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Résumé

L’objectif de ce travail est d’évaluer les propriétés biologiques de 1’astaxanthine extraite des
sous-produits de la crevette rouge Aristeus antennatus et de valoriser cette molécule comme
ingrédient fonctionnel dans 1’alimentation du tilapia rouge (Oreochromis sp.). Deux
méthodes d’extraction ont été développées : 1’une utilisant des solvants GRAS et I’autre
reposant sur 1’utilisation d’huiles végétales. Apres optimisation des parameétres d’extraction,
le rendement le plus €élevé en astaxanthine (1346.38 + 22.71 pg/g).) a été¢ obtenu avec un
rapport solide/solvant de 1:20 d’acétone a 30 °C pendant 60 minutes. L’activité antioxydante
de D’extrait d’astaxanthine, évaluée a I’aide des tests DPPH et PFRAP, s’est révélée
supérieure a celle de I’acide ascorbique. Par ailleurs, 1’activité anti-inflammatoire in vitro a
été étudiée a travers le test de dénaturation de I’albumine sérique bovine (BSA) et celui de
la stabilisation de la membrane des érythrocytes (HRBC). L’astaxanthine a montré une
inhibition dose-dépendante, atteignant 64 % a la concentration de 250 pg/mL, contre 80 %
pour le diclofénac. Le test HRBC a confirmé cet effet protecteur. L’étude de docking
moléculaire in silico a mis en évidence une forte affinité de liaison de 1’astaxanthine avec la
sous-unité p50/p65 du facteur de transcription NF-xB (=7.9 kcal/mol) ainsi qu’avec
I’enzyme cyclooxygénase-2 (COX-2) (—10.4 kcal/mol). En outre, I’astaxanthine a présenté
une activité antimicrobienne modérée, avec des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
comprises entre 25 et 1500 pug/mL, Staphylococcus aureus étant la souche la plus sensible.
L’incorporation de I’astaxanthine dans 1’alimentation du tilapia rouge pendant une période
de deux mois a entrainé une amélioration significative de la pigmentation avec une teneur
de 509.34 + 12.76 pg/g de caroténoides totaux. Les performances de croissance ont
également été améliorées, avec un poids de 35.34 + 1.12 g et une longueur de 12.7 + 0.55
cm. A la fin de I’expérimentation, les tilapias ont présenté une composition nutritionnelle
améliorée, caractérisée par des teneurs élevées en protéines (39.71 + 1.06 %) et en sucres
(2.69 £+ 0.04%), et une faible teneur en lipides (6.77 £ 0.13%).

Mots-clés : Astaxanthine ; Aristeus antennatus ; Sous-produits de crevettes ; Extraction ;

Activités biologiques ; Oreochromis sp.



Abstract

The objective of this study was to evaluate the biological properties of astaxanthin extracted
from red shrimp (Aristeus antennatus) by-products and to valorize this molecule as a
functional ingredient in the diet of red tilapia (Oreochromis sp.). Two extraction methods
were developed: one based on the use of GRAS solvents and the other relying on vegetable
oils. After optimization of the extraction parameters, the highest astaxanthin yield (1346.38
+ 22.71 pg/g) was obtained using acetone with a solid-to-solvent ratio of 1:20 at 30 °C for
60 minutes. The antioxidant activity of the astaxanthin extract, evaluated using DPPH and
PFRAP assays, was found to be higher than that of ascorbic acid. In addition, the in vitro
anti-inflammatory activity was assessed using the bovine serum albumin (BSA) denaturation
assay and the human red blood cell (HRBC) membrane stabilization test. Astaxanthin
exhibited a dose-dependent inhibition, reaching 64% at a concentration of 250 pg/mL,
compared with 80% for diclofenac. The HRBC assay confirmed this protective effect.
Molecular docking studies revealed a strong binding affinity of astaxanthin toward the
p50/p65 subunit of the NF-«kB transcription factor (—7.9 kcal/mol) as well as toward
cyclooxygenase-2 (COX-2) (—10.4 kcal/mol). Moreover, astaxanthin showed moderate
antimicrobial activity, with minimum inhibitory concentrations (MICs) ranging from 25 to
1500 pg/mL, Staphylococcus aureus being the most sensitive strain. The incorporation of
astaxanthin into the diet of red tilapia for a period of two months resulted in a significant
improvement in pigmentation, with a total carotenoid content of 509.34 + 12.76 pg/g.
Growth performance was also enhanced, with a final body weight of 35.34 £ 1.12 g and a
total length of 12.7 + 0.55 cm. At the end of the experiment, tilapia exhibited an improved
nutritional composition, characterized by a high protein (39.71 + 1.06%) and
polysaccharides levels (2.69 + 0.04%) and low lipid content (6.77 + 0.13%),

Keywords: Astaxanthin; Aristeus antennatus; Shrimp by-products; Extraction; Biological
activities; Oreochromis sp.
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Introduction

Les produits de la mer regroupent une large diversité d’especes, parmi lesquelles les
crustacés occupent une place de choix dans I’industrie agroalimentaire. Les crevettes, en
particulier, figurent parmi les produits halieutiques les plus valorisés sur le marché
international en raison de leurs qualités nutritionnelles, de leur forte teneur en protéines et
de leur faible teneur en lipides (Chakraborty, 2025). Cependant, leur transformation
industrielle géneére d’importantes quantités de déchets, principalement constitués des tétes,
des carapaces et des queues, représentant entre 40 et 80 % de la biomasse totale selon

I’espéce et le procédé utilisé (Hosney et al., 2025).

L’accumulation de ces sous-produits constitue un probleme environnemental
significatif, en raison des risques de pollution et des colts liés a leur élimination
(Chakraborty, 2025). Face a ces contraintes, la valorisation des déchets de crevettes apparait
comme une approche durable et stratégique, permettant a la fois de réduire I’impact
environnemental des industries de transformation et de générer des produits a forte valeur
ajoutée, notamment par 1’exploitation de composés d’intérét biologique (Zuorro et al., 2020 ;
Antu et al., 2024).

