétre, il est ensuite recouvert d’un film en Mylar a travers lequel il est analysé. Le lancement

des analyses peut alors étre piloté depuis 1’ordinateur.

11.3.3. Détermination de la teneur en protéines totales
La détermination de la teneur en protéines totales est effectuée par la méthode de Bradford

(micro-méthode)
Le principe de la méthode de Bradford :
La méthode de Bradford est utilisée pour mesurer la concentration de protéines totales dans un
échantillon, elle repose sur 1’utilisation de bleu de Coomassie dans un milieu acide, ce colorant
se lie avec les acides aminés basiques I'arginine, la lysine et I'histidine, contenues dans les
protéines par des liaisons ioniques en formant un complexe protéine-colorant ce qui entraine un
changement de couleur du brun au bleu.
Le bleu de Coomassie absorbe a la longueur d’onde 465nm, et quand il se lie avec les acides
aminés basiques la liaison entraine un déplacement du pic d’absorption de 465nm a 595nm
(BRADFORD, 1976).
Mode opératoire :
La protéine de référence : BSA (Sérum Albumine Bovine)
e Préparer une solution de 10mg BSA dans 10ml d’eau distillée, qui sert & préparer la
gamme étalon ;
e Mettre un volume de 10ul de la gamme ainsi que de I’échantillon dans la microplaque
EIx808™, et y ajouter 200ul du réactif de Bradford, puis incuber & une température
ambiante pendant 5 a 45min.

e Faire une lecture spectrale automatique dans la longueur d’onde 595nm.

e [’¢quation DO = f(BSA) (Annexe 02).

11.3.4. Détermination de la teneur en lipides totaux

L’extraction des lipides totaux est effectuée par la méthode de Soxhlet qui est une méthode
gravimétrique (EL HOUDA, 2017).
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Principe de la méthode de Soxhlet:

L'échantillon est placé dans une capsule de cellulose, I’extraction se fait en continu par 1’éther
diéthylique en ébullition (35°C) qui dissout graduellement la matiere grasse. Le solvant
contenant la matiére grasse retourne dans le ballon par déversements successifs causés par un
effet de siphon dans le coude latéral. Comme seul le solvant peut s’évaporer de nouveau, la
mati¢re grasse s’accumule dans le ballon jusqu’a ce que I’extraction soit compléte. Une fois
I’extraction terminée, 1°éther diéthylique est évaporé sur un évaporateur rotatif. La matiére grasse

et récupérée dans le ballon séché qui est pesé (EL HOUDA, 2017).

Les capsules de cellulose sont perméables au solvant et a la matiere grasse qui est dissoute.

Réfrigérant

Cartouche

Ballon

Source chauffante

Figure 11.3: Dispositif de Soxhlet

Mode opératoire:

o Allumer le réfrigérant de I’appareil a 2°C;

e Peser 2g de carapace seche (m).

e Placer ces 2g dans un mortier et broyer finement.

e Mettre I’échantillon dans la cartouche.

e Peser le ballon vide et noter son poids Py.

e Prévoir un blanc qui contient uniquement le solvant (pour assurer la qualité du solvant).

e Déposer la cartouche qui contient I'échantillon dans le macra (extracteur de Soxhlet)
(figure 11.3).

e Mettre le ballon sur la plaque chauffante;

e Verser 160 ml d’éther diéthylique dans la cartouche qui contient 1’échantillon.
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e Allumer a une température de 100°C jusqu’a I’ébullition;

e Réduire la température a 60°C de sorte a maintenir 1’ébullition stable;

e Faire marcher I’appareil a plusieurs cycles pendant 4h

e Retirer le ballon contenant le solvant et le placer dans I’évaporateur rotatif (60°C) pour
I’évaporation compléte et la concentration des lipides (Annexe 03);

e Retirer le ballon sec (Annexe 01), attendre que ¢a refroidisse et peser P;.

Le taux des lipides est calculé selon la formule suivante:

P1—-Py

L % = () x 100

Avec :

Po: poids du ballon vide ;
P : poids du ballon qui contient 1’échantillon aprés la passage par le rota vapeur.
P1-Po: la masse des lipides

m: le poids de I’échantillon (2g).

11.4. Extraction et caractérisation des pigments a partir des coproduits des crustacés

11.4.1. Préparation de I’extrait brut

Deux protocoles ont été suivis afin d’extraire les pigments. Le premier en utilisant de I’acétone et
de I’hexane (SOWMYA et SACHINDRA, 2012), et le second en utilisant du méthanol (DALEI
et SAHOO, 2015).

Premier protocole :

e Homogénéiser les carapaces a I’aide d’un mixeur;

e M¢langer 100g d'homogénat de carapaces avec 100 ml d’acétone puis filtrer;

e Récupérer les résidus et refaire I’opération jusqu’a éclaircissement total du filtrat;

e Réunir tous les extraits;

e Séparer les phases (extraction liquide-liquide) avec de 1’hexane en quantité égale;

e Laver ’extrait d’hexane avec une quantité égale de solution saline 0,1%, pour enlever
toute trace d’acétone;

e Déshydrater I’extrait avec 25g de sulfate de sodium;

e Filtrer et évaporer sous vide a 40°C;
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e Concentrer sous jet d'azote pour obtenir I’extrait brut, et conserver a 1’abri de la lumiére.

Deuxieme protocole:
e Peser 10g de carapaces seches et y ajouter 100 ml de méthanol;
e Laisser macérer le mélange pendant 1h sous agitation magnétique;
e Filtrer le mélange dans un récipient,
e Récupérer les résidus et refaire I’opération jusqu’a blanchiment des carapaces;

e Réunir tous les filtrats ensemble, et évaporer par un évaporateur rotatif.

11.4.2. Calcul du rendement d’extraction des pigments
Le rendement d’extraction est calculé par la formule suivante: (SOWMYA et SACHINDRA,

2012).

sesnmXVexerqitXfacteur de dilution

Rendement (ug/g)= 4

0,2XW¢chantillon

Avec:

A : absorbance de la fraction a 468 nm ;

V: volume de 1’extrait ;

0,2 : Absorbance a 468 nm de 1pg/ml d’astaxanthine standard;

W : poids de I’échantillon d’extraction en g.

11.4.3. Séparation et identification des pigments
11.4.3.1. Analyse chromatographique sur colonne d’adsorption de gel de silice

Principe : La premiére chromatographie d’adsorption a été réalisée est par Tswett en 1906 ; ce
fut sur de la craie pour séparer les pigments des végétaux.

Ce mode de chromatographie met en jeu un mécanisme d'adsorption du soluté sur la phase
stationnaire solide et un mécanisme d'élution (désorption) par la phase mobile liquide (éluant).
L’adsorption est la fixation plus ou moins énergique d'un soluté sur une surface solide; elle met
en jeu des liaisons a faible énergie (liaisons hydrogéne, interactions électrostatiques...). Pour étre
utilisable a des fins separatives, I'adsorption doit étre réversible.

L’¢lution ou désorption consiste a extraire le soluté adsorbé a I'aide d'un solvant appelé éluant.

- Les différents solutés sont plus ou moins adsorbés sur la phase stationnaire, et plus ou moins

solubles dans la phase mobile; il en résulte une migration différentielle des solutés en fonction de
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la résultante entre les deux forces (de rétention et d'entrainement) et donc une séparation de ces
solutés (KONE, 2018).

Mode opératoire:

e Préparer la colonne avec le gel de silice G (60-120 mesh) qui servira de support a la

phase fixe liquide;

e Préparer 100ml d'éluant (hexane)

e Placer du coton cardé au fond d’une burette de 25ml (30 cm de hauteur et 02.5 cm de
diamétre) ;

e Recouvrir le coton de 0,5 cm de sable de Fontainebleaux et déposer quelques millilitres
d'éluant afin de chasser I'air enfermé dans le coton ;

e Dans un bécher, peser 12g de silice seche d'une granulométrie comprise entre 0,063 et
0,200mm et ajouter 25ml d'éluant. Agiter afin d'obtenir un gel ;

e Verser ce gel dans la burette et rajouter de I'éluant si le gel se solidifie. « Tapoter »
Iégerement la colonne afin de chasser les éventuelles bulles d'airs et de tasser la colonne ;

e Déposer une seconde couche de 0,5cm d'épaisseur de sable de Fontainebleaux afin de
garder le haut de la colonne de silice toujours plat lors des dépdts d'échantillon et
déluant ;

e Une fois que la colonne est tassée, jeter le surplus d'éluant de la colonne afin que son
niveau arrive au ras du sable ;

e Travailler a I’obscurité pour éviter I’oxydation des pigments. Le suivit de I'¢lution de
chaque pigment se fait visuellement en suivant la séparation de chaque couleur lors des
différentes élutions ;

e Dissoudre ’extrait brut dans I’hexane et le déposer délicatement sur le gel dans la
colonne ;

e Séparer les trois fractions contenues dans le mélange, en utilisant a chaque fois des

éluants a des proportions différentes:

- 100% hexane — F1: fraction d’hexane;
- (92:8) hexane; acétone — F2: esters d’astaxanthine;

- (80:20) hexane; acétone — F3: fraction d’astaxanthine.