Les sous-produits de crevettes sont en effet riches en composés bioactifs d’intérét,
tels que les protéines, la chitine, les acides gras polyinsaturés a longue chaine (EPA et DHA)
et les caroténoides, parmi lesquels 1’astaxanthine occupe une place particuliére en raison de
son potentiel biologique élevé (Saini et al., 2020). Dans ce contexte, Aristeus antennatus,
représente une espece d’importance économique et nutritionnelle notable. Elle se distingue
par une forte teneur en acides gras oméga-3 ainsi que par une concentration élevée en
astaxanthine, ce qui en fait une ressource particulierement attractive pour 1’extraction
naturelle de ce caroténoide a partir de ses sous-produits (Chakraborty, 2025). L’exploitation
ciblée de cette espéce offre ainsi une opportunité prometteuse pour le développement de

procédés durables de production d’astaxanthine d’origine marine.

L’astaxanthine est une xanthophylle rouge reconnue comme 1’un des antioxydants
naturels les plus puissants. Son activité antioxydante est estimée supérieure a celle de

nombreux autres caroténoides et vitamines antioxydantes, en raison de sa capacité élevée a
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neutraliser les radicaux libres et a inhiber les processus d’oxydation lipidique (Liu et al.,
2020). Outre son pouvoir antioxydant, I’astaxanthine présente des propriétés biologiques
variées, incluant des activités anti-inflammatoires, antimicrobiennes, anti-vieillissement,
ainsi que des effets protecteurs contre diverses pathologies métaboliques et cardiovasculaires
(Youssef al., 2025). Grace a ces propriétés, I’astaxanthine trouve des applications dans de
nombreux domaines, notamment dans les industries agroalimentaire, pharmaceutique,
nutraceutique, cosmeétique et biomédicale (Polamraju et al., 2025). En aquaculture, elle est
particulierement recherchée en tant qu’ingrédient fonctionnel, en raison de son role dans
I’amélioration de la pigmentation, de la croissance, de la résistance au stress oxydatif et de

I’état sanitaire général des poissons d’¢élevage (Li et al., 2025).

Le tilapia (Oreochromis sp.) est I’'une des espéces de poissons les plus élevées au
monde, en raison de sa croissance rapide, de sa rusticité et de la qualité nutritionnelle de sa
chair (Cai et al., 2025). Toutefois, les poissons sont incapables de synthétiser les
caroténoides et doivent donc les obtenir exclusivement par I’alimentation. L’enrichissement
des rations alimentaires en astaxanthine naturelle constitue ainsi une stratégie nutritionnelle
prometteuse pour améliorer la pigmentation, les performances zootechniques et la qualité
nutritionnelle du tilapia, tout en renforcant sa résistance aux stress physiologiques en

conditions d’élevage intensif (Peng et al., 2025).

Dans ce contexte, 1’objectif principal de cette thése est de valoriser les sous-produits
de la crevette rouge Aristeus antennatus par I’extraction de 1’astaxanthine, d’évaluer ses
activités biologiques et d’étudier son potentiel en tant qu’ingrédient fonctionnel dans
I’alimentation du tilapia rouge (Oreochromis sp.). Plus précisément, ce travail vise a
développer et optimiser des procédés d’extraction de 1’astaxanthine, a caractériser ses
propriétes antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes, puis a analyser ses effets

sur la pigmentation, la croissance et la composition nutritionnelle du tilapia.
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I. Crevette bleu-rouge Aristeus antennatus (Risso, 1816)

I.1. Présentation de ’espéce

Aristeus antennatus (Risso, 1816) (figure 1), communément appelée crevette bleu-rouge
ou tout simplement rouge, est une espece de crevette d'eau profonde trés appréciée pour ses
qualités culinaires, nutritionnelle, et son importance économique dans les pécheries

méditerranéennes (Dallarés et al., 2023).

L'espece est répartie dans toute la mer Méditerranée, dans les eaux de I'océan Atlantique
(OA) adjacentes au détroit de Gibraltar, du Portugal au Cap-Vert, et dans l'ouest de I'océan
Indien (Ol), de I'Afrique du Sud au canal du Mozambique, & Zanzibar et aux fles Maldives ;
plus récemment, sa présence au large des cotes brésiliennes a été suggérée (figure 2) (Fernandez
etal., 2011 ; Heras et al., 2019).

Des études biologiques indiquent que cette espéce est la plus eurybathique de la mer
Méditerranée, présente a des profondeurs allant de 80 a 3300 m, avec une plus grande
abondance dans les premiers 1 000 m de profondeur, ou la péche est pratiquée (Sarda et al.,
2010 ; Heras et al., 2019).

Figure 1 : Crevette bleu-rouge Aristeus antennatus (Risso, 1816) (Garcia-Rodriguez, 2003).

L’abondance et la biomasse des crevettes rouges diminuent en dessous de 1000 m,
ou I'on observe une réduction importante de la proportion de femelles. Cela signifie que la
reproduction a lieu principalement sur la pente moyenne a la fin du printemps et en été a

environ 700-800 m. En dessous de cette profondeur, I'abondance d'A. antennatus diminue
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fortement, mais certains individus ont néanmoins encore été enregistrés jusqu'a 2880 m dans

la Méditerranée occidentale (Sarda et al., 2010).

Figure 2 : Répartition géographique d'A. antennatus (Kapiris, 2012)

1.2. Systematique

La position taxonomique d’ Aristeus antennatus, décrite ci-aprés proposée par
Bowman et Abele en 1982:

Embranchement : Arthropodes
Sous embranchement : Crustacés
Super-classe : Multicrustacea
Classe : Malacostracés

Sous classe : Eumalacostracés
Super ordre : Eucaridés

Ordre : Décapodes

Sous ordre : Dendrobranchiata
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Super famille : Penaeoidés
Famille : Aristaeidés
Genre : Aristeus

Espéce : Aristeus antennatus (Risso, 1816)

1.3. Morphologie

La crevette « Aristeus antennatus » posséde une teinte qui varie entre le rose et le
rouge-orangé, elle se caractérise par un corps fin allongé. Les femelles sont plus grandes
que les males, avec une longueur de carapace (CL) allant de 18 a 68 mm pour les femelles

et de 18 a 36 mm pour les méles dans les populations méditerranéennes (Abras et al., 2022).

La partie antérieure qui s’appelle le céphalothorax est bien recouvert dorsalement
d’une carapace lisse et robuste, elle porte antérieurement une €pine antennaire et une épine
branchiostége (figure 3). A la place de I'épine hépatique (absente), on trouve une légere
caréne oblique et un sillon branchial profond. Le rostre est court chez les males et long chez
les femelles et les jeunes, son extrémité n'atteint pas le bord antérieur de I'écaille antennaire,
il porte 3 dents dorsales. Pour les deux sexes, le bord ventral du rostre est sans dents
(Carreton et al., 2019).

Les yeux sont bien développés et sont trouvés sur les deux cotés du rostre. Les
antennes sont trés longues et fines utilisées pour détecter les mouvements et les odeurs dans
I'eau. Elle comporte huit pattes thoraciques (appendices), trois sont fusionnées a la téte pour
former les maxillipedes et les autres constituent les péréiopodes qui servent a la locomotion
et a la respiration. Tandis que I’abdomen est la partie postérieure de la crevette, composé de

cing segments dépourvus de sillon (Carreton et al., 2019).

Le premier segment est lisse dorsalement et le deuxiéme présente seulement de
légeres indications de carénes. Les quatre derniers segments abdominaux se terminent
postérieurement par une petite épine. Le telson est tres étroit, comprimé latéralement,
terminé en pointe. Les appendices abdominaux sont réduits, les cing premiers constituent le
pléopode et le dernier représente 1’uropode (Lagardere, 1971 ; Arzel et al., 1992 ; Kherraz,
2006 ; Adda-Hanifi, 2007 ; Noél, 2015, Dallarés et al., 2023).
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— Carapace
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Figure 3 : Anatomie externe d’Aristeus antennatus (Quero et al., 2001).

1.4. Reproduction

La période de reproduction définie a partir de I'évolution des stades ovariens
commence d'Avril a Septembre avec des valeurs maximales de Mai a Aodt, dont les adultes
se retrouvent a 400-900 m de profondeur (Mouffok et al., 2008 ; Abras et al., 2022), ou se
trouve principalement des femelles reproductrices portant un ou plusieurs spermatophores
(Agullo et al., 2022).

La maturité sexuelle des femelles est indiquée en fonction du stade de la maturité des
gonades (Agullo et al., 2022). Lors de leur premiére maturité sexuelle, les femelles
présentent généralement une taille comprise entre 24 et 29 mm, tandis que celle des males
se situe entre 18 et 22 mm (Aydin et Tirasin, 2023). En ce qui concerne la fécondité relative
moyenne, la production d'ceufs est estimée a 8000 unités par gramme de biomasse corporelle

(Nouar, 2001).

Aristeus antennatus est une espece avec un thélycum ouvert, pour cette raison les
processus d’accouplement et de fécondation se déroulent complétement a 1’extérieur, et le

spermatophore est éliminé a chaque mue (Kapiris et Thessalou-Legaki, 2009).
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1.5. Régime alimentaire

Brian (1931) fut le premier a s'intéresser au régime alimentaire d'Aristeus antennatus.
Cette espece, reconnue pour sa forte activité alimentaire, se nourrit d'une grande diversité

d'organismes benthiques et endobenthiques (Carreras-Colom, 2021).

Maynou et Cartes (1997) ont identifié A. antennatus comme Il'un des décapodes
benthiques de la Méditerranée présentant une activité alimentaire particulierement élevee.
Son régime alimentaire est dominé par les petits crustacés, les mollusques et les polychetes,
tandis que les petits poissons sont consommeés a une faible fréquence (Kapiris et Thessalou-
Legaki, 2011).

Le régime alimentaire de cette espece varie en fonction de la saison et de la
profondeur. En automne, les proies dominantes sont les polychetes et les ophiuroides. Entre
I'hiver et I'été, les principales proies comprennent les polychetes, les restes de poissons, les

échinides et les coquilles de ptéropodes (Chartosia et al., 2005).

Des aliments secondaires, tels que les macroalgues brunes et les restes de posidonies,
sont relativement fréquents dans son régime alimentaire (Nouar et al., 2011). Les proies
préférées d'A. antennatus sont les organismes micronectoniques, notamment les

Myctophidae, Sergia robusta et Meganyctiphanes norvegica (Cartes et al., 2008).

1.6. Valeur nutritionnelle

Les crustacés en genéral, et les crevettes en particulier, sont souvent étudiés pour leur
potentiel en protéines, chitine, astaxanthine, gélatine et acides gras polyinsaturés (Ismail et
al., 2023).

La teneur en eau, les taux de protéines et de lipides d’Aristeus antennatus dépendent
des variations saisonniéres (Rosa et Nunes, 2003). La crevette est reconnue comme une
excellente source de protéines, avec une teneur oscillant entre 17 % et 21 % selon les espéeces
(Oksuz et al., 2009 ; Wu et al., 2021). Une étude de Rosa et Nunes (2004) sur son profil
d’acides aminés a révélé que les acides aminés essentiels les plus abondants sont 1’arginine,

I’histidine et la leucine (tableau 1).
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Tableau 1: Composition nutritionnelle des crevettes rouges Aristeus antennatus (Rosa et
Nunes, 2004)