-Les trois fractions obtenues sont concentrées dans un evaporateur rotatif et par la suite sous jet

d’azote et conservées a -20°C jusqu’a utilisation.
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Les coproduits de crabes et
de crevettes
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Figure 11.4: Diagrammes d'extraction des pigments caroténoides
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11.4.3.2. Analyse spectrophotométrique

Principe : C’est une méthode basée sur la loi de Beer-Lambert qui montre une relation
proportionnelle entre I'absorbance et la concentration. Elle permet également de déterminer
I'absorption d'une solution pour une longueur d'onde donnée ou pour une plage de longueurs
d'ondes judicieusement choisie (MASSON, 2016). Les différentes fractions de pigment obtenus
ont fait I’objet d’une analyse au spectrophotométre UV-visible avec un balayage de spectre de
400 nm a 550 nm, afin de déterminer I’absorbance maximale de chaque fraction A=f (A) (PHAN,

2014).
Mode opératoire:

e Allumer le spectrophotométre (Annexe 03);
e Placer le blanc qui contient le solvant;
e Placer les échantillons I’un aprés 1’autre, et enregistrer les spectres d’absorption obtenus

pour chacun d’eux.

11.4.3.3. Analyse chromatographique sur couche mince

La chromatographie sur couche mince est une technique de séparation et d’analyse des mélanges

homogenes.
Principe :

C’est une technique qui permet de séparer des substances présentes dans un mélange dans un but
d’analyse, elle est basée sur la migration d’un liquide (solvant) sur un support (la plaque de
silice) qui représente la phase solide (PHAN, 2014). Les pigments sont entrainés avec le solvant
par capillarité, les pigments les plus solubles dans la phase mobile (qui ont une affinité avec le
solvant) vont migrer plus ou moins loin, par contre les pigments qui ont une affinité avec la

phase stationnaire la migration sera faible.

Mode opératoire:

e Prendre une plaque de silice préalablement activée dans I’étuve a 37°C pendant 15min, et
tracer dessus la ligne et les points de dépéts;

e Déposer quelques gouttes des échantillons (extraits bruts, F2 et F3) sur les points prévus;

e Placer la plaque dans une cuve contenant la phase mobile constituée d’éther de pétrole,
d’acétone et de cyclohexane en proportions (85:10:5) respectivement, et laisser migrer

pendant environ 15 min (figure 11.5).
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Plaque de gel de
silice

La cuve

L’éluant

Figure 11.5: Chromatographie sur couche mince

I11.5. Extraction de la chitine et du chitosane

La chitine peut étre extraite a partir des carapaces de crustacés (crabes et crevettes) par deux
méthodes, biologique par 1’utilisation des enzymes, ou chimique qui consiste en un traitement
acide pour la déminéralisation et un traitement alcalin pour la déprotéinisation (Y. LIU et
al.2020), dans ce travail le protocole choisi est basé sur I’extraction chimique suivant les travaux
de TRUONG et al. (2007).

11.5.1. Préparation des échantillons de crabes et de crevettes

11.5.2. Dépigmentation, délipidation
La dépigmentation et délipidation permet d’éliminer toutes sortes de pigments et des lipides
présents dans les carapaces. Cette étape a été faite avec un mélange acétone/éthanol, en

procédant a plusieurs lavages jusqu’a éclaircissement des carapaces.

11.5.3. Déminéralisation

La déminéralisation est généralement réalisée par un traitement acide pour éliminer les minéraux
(carbonate de calcium et le chlorure de calcium) (CAILLAU, 2017), qui passent en solution sous
forme de sels. Le traitement acide est fait par une solution d’HCI 2M, Soluté/volume (1/10), avec
une agitation et un chauffage a 50°C pendant 2h30min. Puis, une filtration et un lavage ont été

réalisés avec de 1’eau distillée jusqu’a neutralisation du pH.
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11.5.4. Déprotéinisation et désacetylation de la chitine

La déprotéinisation et la désacétylation sont réalisées par un traitement basique, en utilisant une
solution caustique : ’hydroxyde de sodium (NaOH) 12.5N, Soluté/volume (1/10), avec une
agitation et un chauffage a 110°C pendant 3h. Puis, une filtration et un lavage ont été réalisés

avec de I’eau distillée jusqu’a neutralisation du pH (EATON et al.2008).

11.5.5. Rendement du massique du chitosane

L’élimination des groupes acétyles de la chitine permet d’obtenir le chitosane. Le rendement

massique est calculé en utilisant la formule mentionnée par (LE ROUX, 2012) :
Ymoo == x 100

AvVec :
M;: la masse initialeen g ;

M;s : la masse finale en g.
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Figure 11.6: Diagramme d'extraction du chitosane
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11.6. Caractérisation du chitosane produit

11.6.1. Test de solubilité

Dissoudre 0.1g du chitosane en poudre dans 10 ml d’une solution d’acide acétique (1%), sous
agitation constante pendant une nuit & température ambiante jusqu’a sa solubilisation
(FERNANDEZ-KIM, 2004).

La chitine est insoluble dans 1’acide acétique 1% car elle ne peut pas étre protonisée a cause de
I’absence de groupement amine et/ou un faible degré de désacétylation, en revanche le chitosane
est complétement soluble dans I’acide acétique 1% et cela est due au groupement amine qui se

protonise.

11.6.2. Calcul du degré de déprotéinisation

Le degré de déprotéinisation permet d’évaluer I’efficacité du traitement de déprotéinisation. Il

est calculé par la formule suivante (RAO et al.2000)

(PO MO) — (Pr Mr)
(PO MO0)

DP= x 100

Avec: MO et Mr sont les masses initiale et résiduelle du produit hydrolysé ;

PO et Pr sont les pourcentages de protéines dans le produit initial et résiduel respectivement. La
teneur en protéines est déterminée par la micro méthode de Bradford décrite précédemment.
11.6.3. Calcul du degré de déminéralisation

Le degré de déminéralisation est calculé par la formule suivante (RAO et al.2000) :

(A0 MO)—(Ar Mr)

DM = (A0 M0)

x 100

Avec: Mo et Mr sont les masses initiale et résiduelle du produit hydrolyse,

Ao et Ar les pourcentages de cendres dans le produit initial et résiduel respectivement. Ces taux
sont estimes par la méthode AOAC (1990) décrite ci-dessus.

11.6.4. Calcul du degré de désacétylation

11.6.4.1. Dosage potentiométrique
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Le DA présente le taux de groupe acétylé par rapport au groupe non acétylé (OULHIZ, 2018). La
détermination du DA par dosage pH-métrique s’effectue selon la méthode de BROUSSIGNAC
(1968) et TOLAIMATE et al.(2000).

e Prendre (0,1g) de I’échantillon (poudre de chitosane) et déposer dans un bécher;

e Ajouter un volume de 25 ml de solution de HCI (0,06N);

e Poser le mélange sous agitation a température ambiante durant une heure, ensuite ajuster

avec I’eau distillée a 50ml ;
e Titrer avec la solution NaOH (0,1) jusqu’a un pH=3,75;
e Prendre le premier volume V4, il faut continuer a titrer jusqu’a un pH de 8 et mentionner

le deuxiéme volume V5.

Le degré d’acétylation est calculé par la formule suivante de CZECHOWSKA-BISKUP et
al.(2012)

Vy;-Vy
m+0.0042 (V3 — Vq)

DA=2.03 x

Avec: m est la masse du chitosane (0.1 g) ;
V1 et V;: volumes équivalents de NaOH (a déterminer graphiquement) ;

2.03 : coefficient résultant de la différence entre la masse moléculaire du monomere acétylé et la

masse moléculaire du monomere désacétylé ;

0,0042 : coefficient résultant de la différence entre les poids moléculaires des unités monomeres
de la chitine et du chitosane.

Le degré de désacétylation est le suivant :

DDA(%)= 100 - DA (%) avec: DA: degré d’acétylation.

11.6.4.2. FTIR (Spectroscopie infrarouge a transformation de Fourrier FTRI)

Ce test a été utilisé afin de caractériser la structure du chitosane extrait et de déterminer son

degré de désacétylation, il a été réalisé au niveau du CRNA.

Principe de la FTIR : La spectroscopie infrarouge par transformée de Fourier est une technique
d’analyse qui permet d'identifier la présence de groupements chimiques specifiques. Elle est liée
aux propriétés de vibration des liaisons interatomiques. Elle consiste a irradier 1’échantillon par
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un rayonnement infrarouge. Quand la fréquence du rayonnement correspond a une fréquence de

vibration des molécules exposées, il se produit un phénomeéne d’absorption. Ceci se traduit par

un pic d’absorption sur le spectre en absorbance (MECHEDDOU et BARR, 2018).

Le degré de désacétylation du chitosane a été calculé en utilisant la formule mentionnée par
HAFSA et al.(2016) et qui est la suivante :

21320 — 3822 + 0.03133. DA Avec : DA= 100 - DDA

1420

A1z : 1’absorbance au nombre d’onde 13200m'1, A0 1’absorbance au nombre d’onde

1420cm™.

11.7. Détermination des propriétés pharmacologiques des extraits (pigments et chitosane)

L’étude des propriétés pharmacologique des extraits (pigments et chitosane) a été effectuée au

niveau de I’ANPP, sauf I’activité anti microbienne qui a été réalisée au niveau de "TENSSMAL.

11.7.1. Activité antimicrobienne des pigments

L’étude de D’activité antimicrobienne des pigments a été réalisée par la méthode de puits de
diffusion sur gel, cette activité a été testée sur les germes pathogénes, d’origine marine, présentes

dans le tableau 11.2 ci-dessous:

Tableau 11.2: Les germes recherchés et les milieux utilisés

Germes Les milieux de culture
Escherichia coli Muller Hinton
Streptocoques fécaux Muller Hinton + Enterococcus
Staphylococcus aureus Muller Hinton
Aspergillus Sabouraud

Mode opératoire :

e Un écouvillon stérile est plongé dans une suspension bactérienne (0.3 MCcF),
préalablement revivifiée, puis retiré en I’essorant contre les parois du tube ;

e L’écouvillon est étalé sur toute la surface de la gélose en tournant la boite trois fois de
60° afin d’assurer une bonne distribution de 1’inoculum ;

e Des puits de 6mm sont ensuite creusés dans la gélose stérilement a I’aide d’une pipette

Pasteur, et remplis avec 100ul de I’extrait a tester ;
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e Les boites préparées sont laisser un moment sur la paillasse afin de permettre la diffusion
du composé antimicrobien, puis incubées a la température adéquate de croissance (37°C
pour Escherichia coli, Staphylococcus aureus et les streptocoques fécaux et 25°C pour
Aspergillus) pendant 24 & 48h;

e La lecture se fait par mesure du diameétre des zones d’inhibition formées autour des
puits. L’inhibition est notée positive si le diamétre est supérieur a 2mm (THOMPSON et

al.1996).