Hiver Eté
Humidité (%) 745+0,7 73,6+0,3
Protéines (%o) 21,4+0,2 22,0+04
Lipides (%) 0,101 03+0,1
Cendres (%) 2,0+0,1 2,0x0,1
Glycogéne (%) 1,2+04 1,8+1,0
Cholesterol (mg) 72,4 £3,30 60,8 + 3,4
Energie 4079+9,1 434,4+19,8
Acides amines essentiels (EAA)
Thréonine 0,63 +0,03 0,74 £ 0,04
Valine 0,71+0,04 0,82 + 0,07
Méthionine 0,46 + 0,02 0,57 £ 0,06
Isoleucine 0,60 £ 0,04 0,69 0,07
Leucine 1,29 £ 0,05 1,46 +£0,10
Phénylalanine 0,67 £ 0,04 0,81 +0,08
Histidine 0,30 +£0,03 0,38+ 0,03
Lysine 1,46 £ 0,07 1,90 £ 0,25
Arginine 1,66 +0,14 2,16 £ 0,34
YEAA 7,77 £0,46 9,31+0,25
Acides aminés non essentiels (NEAA)
Acide aspartique 1,68 + 0,06 2,01 £0,13
Sérine 0,64 + 0,02 0,79 +£0,01
Acide glutamique 2,66 + 0,09 3,08 +0,10
Glycine 0,99 + 0,08 1,35+ 0,05
Alanine 0,91+0,04 1,06 + 0,05
Cystine 0,13+0,01 0,15+0,01
Tyrosine 0,59+£0,04 0,70 £0,03
Proline 1,22 + 0,32 1,40 £ 0,05
XNEAA 8,82+0,41 10,54+ 0,30
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Les lipides, bien que présents en faible teneur, incluent une proportion élevée
d’acides gras polyinsaturés (AGPI), principalement 1’acide eicosapentaénoique (EPA) et
I’acide docosahexaénoique (DHA), reconnus pour leurs bénéfices sur la santé, notamment

dans la régulation de I’homéostasie corporelle (Yerlikaya et al., 2013 ; Saini et al., 2020).

Les crevettes constituent une source majeure de chitine, un polysaccharide naturel et
biodégradable (Frantz et al., 2020), ainsi que d’astaxanthine, le principal caroténoide des
crevettes rouges, doté d’un puissant pouvoir antioxydant (De Aguiar Saldanha Pinheiro et
al., 2023). Enfin, les crevettes renferment divers minéraux, comme le calcium (concentré
dans leur carapace) et le magnésium. Des teneurs significatives en manganése ont également

été mesurées chez Aristeus antennatus (Ghorab, 2016).

1.7. Coproduits de crevettes

Les industries de transformation des crevettes générent une quantité importante de
déchets, considérés comme des parties non utilisables de la crevette. En général, les crevettes
sont stockées et exportées sous forme congelée, avec ou sans carapace, en fonction de la
demande du marché. Cependant, lors de leur transformation, environ 50 & 60 % de déchets
solides sont générés sous forme de coproduits comprenant la téte, les viscéres et la carapace,
et la queue (Sachindra et Bhaskar, 2008 ; Senphan et Benjakul, 2012).

Ces coproduits causent des problemes environnementaux ainsi que des difficultés
d'élimination en raison des rejets non réglementés. Bien qu'une petite quantité de déchets de
crevettes soit utilisée comme aliment pour animaux ou comme ingrédient dans les
formulations d'aliments pour I'aquaculture, une grande partie de ces coproduits est gaspillée.
Cela entraine une perte de composés bioactifs précieux et une augmentation de la pollution
environnementale. La récupération des molécules bioactives (tableau 2) a partir de ces
déchets serait bénéfique pour I'économie des transformateurs de crevettes ainsi que pour
celle du pays. En outre, cela contribuerait a reduire la pollution environnementale liée au
rejet des déchets de crevettes (Nirmal et al., 2020 ; Nirmal et al., 2024 ; Rossi et al., 2024 ;
Eggink et al., 2025).

La composition de ces coproduits est variée : ils contiennent une quantité

significative de protéines (20—40 %), de chitine (15-40 %) et de minéraux, principalement
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du carbonate de calcium (20-50 %), tout en ayant une faible teneur en lipides (figure 4)
(Trung et Phuong, 2012 ; Mathew, 2020 ; Ismail et al., 2023). Parmi les caroténoides
présents dans les déchets de crevettes, ’astaxanthine est particulierement abondante et
reconnue pour son puissant pouvoir antioxydant (Cabanillas-Bojorquez et al., 2021 ; Ficano
etal., 2024 ; Kaya et al., 2025).

Tableau 2 : Les différents produits a haute valeur ajoutée issus de coproduits de crevette et

leur utilisation (Randriamahatody, 2011).

Produit Intérét Domaine d’utilisation

-Agroalimentaire

-Bioactivité -Nutraceutique
Chitine et chitosane -Rétention d’eau -Pharmaceutique
-Chélation de métaux -Cosmétique
-Agriculture

-Traitement des eaux

-Bioactivité -Alimentation animale
Astaxanthine -Pigmentation -Alimentation humaine

-Nutraceutique

-Alimentation humaine
Peptides -Bioactivité -Alimentation animale
-Digestibilité élevee -Nutraceutique

-Milieu de culture microbienne

Substances aromatiques | -Aromatisant naturel -Agroalimentaire
Glucosamine -Nutrition -Diététique
Phosphate alcaline -Enzymatique -Biotechnologie
Eléments mineraux -Nutrition -Agroalimentaire
Huile riche en oméga 3 | -Nutrition -Agroalimentaire
et omega 6 -Bioactivité -Nutraceutique
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Figure 4 : Composés précieux dérivés des sous-produits de la transformation des crustacés
(De Aguiar Saldanha Pinheiro et al., 2021)

1.7.1. Farine

Dans I’industrie de transformation des crevettes, environ 50 % du poids total est
constitué de sous-produits, parmi lesquels la téte représente 44 % de ces déchets. La farine
de crevette est principalement produite a partir de tétes et d’exosquelettes de crevettes
industrielles déshydratés (Brasileiro et al., 2012). Elle peut également inclure des viscéres

dans sa composition (Carmen et al., 2023).
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Cette farine est reconnue pour sa valeur nutritionnelle élevée, notamment en raison
de sa richesse en fibres alimentaires naturelles, qui lui conférent des propriétés préventives
contre certaines maladies, telles que I’obésité (Abuzar et al., 2023). Les protéines constituent
le principal composant de la farine, suivies par la chitine, qui offrent des avantages pour la
sante intestinale, particulierement chez les personnes souffrant de malnutrition (Antu et al.,
2024). Grace a ses propriétés nutritionnelles exceptionnelles, elle est intégrée dans les
formulations d’aliments fonctionnels destinés a améliorer la santé humaine ou animale

(figure 5) (Tkaczewska et al., 2024 ; Chakraborty, 2025 ; Mittal et al., 2025).