Remarque : Les essais ont été effectués en duplicata.

11.7.2. Détermination de P’activité anti-inflammatoire in vivo des extraits de chitosane de
crabe et de crevette

Préparation des solutions meres :

-chitosane solubilisé : 0.1g du chitosane auquel on a ajouté 50 ul d’acide acétique et 10 ml d’eau

(solution a 1%).
-chitosane brut : 0.1g du chitosane auquel on a ajouté 10 ml d’huile de tournesol.
Activité anti-inflammatoire in vivo

L’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire du chitosane a été faite in vivo sur des lots de 10

souris de souche BALB/c males (dont de poids est de 20g +2).

Une inflammation cutanée est induite sur la face interne de I’oreille gauche de chaque souris par
I’application de 30ul de xyléne & 96% (figure 11.7 a). Une heure avant cette induction, chaque lot

recoit :

= Lotl (témoin négatif) : 100ul d’eau physiologique ;

= Lot2 (témoin positif) : 100ul de Diclofénac a 1% ;

= Lot3 (placebol) : 100ul d’huile de tournesol ;

= Lot4 (essail) : 100ul de solution du chitosane brut de crevette ;

= Lot5 (essail) : 100ul de solution du chitosane brut de crabe ;

= Lot6 (placebo2) : 100pul de solution d’acide acétique ;

= Lot7 (essai2) : 100ul de solution du chitosane solubilisé de crevette ;
= Lot8 (essai2) : 100ul de solution du chitosane solubilise de crabe.

38



Matériel et méthodes

Quatre heures apres I’induction de I’inflammation, les souris sont sacrifiées dans un bain d’éther,
les oreilles sont coupées et des disques d’environ 6mm de diamétre sont prélevés puis pesés et

comparés (figure 11.7 b,c,d,e).

L’activité est évaluée en comparant les poids de I’oreille gauche (contenant 1’cedéme) et I’oreille
droite (saine), et le potentiel anti-inflammatoire des échantillons testés est déterminé par le

pourcentage d’inhibition d’cedéme PIO.
La formule utilisée pour le calcul du PIO est la suivante: (MEZITI, 2018)

MD (témoin négatif) — MD (essai)
PIO = —————— x 100
MD (témoin négatif’)

AVec :

MD (témoin négatif) : la moyenne des différences entre les deux oreilles du lot de témoin

négatif.
MD (essai) : la moyenne des différences entre les deux oreilles du lot essai.
Etude statistique :

Les résultats sont évalués a I’aide d’une analyse statistique (test de Student) en utilisant le
logiciel EXCEL.
Le test T ou test de Student est un test statistique permettant de comparer les moyennes de deux
groupes d’échantillons. Il s’agit donc de savoir si les moyennes des deux groupes sont
significativement différentes au point de vue statistique. L'emploi de ce test reste subordonné en
général a deux conditions d'application importantes qui sont la normalité et le caractere aléatoire
et simple des échantillons. La premiére condition n'est toutefois pas essentielle lorsque les
échantillons ont des effectifs suffisants (en pratique, la valeur de 30 est souvent retenue) pour
assurer la quasi-normalité des distributions d'échantillonnage des moyennes (ZARROUK, 2012).
Dans le present test, un lot traité par un produit donne est constitué de 10 souris pour des raisons
économiques.
Le degré de signification :

= P >0.05: lavariation est non significative ; P < 0.05 : la variation est significative ;

= P <0.01: lavariation est tres significative ; P <0.001 : la variation est hautement

significative.

39



Matériel et méthodes

Figure 11.7 : le test anti-inflammatoire, (a) induction d'une inflammation cutanée par le xyléne a
96% apres une heure de 1’application du chitosane, (b) sacrifice des souris dans un bain d’éther,
(c) coupure des oreilles, (d) la prise des disques, (e) pesée des disques.

11.7.3. Activité cicatrisante des extraits de chitosane de crevettes
L’évaluation de 1’activité cicatrisante du chitosane a été réalisée sur un lot de 10 rats adultes de

souche Wistar femelles, Le rat Wistar est un albinos, d’un poids qui varie entre 180 et 200g.

e Les rats sont anesthésiés avec une solution de Thiopental a 0,1% administrée par
injection intrapéritonéale, puis sont épilés a la main sur la partie dorsale (figure 11.8 a,b) ;

e Ensuite une brilure thermique du 3°™ degré est induite en utilisant un poingon métallique
préalablement chauffé au bec Bunsen, puis appliqué sur le dos de I’animal pendant 10
secondes (figure 11.8 ¢) ;

e Les rats subissent, par la suite, une application quotidienne sur la surface brilée d’une
couche épaisse de la solution de chitosane solubilisé, pendant 15 jours, tout en couvrant
les Iésions en utilisant des compresses stériles et du sparadrap (figure 11.8 d,e,f) et en
respectant les conditions d’asepsie par les mesures suivantes :

— Nettoyage quotidien ;
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— Cages individuelles ;

— Alimentation normale ;

Remarque : & JO les rats ont été gavés avec 2ml d’une solution de glucose a 30%, afin de palier

I’effet de I’hypothermie.
L’évaluation de I’activité cicatrisante :

Chagque jour, les contours des lésions sont dessinés sur un papier calque, puis leurs surfaces sont

mesurées a ’aide d’un logiciel (Autocad).

Le pourcentage de la réduction de la surface brulée par rapport a la surface initiale a été mesuré
selon la méthode décrite par (KIM et al.2008). Et la formule utilisée est la suivante :
0-3S5

S n
R%:TX 100

Avec : SO : surface brilée en cm? & JO, et Sn : surface brdlée en cm? a Jn.

Figure 11.8: les étapes de I'activité cicatrisante, (a) anesthésier les rats, (b) épilation de la face
dorsale, (c) induction d'une brdlure, (d) calquer la superficie de la plaie, (e) application du
traitement, (f) couvrir la brilure.
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Résultats et discussions

I11.1. Identification des especes de crabes et de crevettes

L’identification des especes de crustacés est basée sur plusieurs critéres distinctifs décrits dans la
fiche FAO (FISCHER, 1987) et consignés dans le tableau I11.1, pour les crevettes, c’est la
morphologie du rostre et du telson qui est prise en considération, pour le crabe c’est celle de la
téte et des pinces. Les espéces identifiées sont les suivantes (Figure 111.1) :

-Crevettes : Parapenaeus longirostris, (crevette rose)
Aristeus antennatus (crevette rouge)

Les deux especes présentent un corps lisse et mou avec la présence de petites pinces aux trois
premiéres paires de pattes. On distingue une coloration rouge pale avec un rostre légérement
dentée chez Aristeus antennatus (Risso, 1816) ; et une couleur rose orangée avec un rostre
recourbé en haut avec 8 dents, ainsi qu'un telson se terminant par 3 grandes dents, aigués et fixes
chez Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846).

-Crabes : Liocarcinus depurator (étrille a pattes bleues)

La carapace de L'étrille a pattes bleues est plus large que longue, assez plate et ornée sur le dos
de granulations et de fins sillons transverses garnis de petits poils. Le front porte 3 dents
pointues et égales. Les pinces sont fortement carénées avec une dent puissante sur le bord interne
du carpe. La derniére paire de pattes, transformée en appendices natatoires, est de couleur
bleutée a violette. La couleur de I'animal est brun-rouge, tirant sur le mauve. Sa taille moyenne

est de 40 mm (maximum 52 mm) de largeur pour 30 mm (40 mm maximum) de longueur.

1em

Figure I111.1: les différentes espéces identifiées, (a) Parapenaeus longirostris, (b) Liocarcinus
depurator et (c) Aristeus antennatus
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Tableau I11.1: Les critéres distinctifs des espéces identifiées (FISCHER, 1987)

Especes Taille _ Caracteres distinctifs
Parapenaeus ——
longirostris (Lucas,
1846) o : -
Le rostre: bien développé et armé de dents, il est
Iégérement recourbé vers le haut,
8314cm | etdepasse légerement le pédoncule antennulaire,
(males), son bord dorsal avec 8 dents environ
et 12316 cm | dont la postérieure est épigastrique et nettement
(femelles) | Séparee des autres
Le telson : se termine par 3 grandes dents aigues et fixes.
Aristeus antennatus
(Risso, 1816) < : ! l
103 Le rostre : arme de trois dents sur le bord dorsal.
18 cm
Le telson : long et trés étroit, comprimé latéralement, se
termine par une pointe aigue.
Liocarcinus
depurator Y
(Linnaeus, 1758) K
La téte : avec un bord frontal armé de 3 dents égales,
triangulaires et aigués, la médiane est un peu plus longue
que les autres et un bord antérolatéral avec 5 dents tres
3a5cm.

aigueés et subégales.