Fq_rtified drinkr

Lrave

Bread
- ’ e
Shrimp i
waste based ) S m———

i products =
Shell powder - Cracker
R A
(34 - i
: A
Paste Seasoning powder Detergents

Figure 5 : Différents produits développés a partir des sous-produits de crevettes (Abuzar
et al., 2023).

1.7.2. Hydrolysats protéiques

Les dechets de crevettes représentent une excellente source de protéines a haute
valeur nutritionnelle. Ces protéines interagissent avec d'autres composés bioactifs tels que
les minéraux, principalement le carbonate de calcium (CaCO.,), la chitine et les caroténoides
(Leiva-Portilla et al., 2023).
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L’hydrolysat de protéines obtenu a partir des déchets de crevettes peut étre utilisé
dans les produits pharmaceutiques, cosmétiques, la nutrition humaine, I’alimentation des
animaux, et dans la technologie alimentaire en tant qu'aréme et ingrédient fonctionnel (Rossi
et al., 2024).

Le concentré de protéines de crevettes constitue une solution efficace pour valoriser
les déchets de crevettes. Ce produit alimentaire riche en protéines, avec une teneur de 75 %,
offre plusieurs avantages clés, un co(t réduit, une faible teneur en matieres grasses et en
humidité, une absence d’odeur, une haute digestibilité, une facilit¢ de stockage sans

réfrigération, et une longue durée de conservation (Brasileiro et al., 2012).

Ces hydrolysats ont démontré une activité antioxydante significative, notamment en
inhibant la peroxydation des lipides et en neutralisant les especes réactives de I'oxygéne
(ROS). De plus, ils ont montré une capacité a réguler la pression artérielle, ce qui en fait un
ingrédient prometteur pour le développement de produits fonctionnels destinés a la santé

cardiovasculaire (Rossi et al., 2024).

1.7.3. Chitine et chitosane

Les carapaces de crevettes ont une faible valeur économique en raison de leur
utilisation comme aliments pour animaux ; cependant, elles sont riches en protéines, en
minéraux et en chitine (Riofrio et al., 2021). Ces sous-produits pourraient étre valorisés pour
la production de chitine et de son dérivé, le chitosane, qui présentent une haute valeur
économique tout en étant associés a des codts de production réduits (Pujari et al., 2016 ;
Hosney et al., 2022).

La chitine est reconnue comme le deuxieme polymeére (polysaccharide) le plus
abondant dans la nature, principalement présente dans les exosquelettes des crustacés tels
que les crabes et les crevettes. Ce biopolymeére est biocompatible, biodegradable, non
toxique, et bioabsorbable, et il posséde divers effets biologiques, notamment des propriétés

antibactériennes, antioxydantes et cicatrisantes pour les plaies (Kandra et al., 2011).

L’un des scénarios les plus prometteurs sur le plan économique consiste a extraire le
chitosane des carapaces de crevettes. Cette approche permet de transformer ces déchets peu

valorisés en une ressource précieuse représentée par le chitosane, un produit
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commercialement important avec une vaste gamme d’applications dans des domaines tels
que I’alimentation, 1’agriculture, la pharmacie, la cosmétique et le traitement des eaux (Mao

etal, 2017 ; Yinetal., 2021 ; Hosney et al., 2022).

Les exosquelettes de crustacés constituent la principale source de chitine, ainsi que
de sa forme désacétylée, le chitosane. La poudre de chitine, obtenue a partir des coproduits
de crustaceés, subit plusieurs étapes de traitement. Ces étapes incluent la déminéralisation,
visant a éliminer les composés minéraux tels que le carbonate de calcium (CaCO,), et la
déprotéinisation, qui permet de retirer les protéines résiduelles grace a des traitements
chimiques ou enzymatiques. Pour obtenir un produit de haute pureté, une étape
supplémentaire de décoloration peut étre ajoutée afin d’éliminer les pigments résiduels, tels

que I’astaxanthine (De Aguiar Saldanha Pinheiro et al., 2021).

1.7.4. Astaxanthine

L’astaxanthine (ASX) est un pigment naturel appartenant a la classe des
caroténoides, caractérisé par sa couleur rouge-orange vibrante et ses propriétés
antioxydantes puissantes. C’est le caroténoide le plus abondant dans les déchets de crevettes,
en particulier dans le céphalothorax (Cabanillas-Bojorquez et al., 2021 ; Tran et al., 2022 ;
Jafarietal., 2024 ; Yu et al., 2025 ; Kaya et al., 2025).

Les déchets de crevettes sont réputés pour leur teneur élevée en astaxanthine de haute
qualité. En raison de ses caractéristiques spécifiques de liaison, 1’astaxanthine est
principalement présente dans les déchets de crevettes sous forme de complexes chimiques
associés a d’autres composés. Elle se lie notamment aux protéines pour former des
caroténoprotéines ou aux lipoprotéines pour former des caroténolipoprotéines (Cheong et
Muskhazli, 2020 ; Rossi et al., 2024).