T (g

La pince : paume du chélipéde armée de crétes lisses et
tranchantes, doigts sillonnés
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111.2. Composition biochimique globale des coproduits de crevettes et de crabes

La composition biochimique du mélange des coproduits de crevettes Parapenaeus longirostris et
Aristeus antennatus et du crabe Liocarcinus depurator est présentée dans le tableau I11.2 et la
Figure 111.2 :

Tableau 111.2: Données comparatives de la composition biochimique globale des coproduits de
crevettes et de crabes

Présente (KEFIL, (OULHIZ, Présente (RINTSANA
Teneurs (%) / MS étude 2020) 2018) étude | o516y (Crabes)
(Crevettes) | (Crevettes) (Crevettes) (Crabes)
Teneur en eau 14 61 10.5 10.9 3.8 3.82-4.13
(%)
Teneuren 37.49 32.6 28.09 54.27 66.8 — 69.8
minéraux (%)
protéines (%)
Teneur en lipides 6.99 8.7 3,92 7.29 0.064 — 2.65
(%)

La teneur en eau du mélange des coproduits de crevettes (Parapenaeus longirostris et Aristeus
antennatus), est de 14.61% du poids sec, cette valeur est proche de celle rapportée par
USHAKUMARI et RAMANUJAN (2012) (15%) chez la crevette Parapenaeus longirostris. Elle
est légerement supérieure a celle mentionnée par KEFIL (2020) (10.5%) et par OULHIZ (2018)
(10.9%) pour les mémes espéces.

En ce qui concerne la teneur en matiere minérale, la valeur obtenue était de 37.49%, cette valeur
se rapproche de celle relevée par KEFIL (2020) (32.6%), mais elle reste supérieure a celles
obtenues par LE ROUX (2012) pour Penaeus vannamei (24,2%), par RANDRIAMAHATODY
(2011) pour Penaeus monodon (24,29%) et OULHIZ (2018) pour Aristeus antennatus (28.09%).
Pour la teneur en lipides, la valeur obtenue était de 7.01% qui est le double de celle mentionnée
par OULHIZ (2018) (3.22 %).

Quant a la teneur en protéines totales, la valeur était de 28.96%, cette derniére se rapproche de
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celle obtenue par KEFIL (2020) (24.26%) et par OULHIZ (2018) (30.6%).

Par rapport aux coproduits de crabes (Liocarcinus depurator), la teneur en eau était de 3.8% du
poids sec. Ces résultats corroborent avec ceux obtenus par RINTSANA (2016).

La teneur en matieres minérales (54.27%) est plus basse que celle signalée par HAMDI et al.
(2018) (59%) pour le crabe bleu (Portunus segnis) et par RINTSANA (2016) (66 — 69%).

Il semblerait que (Liocarcinus depurator) soit plus riche en lipides (6.99%) que Carcinus
mediterraneus (0.7%) (HAJJI et al. 2015), que Portunus segnis (1.07%) (HAMDI et al.2018) et
que le crabe des mangroves (0.064%) (RINTSANA, 2016).

La teneur en protéines de I’étrille a pattes bleues était de 17.24%, cette valeur est supérieure de
celles mentionnées pour le crabe vert Carcinus aestuarii du Nord de Sfax (BAKLOUTI
ZOUARI, 2010) et celui des mangroves (RINTSANA, 2016) qui sont respectivement de (11.88
% et 11.23%).

Il est admis que la composition chimique globale des coproduits de crustacés (crevettes et
crabes) varie en fonction de 1’espéce, du sexe, de 1’age, et aussi en fonction des saisons et des
conditions environnementales. Ces variations peuvent exister au sein d’un méme individu. En
effet, des fluctuations parfois importantes dans la composition chimique des coproduits ont été
signalées par plusieurs auteurs pour un méme individu qu’il s’agisse de crabes (carapaces, pattes
et pinces) (RINTSANA, 2016) ou de crevettes (céphalothorax et carapace)
(RANDRIAMAHATODY, 2011). Cette grande variabilité dans les teneurs en protéines, lipides
et minéraux a été déja signalé par d’autres travaux antérieurs WALDECK et al.(2006) et
KURITA (2006).

De I’ensemble des résultats obtenus dans le cadre de cette étude, on peut conclure que les
coproduits de crabes sont une bonne source naturelle de minéraux, de glucides, de protéines et de
et contiennent de faibles taux de lipides. De méme, 1’échantillon de crevettes (mélange des deux
especes) contient de grandes quantités de cendres suivis de protéines et de glucides. Ces derniers

représentent la fraction chitineuse des crustacés (Figure 111.2).
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Figure 111.2: La composition biochimique des coproduits de crevette (a), et de crabe (b)
exprimée en pourcentage par rapport a la matiere séche (MS)

111.2.1. Composition minérale des coproduits de crabes et crevettes

L’analyse par XRF des carapaces de crevettes (Parapenaeus longirostris, Aristeus antennatus) et
de crabes (Liocarcinus depurator) a révélé la présence de plusieurs éléments minéraux. Ces
résultats sont représentés dans la figure 111.3 ci-dessous.

Si M g Autres Autres

205 1% 1% 304 Cl 2% 1% 1%/ 1%

7%
3% .

a

Figure 111.3 : Composition en minéraux des carapaces de crevettes (a) et de crabes (b)

Pour les carapaces de crevettes, le Bal et le calcium en sont les principaux composants avec un

pourcentage de 45 et 41% respectivement.

La balangeroite (Bal) est un minéral fibreux, rare et récent, trouvé pour la premiére fois en 1982
dans les serpentinite de la mine d'asbeste de Balangero, en Italie. Ce minéral fait partie du
groupe des inosilicates, sa formule chimique est (Mg,Fe2+,Mn2+)21[03/(OH)20/(Si4 012 )2]
et sa couleur est jaune-brun a brun foncé, translucide (COMPAGNONI et al.1983). La présence
de ce minéral dans les coproduits de crabes et de crevettes est insolite. Des investigations sont en

cours pour expliquer son origine.
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D’autres éléments sont présents en un pourcentage moindre tels que : le phosphore (7%), le

soufre (2%), le silicium (1%) et le magnésium (1%)...

De méme, pour la composition minérale des coproduits de crabes, les éléments majoritaires sont : le
calcium (47%) et le Bal (43%) et a plus faibles proportions : le phosphore (3%), le chlore (2%), le
magnésium (2%), le soufre (1%), le potassium (1%)...

Ces resultats restent plus importants que ceux obtenus par RANDRIAMAHATODY (2011)
pour Parapenaeus longirostris qui sont de 6% pour le calcium, 0.61% pour le magnésium et
0.68% pour le phosphore.

Il a été note dans les résultats des deux échantillons la présence des élements métalliques en trés

faible quantités tels que : I’or, le cuivre, le fer, ’arsenic...

111.3. Rendement d’extraction, identification et caractérisation des pigments

111.3.1. Rendement d’extraction

Les résultats des rendements d’extraction des pigments contenus dans les coproduits de crabes
et de crevettes sont consignés dans le tableau 111.3 ci-dessous :

Tableau I11.3 : Les rendements d'extraction des caroténoides totaux

Extraction Extraction

acétone / hexane méthanol
Crabe (ug/9) 5.49 3.675
Crevette (1g/g) 23.655 17.4

Les rendements d’extraction des pigments par la méthode méthanolique sont plus bas que ceux

obtenus par la méthode d’acétone/ hexane.

Le rendement d’extraction des pigments a partir des crevettes (23.65519/g) est plus important
que celui des crabes (5.49ug/g), cela peut étre expliqué par le fait que les crevettes (Parapenaeus
longirostris et Aristeus antennatus) sont plus colorées que les crabes (Liocarcinus depurator).
Ces taux sont inférieurs a celui relevé par DALEI et SAHOO (2015) pour les crevettes qui était
de 36.28ug/g, ceci peut étre expliqué que par manque de réactifs (hexane et acétone), 1I’extraction

des pigments était incompléte et la décoloration des carapaces n’était pas totale (Annexe 04).

Par ailleurs, selon OUELLET (2015), la teneur et le profil des caroténoides dans les coproduits
de crustacés changent en fonction de la saison de péche. En effet, les teneurs en caroténoides
totaux passent de 28.26 pg/g en avril a 54.66pg/g en juillet et a 78.96 pg/g en fin septembre. 1l a

constaté que les caroténoides di-estérifiés constituent la source principale de caroténoides suivi
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des mono-estérifiés et de 1’astaxanthine libre dans les coproduits de crevette, crabe des neiges et

des carapaces des corps crues du crabe commun et de homard.

Dans une autre étude menee par HASSEN et al. (2015), il a été constaté que le rendement
d’extraction de 1’astaxanthine a partir des carapaces de crevettes (Parapenaeus longirostris)
dépendait énormément des conditions et du mode d’extraction. Il en ressort qu’une
granulométrie fine (<0,5 mm) et une cuisson sont essentielles pour maximiser le rendement
d’extraction. L’utilisation d’un mélange de solvant polaire et apolaire représente un bon
compromis pour optimiser la production. La technique alternative (Accelerated Solvent
Extraction (ASE) permet de réaliser une économie substantielle en temps et en quantités de

solvants consommés.

111.3.2. Caractéristiques spectrales des pigments extraits

Les extraits bruts des crabes et de crevettes obtenus sont de couleur orange et rouge foncé
respectivement (figures II1.4 et IIL.5). Cela signifie qu’ils absorbent la plupart des spectres
lumineux dans le bleu. La séparation par chromatographie de partage des pigments contenus
dans les extraits bruts a été réalisée a 1’aide d’un mélange de solvants apolaire (hexane) et polaire
(acétone) en faisant varier les proportions (100/0, 92/8 et 80/20) afin de permettre une meilleure
¢lution. Le solvant (100% hexane) a permis 1’obtention de la fraction hexane constituant le blanc.
Le solvant (hexane (92%) / acétone (8%) a permis 1’élution de la fraction F2 contenant les
mono-esters et les diesters d’astaxanthines. Le solvant (hexane (80%) / acétone (20%) a permis
I’élution de la fraction F3 contenant 1’astaxantine libre. Les extraits méthanoliques (figure 111.6),

quant a eux, ils n’ont pas été fractionnés.

Figure 111.4: Pigments de
crabes (extrait brut et fractions)

Brut F1 F2 F3

Figure 111.5: Pigments de
crevettes (extrait brut et fractions)
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Figure 111.6: Extraits bruts
méthanoiques de crabes et
crevettes

L’analyse spectrale des pigments extraits a permis de mettre en évidence des pics d’absorbance a
des longueurs d’ondes spécifiques dans le domaine visible (400-500nm), les résultats obtenus

sont illustrés dans la figure I11.7 ci-dessous :
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Figure 111.7: Spectres d’absorption des pigments extraits des carapaces de crabes et de crevettes ;
(aete) les extraits bruts ; (b et f) les esters d’astaxanthine ; (C et g) la fraction d’astaxanthine ; (d
et h) les extrait méthanoliques.

Les spectres observés pour les extraits de crabes et de crevettes ont quasiment la méme allure
comme le montre la figure I11.7 (a et €) avec un pic a 469 nm pour celui des crevettes et a 459
nm pour celui des crabes. Selon BRITTON (1995) les caroténoides absorbent la lumiére du

visible entre 400 et 500 nm. De ce fait, on peut conclure que les extraits bruts de crabes et de
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crevettes contiennent des caroténoides. On remarque aussi que les DO relevés pour les extraits
bruts et les fractions issus des crevettes sont plus importantes que celles des crabes, ce qui
indique que la concentration en pigments obtenus des crevettes est plus élevée que celle des
pigments de crabes. Ces résultats concordent avec les rendements d’extraction obtenus.

Pour la fraction 2 des esters d’astaxanthine des crevettes (de couleur orange) et des crabes (de
couleur jaune), les spectres n’ont pas la méme allure (figure I11.7 b et f), mais ils présentent le
méme pic d’absorption pour les crevettes a 468nm et pour les crabes a 471nm. La différence de
I’allure peut étre due a la centration de chaque fraction et a la nature des acides gras lies a
’astaxanthine.

Concernant la fraction 3 de 1’astaxanthine, les extraits sont de couleur orange pour les crevettes
et jaune claire pour celui des crabes (figures I11.4; 111.5). Les spectres obtenus montrent la
présence d’un pic significatif a 475nm dans la F3 des crevettes mais il est absent dans celle des
crabes (figure I11.7 c et g).

Quant aux extraits méthanoliques des crevettes et de crabes dont la couleur est rouge et orange,
respectivement comme le montre la figure 111.6, les spectres obtenus ont quasiment la méme
allure avec un pic a 472 nm pour celui des crevettes et a 474 nm pour celui des crabes.

Selon les résultats obtenus par ZHANG et al. (2015), I’absorbance de 1’astaxanthine standard est
a 472.6 nm (figure 111.8), ce qui confirme que la fraction 3 des pigments extraits a partir des
carapaces de crevettes et les deux extraits méthanoliques de crabes et de crevettes contiennent

’astaxanthine.

0,600 A7L.6 nm - 0.600~ 472.6 nm o

0. 400~ =

0.200~ E

Left Right

0,000 ! 0.000 L 1 L .
400.00 420.00 440. 00 460.00 480.00 500. 00 400,00 420,00 440,00 460,00 480,00 500,00
nm.

nm

Figure 111.8: Spectres d'absorption de I'astaxanthine extraite d’Adonis amurensis (gauche),
d'astaxanthine standard (droite) (ZHANG et al. 2015)
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111.3.3. Caractérisation chimique des pigments extraits

Cette technique est utilisée essentiellement pour déterminer la nature des pigments présents dans
I'extrait brut. La migration est relativement rapide. Les solutés apolaires comme les carotenes,
migreront plus rapidement, par contre les solutés polaires comme les xanthophylles resteront a la
base de la plaque.

Chaque pigment sera caracterisé, dans un systeme donne, par sa référence front Ry (Tableau
111.4). L'estérification de la molécule d'astaxanthine libre, par un ou deux acides gras (AG)
modifie leur Ry par rapport a celui de l'astaxanthine libre en raison d'une diminution de leur

polarité. Les monoesters d'astaxanthine migrent ainsi moins vite que les diesters (RMIKI, 1999).

La purification et 1’identification des caroténoides obtenus par I’extraction (acétone/hexane) a
permis de mettre en évidence plusieurs bandes comme le montre la figure 111.9 qui représentent
les différentes molécules qui les composent. La migration de ces différents composés dépend de
leur polarité et leur affinité avec la phase stationnaire. La CCM a été procédée en utilisant une

phase mobile contenant 1’éther de pétrole, 1’acétone et le cyclohexane (85 ; 10 ; 5).

Figure 111.9: Chromatographie sur couche mince des
extraits de crevette (1) et de crabe (2)
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Tableau I11.4: Les rapports frontaux des extraits bruts et des fractions F2 et F3

Extrait F2 F3 Extrait F2 F3

brut brut

(crevette) (crabe)
Bande 1 0.22 - 0.36 0.22 - 0.35
Bande 2 0.36 - - 0.36 - -
Bande 3 0.41 - - 0.39 - -
Bande 4 0.53 - - - - -
Bande 5 0.59 0.59 - - - -
Bande 6 0.62 - - 0.63 0.63 -
Bande 7 0.67 0.65 - 0.69 0.66 -
Bande 8 0.73 - - - - -
Bande 9 0.98 - - 0.95 - -

Le profil de la CCM pour les extraits bruts (crabe, crevette) ressemble a celui obtenu par DALEI
et SAHOO (2015).

La séparation des pigments caroténoides a permis de mettre en évidence neuf bandes pour
I’extrait brut des crevettes et six pour celui des crabes. Toutes les bandes apparues sont de
couleur orange et une seule est de couleur jaune (la derniére bande).

Concernant la phase mobile utilisée, elle est composée a 85% d’un solvant apolaire (éther de
pétrole), ceci implique que plus les composés contenus dans 1’échantillon sont apolaires plus ils
vont migrer plus loin.

Pour les extraits bruts de crevette, plusieurs bandes ont migré aux mémes distances avec des Rg:
0.22;0.36;0.41; 0.62 ; 0.67 (oranges) et 0.98 (jaune), a I’exception de trois bandes de plus qui
sont apparues dans I’extrait brut de crevettes mais pas dans celui des crabes dont les R¢ sont :
0.53;0.59;0.73.

LORENZ TODD (1998) a utilis¢ une phase mobile composée d’acétone/ hexane, les Ry des
bandes obtenues sont : 0.25; 0.33; 0.40 ; 0.50 ; 0.75 ; 0.88 et 0.99, comme le montre le tableau
I11.5, qui correspondent respectivement aux : lutéine, astaxanthine libre, cantaxanthine,
astaxanthine monoester, astaxanthine diester, échininones et B-caroténe. En projetant ces
résultats par rapport a ceux obtenus dans la présente étude, les R¢ suivants : 0.22 ; 0.36 ; 0.41 ;
0.67 et 0.98 pourraient correspondre aux : lutéine, astaxanthine libre, cantaxanthine, astaxanthine
diester et B-caroténe respectivement.

Concernant la fraction 2 (F,), sensée contenir les esters d’astaxanthine, deux bandes sont

apparues sur la CCM pour les deux extraits crabe et crevettes.
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Selon DALEI et SAHOO, (2015), qui a utilisé une phase mobile différente (acétone, hexane
(1;3)), les bandes avec des R;0.36; 0.60 ; 0.75 correspondent a 1’astaxanthine, 1’astaxanthine
monoester et I’astaxanthine diester respectivement, et étant donné que la phase mobile utilisée
est composée a 85% d’un solvant apolaire, cela laisse supposer que les bandes dont le R¢égale a
0.59 (F, de crevette) et a 0.63 (F, de crabe) correspondraient a 1’astaxanthine monoester, et les
bandes ayant un R¢ de 0.65 (F2 de crevette) et de 0.66 (F, de crabe) correspondraient a
I’astaxanthine diester.

Pour les fractions 3 (F3), I’'unique bande apparue, pour les crevettes et pour les crabes, avec un Ry
de 0.36 qui correspond a I’astaxanthine.

La différence observee entre les rapports frontaux référentiels et ceux obtenus dans le présent
travail peut étre due a la nature des pigments extraits et de I’éluant utilisé.

Tableau 111.5: Les valeurs des rapports frontaux des différents caroténoides (LORENZ TODD,

1998)

Caroténoide Rs

B-caroténe 0.99
Echinenone 0.87
di-esters d’astaxanthine 0.75
Mono-esters d’astaxanthine | 0.50
Canthaxanthine 0.40
Astaxanthine libre 0.33
Lutein 0.25

111.4. Rendement massique des chitosanes produits

Les rendements massiques des chitosanes préparés a partir des coproduits de crabes et de
crevettes sont les suivants :

Tableau 111.6: Rendements d'extraction du chitosane

Crevette Crabe
9.6% 4%

Rendement
d’extraction

La déproteinisation, la déminéralisation et la désacétylation de la chitine ont permis d’obtenir un
chitosane a partir des coproduits de crevettes (Parapenaeus longirostris et Aristeus antennatus)

avec un rendement massique de 9.6%.

Ce taux est supérieur a ce qui a été rapporteé par plusieurs auteurs tels que CHENNIT et NAIT
YAHIA (2015) (rdt= 8.1%), KEFIL (2020) (6.84%).
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Cette valeur est similaire a celle obtenue par OULHIZ (2018) (9.02%), concernant le chitosane
extrait & partir des carapaces de crabe Liocarcinus depuratorle rendement était de 4%, cette
valeur est tres inférieure de celle mentionnée par RINTSANA (2016) (9%).