La teneur en astaxanthine des crevettes varie en fonction de plusieurs facteurs,
notamment les quantités de caroténoides disponibles dans leur alimentation, les conditions
environnementales, les espéces de crevettes, ainsi que les méthodes employées pour
I'extraction. Ces variations influencent la qualité et la concentration de l'astaxanthine
présente dans les sous-produits des crevettes, rendant son extraction et sa valorisation
dépendantes des pratiques d'élevage et des techniques industrielles utilisée (De Aguiar
Saldanha Pinheiro et al., 2021 ; Rossi et al., 2024).
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Plusieurs méthodes ont été utilisées pour I’extraction de I’astaxanthine a partir des
déchets de crevettes (Chintong et al., 2019 ; Denga et al., 2024). Parmi ces techniques
figurent 1’extraction a 1’aide d’huiles comestibles, d’acide chlorhydrique ou de solvants
organiques, ainsi que la fermentation a I’acide lactique, qui est considérée comme une
méthode pratique et économique (LOpez-Cervantes et al., 2006 ; Jafari et al., 2024 ;

Panagiotakopoulos et Nasopoulou, 2024).

Grace a son activité antioxydante puissante, I’astaxanthine trouve des applications
importantes dans divers secteurs, notamment les aliments fonctionnels, 1’alimentation des
crustacés et des salmonidés, les cosmétiques et les industries alimentaires (Handayani et al.,
2008 ; Debnath et al., 2024 ; Peng et al., 2025).

1. Astaxanthine

11.1. Généralités

En 1938, Kuhn et S6rensen ont caractérisé et identifi¢ 1’ovoverdine, extraite a partir
de la langouste Astacus gammarus, comme un caroténoide de type xanthophylle, et I’ont

renommeée « astaxanthine » (Nishida et al., 2023).

L’astaxanthine (3,3’-dihydroxy-p,B-caroténe-4,4’-dione) est un caroténoide lipophile
sans activité provitaminique A chez I'hnomme appartenant au groupe des xanthophylles
(Fakhri et al., 2018 ; Stachowiak et Szulc, 2021 ; Medoro et al., 2024 ; Peng et al., 2025 ;
Meyer et al., 2025). Elle est responsable de la pigmentation rouge chez certains animaux
marins, plantes et micro-organismes (Ambati et al., 2014 ; Peng et al., 2025). Ce pigment se
retrouve fréquemment dans 1’alimentation humaine, principalement issu du saumon, de la

truite et des crustacés (Brendler et Williamson, 2019).

Cette molécule possede un pouvoir antioxydant 10 fois supérieur a celui du B-
caroténe, lutéine, zéaxanthine, canthaxanthine, 110 fois plus puissant que la vitamine E, 560
fois plus que les catéchines du thé vert, 800 fois plus que le Co-Q 10, 3000 fois plus que le
resveratrol et 6000 fois plus que la vitamine C (Christaki et al., 2013 ; Barim-Oz et Sahin,
2016 ; Miao et al., 2019 ; Donoso et al., 2021 ; Patil et al., 2022).
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Elle présente plusieurs activités biologiques, notamment des propriétés
antitumorales, une protection contre les radicaux libres, la prévention de l'oxydation des
acides gras polyinsaturés essentiels, ainsi que la réduction des effets néfastes de la lumiere
UV sur les membranes cellulaires et les tissus (Mezzomo et Ferreira, 2016 ; Kumar et al.,
2022 ; Erzurumlu et al., 2023 ; Hwang et al., 2024 ; You et al., 2025 ; Zeini et al., 2025).

11.2. Structure

L’astaxanthine, dont la formule chimique est C40Hs204, est un caroténoide compose
de groupes hydroxyle (-OH) et cétone (C=0). Elle est dérivée du B-carotene par 3-
hydroxylation et 4-cétolisation au niveau des deux groupes terminaux ionones (figure 6).
Son numéro CAS (Chemical Abstracts Service) est 472-61-7 (Seabra et Pedrosa, 2010 ; Bai
etal., 2017 ; Lee, 2023).

La molécule d'astaxanthine est constituée de deux cycles terminaux reliés par une
chaine polyénique, elle a deux carbones asymétriques situés aux positions 3, 3’ de I'anneau
B-ionone avec un groupe hydroxyle (-OH) a chaque extrémité de la molécule (Ambati et al.,
2014 ; Cheng et al., 2019 ; Nishida et al., 2023 ; Utomo et al., 2024). L'astaxanthine présente
une couleur allant de I’orange au rouge fonc¢, en raison de la présence de 13 doubles liaisons
conjuguées dans sa structure. Il est intéressant de noter que, sous sa forme cristalline,
I’astaxanthine adopte une couleur noire-violette brillante (Stachowiak et Szulc, 2021 ;
Nishida et al., 2023 ; Li et al., 2024).

Figure 6 : structure de la molécule d’astaxanthine (Ambati et al., 2014).
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L’astaxanthine présente plusieurs isomeres géométriques en raison des nombreuses
doubles liaisons conjuguées dans sa chaine polyénique. Elle existe principalement sous
forme All-trans (configuration majoritaire), avec des quantités plus faibles d’isomeéres 9-Cis
et 13-cis, et des traces d’isomeéres 15-cis et di-cis (deux doubles liaisons en configuration
cis) (Yao et al., 2021 ; Dang et Yu, 2024 ; Han et al., 2025 ; Lu et al., 2025).

Chaque isomére géométrique de I’astaxanthine posseéde également trois isomeres
optiques distincts : une paire d’énantiomeres (3S,3’S et 3R,3'R) et une forme méso (3R,3'S,
ou inversement 3S,3'R) due a la présence de deux carbones chiraux situés en position 3 et 3’
. Les carbones C3 et C3' de I’isomére 3R,3'R présentent tous deux une chiralité R, tandis
que ceux de I’isomére 3S,3’S ont une chiralité S, ces deux configurations étant des
énantioméres 1’une de 1’autre. En revanche, dans I’isomére méso 3R,3’S, le carbone C3 est
chiral R et le carbone C3’ est chiral S, ce qui rend la molécule globalement achirale (Yao et
al., 2021 ; Zhang et al., 2024 ; Wang et al., 2024 ; Zhang et al., 2025 ; Huang et al., 2025 ;
Polamraju et al., 2025).