Les rendements massiques varient en fonction de plusieurs facteurs tels que : la meéthode

d’extraction, I’espéce utilisée, les saisons et les conditions environnementales (zones de péche)

(OZOGUL et al.2018).

I11.5. Caracteérisation des chitosanes produits

Afin de caractériser et d’apprécier la qualité des chitosanes extraits a partir des coproduits de
crabes et de crevettes, leur teneur en minéraux et en protéines résiduels, leur solubilisation dans
un acide dilué et leur degré de désacétylation par titration volumétrique et par méthode FTIR ont

été déterminés.

111.5.1. Solubilité
Les chitosanes extraits a partir des coproduits de crevettes et de crabes sont parfaitement
solubles dans la solution d’acide acétique a 1%, la solution est translucide avec un aspect

visqueux (Figure 111.10). Ceci indique également que la chitine a été correctement désacétylée.

Figure 111.10: Solubilisation des
chitosanes extraits de crabes et de
crevettes dans I’acide acétique

Contrairement a la chitine qui est insoluble dans les solvants aqueux, le chitosane est soluble
dans les acides faiblement dilués (comme 1’acide acétique, lactique, citrique,...).

En raison de sa solubilisation en solution acide, le chitosane se comporte comme un
polyélectrolyte cationique de forte densité de charge. Ses propriétés dépendent du pH du milieu.

Le chitosane est solubilisé et il devient cationique quand le pH est inférieur au pKa intrinseque
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de la fonction amine du chitosane soit 6,3. A un pH supérieur (>6,5), les groupements ne sont

plus ionisés et le chitosane se précipite (RINAUDO et al.1993).

111.5.2. Caractérisation biochimique du chitosane

La détermination de la teneur du chitosane en protéines et cendres résiduelles permet d’évaluer
I’efficacité des traitements de déminéralisation et déprotéinisation appliqués aux coproduits de
crevettes et de crabes. Les résultats sont consignés dans le tableau ci-aprés (tableau 111.7).

Tableau I11.7: Degrés de déminéralisation et de déprotéinisation des chitosanes produits

Crevettes Crabes
DM (%) 53.31 27.49
DP (%) 100 100

Le degré de déprotéinisation est de 100%, ce qui traduit une élimination compléte des protéines.
Cela est expliqué par I’utilisation d’une solution trés concentrée de NaOH 12.5N qui a permis

d’éliminer totalement les protéines.

En revanche, le taux de matiére minérale résiduelle du chitosane préparé a partir des crevettes est
trés élevé, ce qui impligue que les minéraux constitutifs de la carapace des crevettes et des crabes
sont résistants a 1’attaque acide. Cette derniére a permis uniquement la dissolution des carbonates
de calcium. La présence du minéral Bal en forte proportion dans les carapaces de crabes et de
crevettes est peut étre la cause de ce faible taux de déminéralisation. Les concentrations
résiduelles en minéraux rapportées par KEFIL (2020) (6.36%) et par OULHIZ (2018)
(1.53+0.44%) sont plus basses.

111.5.3. Degré de désacétylation du chitosane
111.5.3.1. Dosage potentiométrique

Le degré de désacétylation obtenu par le dosage potentiometrique est de 88.12% pour le chitosan
extrait des crevettes, ce qui est supérieur aux résultats obtenus par OULHIZ (2018) qui varient
entre 65 et 72.73% et par BELLOUTI (2018) qui varient entre 50 et 59%.

Quant aux crabes le DDA était de 82.39%, cette valeur reste largement supérieure a celles
mentionnées par RINTSANA (2016) (entre 50.80 et 59.01%) pour le crabe.
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111.5.3.2. Spectrophotométrie infrarouge (FTIR)

La FTIR a été réalisée dans la gamme de fréquences 4000-500 cm™ sur des pastilles de KBr
contenant les chitosanes produits a partir des coproduits de crevettes et de crabes. La
caractérisation entraine 1’apparition d’une série de pics d’absorption qui sont représentés dans la

figure 111.11 ci-dessous :
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Figure 111.11: Spectres FTIR des chitosanes de crevettes (a) et de crabes (b) produits

Les spectres révelés par la FTIR ont permis de mettre en évidence plusieurs liaisons

caractéristiques du chitosane telles que : les liaisons (O-H) dans les régions 3300 et 1155cm™, les
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liaisons (C-H) dans les régions 2879cm-1, 2922 et 2888cm-1, les liaisons C=0 aux pics 1660,
et aussi des liaisons (N-H) dans les régions 1643, 1594cm™.

En se basant sur les spectres obtenus et en utilisant la formule mentionnée par HAFSA et
al.(2016), le DDA calculé est de 80.31% pour le chitosane obtenu des coproduits de crevettes et
de 79.31% pour celui extrait des coproduits de crabe, ces résultats sont Iégerement supérieurs a
ceux obtenus par RINTSANA, (2016) pour le crabe en utilisant la méme méthode et qui varient
entre 64.5 et 72.26%.

Les degrés de désacétylation obtenus par la méthode potentiométrique sont plus importants que

ceux obtenus par FTIR.

Ces résultats restes supérieurs a ceux obtenus par OULHIZ (2018) sur la crevette rouge
Parapenaeus longirostris, en utilisant deux méthodes chimiques (65 et 72.73%).Cette différence
peut étre due a la concentration de NaOH utilisée pour la désacétylation de la chitine qui est de
12,5N dans le présent travail et de 10N chez OULHIZ (2018).

Les degrés de désacétylation de la chitine extrait des carapaces de crabes et de crevettes sont
représentés dans le tableau I11.8 ci-dessous :

Tableau I111.8 : Les degrés de désacétylation de la chitine

Crevettes

Crabes

Présent travail

Méthode
potentiométrique

88,12 %

82,39 %

FTIR

80,31 %

79,31 %

Résultats de
OULHIZ,
2018
(crevettes)

72,34 %

Résultats de
RINTSANA,
2016
(crabes)

72,26 %

Résultats de
BELLOUTI
et HADJ
JILANI,
2018
(crevettes)

82,59 %

La méthode potentiométrique a montré des résultats de DDA meilleurs a ceux obtenus par FTIR,

toutefois il est a noter que cette derniere reste la plus précise.
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I11.6. Propriétés pharmacologiques des pigments et des chitosanes produits a partir des
coproduits de crevettes et de crabes

111.6.1. Activité antimicrobienne des pigments extraits

L’activité antimicrobienne des pigments extraits a partir des carapaces de crustacés (crabe et
crevette) vis-a-vis des germes pathogénes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Enterococcus et Aspergillus sp, a été évaluée en utilisant la méthode des puits de diffusion sur
gel. L’inhibition est notée positive si le diamétre est supérieur a 2mm (THOMPSON et al.1996).
Huit échantillons ont été testés pour leur pouvoir antimicrobien. Il s’agit des pigments, de crabes
et de crevettes, bruts extraits aux solvants méthanol et au mélange (acétone/hexane) ainsi que les

fractions dérivées.
Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 111.9 ci-dessous :

Tableau 111.9: Pouvoir antimicrobien des échantillons de pigments vis-a-vis des souches

pathogenes testées.
Crevette Crabe
brut F2 F3 Extrait brut F2 F3 Extrait
méthanoique méthanoique

E.coli - - - 4mm - - - i
S.aureus - - - - - - - 7mm
Enterococcus - - - 6mm - - - -
Aspergilus sp - - - - - - - -

(-) signifie absence de d’activité inhibitrice.

Les blancs (méthanol, acétone, hexane) n’ont montré aucune activité antimicrobienne contre les
germes pathogénes, d’origine marine, testés.

Au regard du tableau 111.9, aucune activité antimicrobienne n’a été détectée contre tous les
germes cibles pour les extraits bruts des carapaces de crevette et de crabe ainsi que pour les
fractions 2 (les esters d’astaxanthine) et 3 (Astaxanthine libre).

Cependant, I’extrait méthanolique de crevettes a présenté deux activités inhibitrices (@ > 2mm)
I’une vis-a-vis d’un bacille a Gram négatif E.coli et I’autre contre un cocci & Gram positif

Enterococcus (streptocoques fécaux) (figure 111.12).

Par rapport aux extraits méthanoliques des crabes une seule activité inhibitrice a été détectée
contre un cocci & Gram positif "S.aureus™ avec un diametre d’inhibition de 7mm (figure I11.12).
Des études réalisées par USHAKUMARI et RAMANUJAN (2012) ont montré que

I’astaxanthine présente une activité inhibitrice contre S.aureus avec une zone d’inhibition de 16
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mm de diamétre. Ceci ne correspond pas aux résultats obtenus dans le présent travail avec la
fraction trois qui est sensé contenir 1’ Astaxanthine libre.

L’absence ou la faible activité antimicrobienne des pigments extraits peut €tre expliquée en
partie par la détérioration des extraits durant le stockage suite au confinement subite lié a la

pandémie Covid-19, le test de ’activité antimicrobienne a été réalisé 08 mois aprés 1’extraction.

En effet, dans une étude menée par DA COSTA CARDOSO (2008) sur la durée de conservation
des pigments caroténoides sans ajout d’antioxydants, il a été constaté une diminution tres intense
du pic d’absorption du pigment qui se traduit par une chute trés importante de sa concentration
au cours des 3 a 5 premiers jours. Il est a noter qu’aprés 24 h, la concentration de torularhodine
(composant majeur des caroténoides extraits) est divisée par 2 et aprés 30 jours, elle est presque

nulle.