Ces différentes configurations influencent les propriétés biologiques de
I’astaxanthine, notamment son activité antioxydante, sa stabilité chimique et son interaction
avec les membranes cellulaires (Snell et Carberry, 2022 ; Zheng et Huang, 2022 ; Li et al.,
2024).

L’astaxanthine (AX) provenant de différentes sources présente des compositions
distinctes en isomeres optiques. L’isomere 3S,3'S est la forme majoritaire chez la microalgue
Haematococcus pluvialis, tandis que 1’isomére 3R,3'R prédomine dans la levure rouge
Phaffia rhodozyma. L’astaxanthine synthétique, quant a elle, se compose d’un mélange des
trois isomeéres optiques (3S,3'S, 3R,3'S et 3R,3'R) selon un rapport de 1:2:1 (Yao et al.,
2021 ; Samuel et al., 2022 ; Zhu et al., 2022 ; Zhang et al., 2022 ; Nutakor et al., 2022 ; Li
et al., 2025).

Les chercheurs ont mené des études comparatives sur les bioactivites et propriétés
fonctionnelles de ces isomeres. Plusieurs travaux ont révélé que I’isomere 3S,3'S présente
des activités antioxydantes et antivieillissement supérieures a celles des isomeres 3R,3'R et
3R,3'S, aussi bien in vivo qu’in vitro. Ces resultats suggerent que les stéréoisomeres

pourraient agir sur des cibles moléculaires distinctes dans les mécanismes antioxydants et
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de lutte contre le vieillissement (Yao et al., 2021 ; Samuel et al., 2022 ; Zheng et Huang,
2022 ; Li et al., 2024 ; Adigiizel et Ulger, 2024).

L’astaxanthine peut se présenter sous forme libre, mais elle existe également sous
forme estérifiée, avec des terminaisons liées a des acides gras, ou sous forme de complexe
chimique associé a des protéines ou des lipoprotéines (Brotosudarmo et al., 2020 ; Sakaguchi
et al., 2024 ; Yufeng et al., 2025 ; Martin et al., 2025).

11.3. Propriétés physico-chimiques

L’astaxanthine est une molécule trés sensible aux températures élevées, a la lumiére
et aux conditions d’oxydation, que ce soit pendant le traitement ou le stockage des aliments.
Cette sensibilité s’explique par la forte insaturation de sa structure moléculaire (Kim et al.,

2011 ; Goyudianto et al., 2021 ; Dang et al., 2024 ; Rivera-Hernandez et al., 2025).

C’est une molécule avec une masse molaire de 596,84 g/mol, une densité de 1,071
g/mL, un point de fusion de 216 °C et un point d’ébullition de 774 °C (Zhao et al., 2019 ;
Snell et Carberry, 2022 ;Davan et al., 2023 ; Li et al., 2023 ; Polamraju et al., 2025). Elle
présente une tres faible solubilité dans 1’eau et une solubilité modérée dans certains solvants
organiques, tels que le dichlorométhane (30 mg/mL), le chloroforme (10 mg/mL), le DMSO
(0,5 mg/mL) et ’acétone (0,20 mg/mL). Ces propriétés physico-chimiques en font une
molécule lipophile, adaptée a des applications dans les milieux non polaires, mais nécessitant
des stratégies de formulation spécifiques pour améliorer sa biodisponibilité dans les
systemes aqueux (Zhao et al., 2019).

L’astaxanthine, bien que lipophile, présente une solubilité limitée dans les solvants
non polaires en raison de la présence de deux groupes hydroxyle (-OH) aux extrémités de sa
structure moléculaire. Ces groupes hydroxyle peuvent interagir avec des acides gras pour
former des esters. L’astaxanthine estérifiée présente une hydrophobicité accrue par rapport
a I’astaxanthine libre (Foss et al., 2004 ; Stachowiak et Szulc, 2021 ; Sun et al., 2023). Cette
modification structurale réduit les interactions polaires et améliore sa compatibilité avec les
milieux lipidiques, ce qui explique son utilisation privilégiée dans les formulations
alimentaires et cosmétiques pour stabiliser le composé (Zhao et al., 2019 ; Stachowiak et
Szulc, 2021).
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Le systeme de 11 doubles liaisons conjuguées présent dans 1’astaxanthine est a
I’origine de sa couleur rose a rouge caractéristique ainsi que de son puissant potentiel
antioxydant. Ce systéme absorbe la lumiére a des longueurs d’onde spécifiques, variant selon
le solvant utilisé : 492 nm dans le diméthylsulfoxyde (DMSQ), 477 nm dans I’acétone et le
méthanol, 486 nm dans le diméthylformamide, et environ 489 nm dans le chloroforme
(Stachowiak et Szulc, 2021)

11.4. Sources
11.4.1. Microorganismes

11.4.1.1. Haematococcus pluvialis

L’algue Haematococcus pluvialis constitue la principale source naturelle
d’astaxanthine. Ce caroténoide s’accumule dans le cytoplasme des cellules en réponse a des
conditions de stress telles qu’une carence en nutriments, une température élevée ou une forte

intensité lumineuse (Aneesh et al., 2022).

Le stress oxydatif et I’accumulation d’espéces réactives de 1’oxygene (ROS) activent
la voie de biosynthése de I’astaxanthine. Ce processus débute par la production de B-caroténe
dans le chloroplaste, précurseur ensuite exporté vers le cytosol ou il est converti en
astaxanthine via une série de réactions enzymatiques. Parallelement, les cellules de H.
pluvialis subissent une restructuration cellulaire, marquée par la formation de vésicules
lipidiques ou I’astaxanthine s’accumule sous forme de gouttelettes, protégeant ainsi

I’organisme des dommages oxydatifs (figure 7) (Snell et Carberry, 2022).

L’astaxanthine obtenue a partir de Haematococcus pluvialis se présente
majoritairement sous forme estérifiée, principalement en monoesters (70 a 94 % des formes
totales), liés a des acides gras insaturés de la famille des C18, tels que I’acide oléique
(C18:1), linoléique (C18:2) et linolénique (C18:3). Une fraction mineure existe sous forme
de diesters (15-25 %) ou libre (5 %) (Zhou et al., 2015 ; Hwang et al., 2020 ; Oslan et al.,
2021 ; Lee et al., 2024 ; Pei et al., 2025).