Figure 111.12: Les diameétres d'inhibition des extraits méthanoliques des pigments (a: crabe contre
S.aureus); (b: crevette contre E. coli) ; (c : crevette contre Enterococcus SF)

111.6.2. Activité anti inflammatoire des chitosanes produits

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire du chitosane extrait a partir des carapaces des
crustacés (crabe et crevette), a été réalisée sur le modele de 1'eedéme de 1’oreille de souris induit
par le Xyléne a 96% et estimée par le pourcentage d’inhibition de I’cedéme (PIO) (CHADER,
2019).
Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 111.10 et la figure 111.13 suivants :
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Tableau 111.10: Les P1O du chitosane en suspension et solubilisé

Témoin | Témoin Placebol | Essail | Essail | Placebo2 | Essai2 | Essai2
négatif positif huile de | crevette | crabe acide crevette | crabe
eau Diclofénac | tournesol acetique
physio-
logique
Poids de 1,11 0.43 1,08 0,08 0,21 0,84 0,44 0,23
I’cedéme
(mg)
P1O (%) - 61.26 2.70 92.79 81.08 24.32 60.36 79.27
120
gmo 92,79
£ 81,08 79,28
g 80 I
£ 60,36 61,26
1]
T 60 I
P
=
i
5
E 20
0
Chitosane en Chitosane en Chitosane Chitosane Dicolfénac
suspension suspension solubilisé solubilisé
(crevettes) (crabes) (crevettes) (crabes)

Figure 111.13: Potentiel d'inhibition de 1'cedéme (PIO) pour chaque traitement appliqué sur
souris en (%). Les chitosanes de crabes et de crevettes en suspension dans 1’huile de tournesol

et le chitosane de crabes et de crevettes solubilisés dans 1’acide acétique ainsi que du
Diclofénac a 1% (témoin positif)

Les résultats de 1’activité anti-inflammatoire locale des chitosanes en suspension et solubilisés

ont été comparés avec ceux du Diclofénac (Figure 111.13) et avec le lot contrdle (témoin négatif

non traité

).

La pesée des oreilles des souris traitées avec le chitosane en suspension de crevettes et de crabes

a 1% a montré une faible différence entre les poids des oreilles traitées et non traitées de 0.08 et

61




Résultats et discussions

0.21mg respectivement contre une différence de 1.11mg chez le lot témoin négatif (n’ayant subi
aucun traitement), ce qui traduit une inhibition trés significative (p<0,01) de I’inflammation
avec des pourcentages de 92 et 81% respectivement.

Chez les souris traitées localement avec le Diclofénac a 1%, on remarque une inhibition
significative (p<0,05) de I’cedéme de I’oreille par rapport a celle des souris du groupe témoin
négatif, et qui passe de 1.11mg a 0.43 mg ; ce qui correspond a une inhibition de 1’inflammation
de 61.26+0.52 %.

Quant aux souris traitées avec les solutions du chitosane solubilisé a 1% dans de I’acide acétique,
les moyennes des différences entre les poids des oreilles (traitées et non traitées) étaient de
0.44mg (avec p < 0.05) pour le chitosane des crevettes ce qui révele une inhibition significative
de I’inflammation avec un PIO de 60% et qui est similaire a celle du Diclofénac.

Pour le chitosane de crabe solubilisé, la moyenne des différences était de 0.23mg (avec p < 0.01)
et donc une inhibition trés significative de I’inflammation avec un pourcentage de 79%, ce
résultat est supérieur a celui du Diclofénac.

I1 est a noter que les placebos utilisés (I’huile de tournesol et I’acide acétique) ont été testés et
n’ont montré aucune inhibition de I’inflammation induite par le xyléne (p >0.05).

Les résultats ont montré une légére diminution de I’activité anti-inflammatoire du chitosane
solubilisé.

ADNAN et al.(2020) ont montré que, suite & une injection intra plantaire chez les rats d’une
solution de carragénine (1%), le chitosane O-carbomethylé (dérivé du chitosane) présente un
pouvoir anti-inflammatoire de 45.5%, ce résultats reste inférieurs a ceux obtenus dans le présent
travail.

Par ailleurs, on constate que le chitosane, en suspension a un pouvoir anti-inflammatoire
supérieur a celui solubilisé dans 1’acide acétique. Ce dernier provoquerait une perméabilité
vasculaire, ce qui accentue le potentiel inflammatoire du xylene (SELLAL, 2018). Le chitosane
extrait des carapaces de crevettes posséde un potentiel d’inhibition meilleur que le Diclofénac

commercial.

111.6.3. Activité cicatrisante du chitosane extrait des crevettes
Faute de temps et a cause de la pandémie du Covid-19 et du confinement, nous n’avons pu tester

que le chitosane extrait des coproduits de crevettes, le chitosane de crabe fera probablement
I’objet des études ultérieures.
De méme, faute d’un nombre suffisant d’animaux, il n’a pas été possible de faire des lots

témoins (+ et -), et donc cette étude sert d’amorce pour d’autres travaux futures.
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Le pouvoir cicatrisant du chitosane a été évalué sur les brilures du 3iéme degré. Le chitosane de

crevette a été solubilisé a 1% dans une solution d’acide acétique. L’évolution de la cicatrisation

a été suivie d’une maniére quotidienne durant 15 jours de traitement en faisant une étude

planimétrique.

La description macroscopique des brulures traitées pendant ces 15 jours est représentée dans le

tableau 111.11 suivant :

Tableau I11.11: Descriptions macroscopiques des bralures traitées avec du chitosane extrait des
crevettes durant 15jours (avec un intervalle de 5 jours)

Jo

L’apparition de la peau morte
(nécrose de tous les éléments
de I’épiderme) ;

Les bords de la plaie sont
remarquables ;

Absence de poils.

J5

La formation d’une croute
protectrice de la plaie ;

Les bords sont moins
remarquables ;

Absence d’une infection sur
la plaie ;

L’augmentation de la surface
de la plaie ;

Absence de poils.

J10

Réaction inflammatoire
Avec un saignement et une
fragilité cutanée ;

Les bords de la plaie
deviennent de moins en
moins remarquables ;

une diminution de la surface

brulée ;
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absence de poils.

Une diminution tres
remarquable du diametre de
la plaie, a cause de la
réepithelisation  spontanée
accéléré des marges de la
plaie ;

la surface de la plaie devient

J15 . .
humide et brillante avec une

diminution importante de
I’intensité de la coloration
rouge, ce qui peut étre
justifié par la formation

du collagéne.

Le graphe ci-dessous (figure 111.14) présente la variation de la superficie de la plaie pendant le

traitement par le chitosane solubilisé dans 1’acide acétique :

Surfaces briilées cm?
I

3 Premiére phase Deuxiéme phase
5 -
1
0 : : : : : .
10 13 16 19 112 115
Jours

Figure 111.14: Evolution des surfaces brilées en cm?
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D’apres le graphe, la cicatrisation se manifeste en deux phases :

Phase 1 : Une augmentation remarquable des surfaces brilées qui s’étale sur une durée de cinq
jours ; elles passent d’une moyenne de 5,26 cm? au JO a une moyenne de 8,08 cm? au J5, ceci est
dd a la phase inflammatoire (qui fait partie du processus de cicatrisation). Cette phase fait
intervenir des cellules inflammatoires leucocytes (polynucléaires neutrophiles et monocytes)
dont le role est d’¢éliminer tous les résidus de 1’ancien tissu, et aussi de nettoyer la plaie et la
décontaminer de tout agent infectieux, tout cela afin que la prolifération et la migration

cellulaires puisse commencer.

A la suite de ces cing jours, une diminution progressive des surfaces est notée (deuxiéme phase),
pour atteindre une moyenne de 3,8 cm?2 au J15, ce qui correspond a un pourcentage de réduction
des bralures de 28%. Cette diminution est due au déclanchement de la phase de prolifération au
cours de laquelle les fibroblastes migrent des extrémités de la plaie vers le centre, et ou
différentes molécules sont synthétisées afin de former une nouvelle matrice extracellulaire qui
sera, par la suite, revascularisée par de nouveaux vaisseaux sanguins pour donner un tissu de

granulation (néo-angiogenése).

Il est a noté 1’absence de sulfuration dans les plaies (pas de mauvaise odeur) ce qui indique une

bonne qualité de reconstitution.

Le ralentissement du processus de la cicatrisation peut étre du, d’un coté a la croute formée sur la
plaie qui a empéché le déroulement de ce processus, en jouant le role d’une barriere entre le
chitosane et la plaie KHODJA et al. (2013), il aurait donc fallu enlever cette croute au bout du

5éme jour.

D’un autre coté, I'utilisation du chitosane solubilis¢ dans de I’acide acétique peut avoir un effet
négatif sur la cicatrisation, car 1’acide acétique provoque une perméabilité vasculaire et donc il

stimule le processus inflammatoire ce qui ralentit le processus de la cicatrisation.

DUPASQUIER (2011) a démontré le role biologique de I’hydrogel de chitosane dans la
cicatrisation et la régenération in vivo du tissu cutané apres une brilure profonde du troisieme
degré. Cet hydrogel a été bien toléré par I’organisme et a permis la régénération de toutes les
strates cutanées ainsi que celles du réseau vasculaire. L’auteur a relevé les propriétés
antimicrobiennes de cet hydrogel et son intérét thérapeutique dans la fonctionnalité des

néotissus.
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Dans une autre etude menée par KHODJA et al. (2013), un hydrogel a base de poly (alcool
vinylique) contenant 0,25% de chitosane a été synthétisé par irradiation gamma et a été évalué
comme matériel de pansement dans un modele de rat brilé au deuxieme degré. Les analyses
histologiques ont montré que les plaies traitées avec PVA / chitosane se cicatrisent dés le 9°™
jour, tandis qu’il faut attendre le 16eme jour pour ceux traités avec un pansement de gaze de
paraffine. L'analyse histologique a révélé également que le nouveau tissu de granulation et
I'épithélialisation a mieux progressé dans la plaie traitée avec de I'hydrogel PVA / chitosane.
L’auteur conclue que I'hydrogel PVA / chitosane présente une bonne efficacité cicatrisante qui
peut étre exploitée en thérapeutique et a une influence bénéfique sur les différentes phases de

cicatrisation des plaies.
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Conclusion et perspectives

L’objectif principal de cette étude est la valorisation biotechnologique des coproduits des

crustacés, ainsi que les produits issus de la péche accessoire (les crabes non comestibles) dans un

but d’obtenir des biomolécules a haute valeur ajoutée (pigments et chitosane).

Trois especes de crustacés ont fait 1’objet de cette étude, deux espéces de crevettes

Aristeus antennatus et Parapenaeus longirostris et une espece de crabe Liocarcinus depurator.

De ’ensemble des résultats obtenus, il en ressort :

La caractérisation chimique des coproduits de crabes et de crevettes a montré que les
cendres et les protéines sont majoritaires.

Les rendements de I’extraction des caroténoides totaux et du chitosane a partir des
coproduits de crevettes sont supérieurs a ceux obtenus a partir des crabes. Les taux
obtenus restent acceptables et corroborent avec ceux rapportés dans la littérature
(OUELLET, 2015, OULHIZ, 2018).

L’étude spectral et la caractérisation qualitative par CCM des pigments extraits a permis
de confirmer la présence de I’astaxanthine libre dans la troisiéme fraction F3, ainsi que la
présence des formes estérifiées (astaxanthine mono- et diester) dans la deuxiéme fraction
F2 pour ces deux crustacés.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne de 1’astaxanthine a révélé une activité
inhibitrice pour les extraits méthanoiques issus des crevettes vis-a-vis d’E.coli et
Enterococcus et pour ceux obtenus des crabes contre S.aureus. En revanche aucune
activité antagoniste n’a été observée pour les pigments obtenus par I’extraction aux
solvants (acétone/hexane).

La caractérisation des chitosanes issus des crabes et des crevettes montre que ces produits
sont de bonne qualité avec une bonne solubilisation dans les solutions acides et un grand
degré de désacétylation aussi bien pour ceux obtenus des crevettes (80%) que ceux issus
des crabes (79%).

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vivo du chitosane en suspension a montré
qu’il a un pouvoir d’inhibition de 1’cedéme nettement supérieur a celui du Diclofenac
commercial et ce quel que soit son origine crevette (P10=92,79%) ou crabe
(P10= 81,08 %).

L’étude préliminaire du pouvoir cicatrisant d’une bralure du 3*™ degré du chitosane

obtenu des coproduits de crevettes, indique que celui-ci est doté d’un pouvoir cicatrisant
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trés intéressant avec une réduction de 28% des surfaces brllees aprés 15 jours de

traitement.

A la lumiére de ces premiers résultats, il apparait clairement que les coproduits de crustacés
méritent une attention particuliére car ils constituent une mine de biomolécules bioactives aux
propriétés pharmacologiques multiples.

A T’avenir, il serait intéressant de:

- optimiser les procédés d’extraction de I’astaxanthine et mettre en évidence les activités
biologiques (antioxydante, antidiabétique, cytotoxique et anti-inflammatoire).

- étudier les mécanismes biologiques mis en ceuvre au cours de la cicatrisation en présence du
chitosane en suspension ainsi que ses propriétés antibactériennes.

- Poursuivre la caractérisation des propriétés pharmacologiques du chitosane a savoir ’activité
analgésique, antioxydante, antidiabétique et anti-hypertensive.

- Explorer les activités biologiques des autres constituants des coproduits de crevettes de crabes

tels que les protéines et les minéraux.
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Annexes 01 : Composition biochimique des coproduits de crustacés.

Figure 1 : Cendres des coproduits des Figure 1 : Lipides et les
crabes et de crevettes pigments extraits par la méthode
de soxhlet

Annexe 02 : Courbe d’étalonnage.

Figure 3 : Courbe d’étalonnage des protéines
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Annexe 03 : Matériel utilisé pour la caractérisation biochimique

Figure 4 : Spectrophotométre UV-Visible Figure 5 : Evaporateur rotatif

Annexe 04 : Résultats de ’extraction des pigments

Figure 5 : Blanchiment incomplet
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Résumé :

L’objectif du présent travail consiste a valoriser les coproduits des especes de crevettes les plus
produites en Algérie qui sont Aristeus antennatus et Parapenaeus longirostris, et une espece de
crabe Liocarcinus depurator issue de la péche accessoire. La caractérisation biochimique des
coproduits de crabes et de crevettes a montré qu’ils sont majoritairement composés de cendres
(54% et 37%) et de protéines (17% et 29%) respectivement. Une analyse par XRF a révélé que
ces coproduits constituent une source naturelle de substances minérales, principalement le
Calcium. Le phosphore, le chlore, le magnésium, le soufre et le potassium et le silicium sont a
moindres abondance. L’extraction de ’astaxanthine a été faite par deux méthodes chimiques, la
premiere est une extraction avec un mélange de solvant (acétone/hexane) et la seconde est une
extraction méthanoique. Les rendements d’extraction de l’astaxanthine étaient (23.655ug/g et
17.4pg/g) respectivement pour les coproduits de crevettes et (5.49ug/g et 3.675ug/Q)
respectivement pour ceux des crabes. La caractérisation chimique par CCM des extraits obtenus
par la premiére méthode a révélé la présence d’une seule bande d’astaxanthine dans la fraction 3
des pigments extraits a partir des coproduits des crabes et de crevettes. L’analyse spectrale des
deux extraits méthanoiques des crevettes et de crabes dont la couleur est rouge et orange, ont
quasiment la méme allure avec un pic a 472 nm pour celui des crevettes et a 474 nm pour celui
des crabes, ce qui correspond au spectre d’absorption de 1’astaxanthine. Les extraits obtenus par
I’extraction (acétone/hexane) n’ont montré aucune activité antagoniste vis-a-vis des germes
pathogénes testés. Quant aux extraits méthanoiques de crevettes, ils présentaient une activité
inhibitrice vis a vis d’E.coli et d’Enterococcus, pour I’extrait de crabes une seule activité contre
S.aureus a été observée. La deuxiéme molécule extraite est le chitosane. L extraction chimique a
permis d’obtenir un chitosane avec un rendement massique et un degré de désacétylation de
9.6% et 80% dans I’ordre pour les crevettes et 4% et 79% respectivement pour les crabes. Ce
biopolymeére posséde une excellente activité anti-inflammatoire, supérieure a celle du Diclofénac
commercial a 1%, et ce quel que soit son origine, crevette (P10=92,79%) ou crabe (PIO= 81,08
%). L’étude préliminaire de I’activité cicatrisante d’une briilure du 3*™ degré par le chitosane
obtenu des coproduits de crevettes, indique que celui-ci est doté d’un pouvoir cicatrisant trés

intéressant avec une réduction de 27% des surfaces brulées aprées 15 jours de traitement.

Mot clés : valorisation biotechnologique, coproduits des crustacés, composition chimique
globale, astaxanthine, chitosane, pouvoir cicatrisant, activité anti-inflammatoire, activité

antimicrobienne.



Abstract

The purpose of this study is to add value to the co-products of shrimps the most produced in
Algeria which are Aristeus antennatus and Parapenaeus longirostris, in addition to crab
Liocarcinus depurator derived from incidental fishing. Biochemical characterization of crab and
shrimp co-products showed that they are mainly composed of ashes (54% and 37%) and proteins
(17% and 29%) respectively. An analysis by XRF found that these co-products are a natural
source of mineral substances, mainly Calcium. Phosphorus, Chlorine, Magnesium, Sulphur,
Potassium and Silicon are less abundant. The extraction of Astaxanthin has been done by two
chemical methods, the first is an extraction with a solvent mixture (acetone/hexane) and the
second is a methanoic extraction. The Astaxanthin extraction yields were respectively
(23.655ug/g and 17.4ug/g) for shrimp co-products and (5.49ug/g and 3.675ug/g) for crab co-
products. The chemical characterization by TLC of the extracts obtained by the first method
found out the presence of a single band of Astaxanthin in fraction 3 of the pigments extracted
from the co-products of crabs and shrimps. The spectral analysis of the two methanoic extracts
of shrimps and crabs with a red and orange colour have almost the same appearance with a peak
at 472 nm for shrimps and at 474 nm for crabs, which corresponds to the absorption spectrum of
Astaxanthin. The extracts obtained by extraction (acetone/hexane) did not show any antagonistic
activity towards the tested pathogenic germs. As for the shrimp methanoic extracts, they showed
inhibitory activity against E.coli and Enterococcus, for the crab extract only one activity against
S.aureus was observed. The second molecule extracted was chitosan. The Chemical extraction
resulted in a chitosan with a mass yield and degree of deacetylation of 9.6% and 80% into order
for shrimp and 4% and 79% respectively for crab. This biopolymer has an excellent anti-
inflammatory activity, superior to that of commercial diclofenac to 1%, whatever its origin,
shrimp (I0OP=92.79%) or crab (IOP=81.08%). The preliminary study of the healing activity of a
3rd degree burn by chitosan obtained from by shrimp co-products pointed that it has a very

interesting healing power with a 27% decrease of burnt areas after 15 days of treatment.

Keywords: Biotechnological valorization, shellfish co-products, global chemical composition,

Astaxanthin, chitosan, healing power, anti-inflammatory activity, antimicrobial activity