Cette estérification, résultant de la liaison des groupes hydroxyle de I’astaxanthine

avec des acides gras, améliore sa stabilité chimique et son hydrophobicité, facilitant son
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stockage dans des gouttelettes lipidiques cytoplasmiques sous stress environnemental (Chen
etal., 2015 ; Myint et al., 2023 ; Wilawan et al., 2024).

20 um

Figure 7 : Accumulation de I’astaxanthine par Haematococcus pluvialis (Nakano et Wiegertjes, 2020).

11.4.1.2. Phaffia rhodozyma

Phaffia rhodozyma est une levure rouge basidiomycéte reconnue pour sa capacité a
synthétiser I’astaxanthine via la voie du mévalonate, un processus metabolique impliquant
des enzymes clés comme I’astaxanthine synthase (CrtS) (Luna-Flores et al., 2022). Bien que
son rendement naturel en astaxanthine soit modéré (0,3 a 0,6 mg/g de biomasse séche), cette
levure est privilégiée pour sa facilité de culture en temps optimisé (3 a 5 jours) et ses besoins
nutritionnels réduits, utilisant des substrats peu colteux comme le glucose ou la mélasse
(Brendler et Williamson, 2019 ; Mussagy et al., 2022).

Contrairement a d’autres sources naturelles (ex. : Haematococcus pluvialis),
I’astaxanthine produite par P. rhodozyma est principalement sous forme libre, ce qui
simplifie les étapes de purification (Li et al., 2025). Les modifications génétiques chez
Phaffia rhodozyma, telles que la surexpression du facteur de transcription a doigt de zinc
(ZFTF), permettent d’augmenter significativement le rendement en astaxanthine. Toutefois,

les études récentes soulignent que I’optimisation de la voie de synthése (équilibrage des
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précurseurs, modulation enzymatique) reste le paramétre clé pour maximiser la productivité
(Jiaetal., 2024).

Cette levure se distingue par un taux de croissance élevé (doublement en 6-8 heures)
et une capacité a accumuler de la biomasse en conditions hétérotrophes, sans exigence
lumineuse. Elle utilise efficacement des substrats peu colteux comme la mélasse ou le
glucose, avec des rendements atteignant 23,8 mg/L en culture fed-batch optimisée (pH 6,0,
19,7 °C, 11,25 g/L de carbone). Ces caractéristiques en font un candidat industriel de choix
pour produire de I’astaxanthine de qualité commerciale, notamment sous forme libre, plus
facile a purifier que les formes estérifiées des microalgues (Ramirez et al., 2001 ; Ramirez
et al., 2006 ; Khandual et al., 2019).

11.4.1.3. Paracoccus carotinifaciens

Paracoccus carotinifaciens, une bactérie Gram-négative aérobie isolée du sol, se
distingue comme l'un des rares microorganismes capables de biosynthétiser naturellement
de l'astaxanthine libre (3S,3'S), représentant jusqu'a 60 % de ses caroténoides totaux selon
les conditions de culture (Langi et al., 2018 ; Misawa, 2021). Outre l'astaxanthine, elle
produit des caroténoides secondaires tels que I'adonirubine, la canthaxanthine et
I'adonixanthine, qui contribuent a son profil antioxydant unique (Hayashi et al., 2021 ;
Nuntapong et al., 2022).

Contrairement a d’autres sources comme Haematococcus pluvialis, ou I’astaxanthine
est majoritairement estérifiée, celle produite par P. carotinifaciens est non estérifiée, ce qui
simplifie son extraction et améliore sa biodisponibilitée. Cette particularité, combinée a un
temps de culture court (24-48 heures), des besoins nutritionnels réduits et une paroi
cellulaire fine, en fait un microorganisme prometteur pour les bioraffineries durables
(Katsumata et al., 2014 ; Sapone et al., 2021 ; Paz et al., 2024).

Des optimisations telles que 1’utilisation de substrats peu colteux (glucose ou
mélasse) et ’ajout d’ions métalliques (Fe**) permettent d’améliorer les rendements en
astaxanthine. De plus, des techniques de mutagenese chimique ou UV ont permis d’atteindre
des rendements élevés sans recours au génie génétique. Grace a ses caractéristiques uniques

et a ses applications dans des domaines comme 1’aquaculture (pigmentation des saumons et
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crevettes) et la nutrition humaine (antioxydant naturel), P. carotinifaciens s’impose comme
une solution durable pour répondre & la demande croissante en astaxanthine naturelle sur le
marché mondial (Kanwugu et al., 2020 ; Choi et al., 2021 ; Hayashi et al., 2021 ; Mussagy
et Dufosseé, 2023).

11.4.2. Poissons et crustacés

L’astaxanthine chez les crustacés provient principalement de deux sources :
I’alimentation directe, par la consommation d’organismes producteurs comme les
microalgues, ou la bioconversion de caroténoides ingérés tels que le B-caroténe, la lutéine et
la zéaxanthine. Cette bioconversion est réalisée grace a des enzymes spécifiques, comme la
B-caroténe hydroxylase et la B-caroténe kétolase, permettant aux crustacés de synthétiser de
I’astaxanthine sous forme libre ou estérifiée avec des acides gras (mono- ou diesters). Ces
formes influencent la stabilité¢ chimique et la biodisponibilité de 1’astaxanthine dans les tissus
des crustacés (Martin et al., 2008 ; Weaver et al., 2017 ; Rebelo et al., 2020 ; Simat et al.,
2022 ; chen et al., 2024).

Chez les salmonidés, 1’astaxanthine est un pigment essentiel qui s’accumule dans la
chair, avec des teneurs variant selon 1’espéce et le mode d’élevage (Raza et al., 2021). Par
exemple, le saumon rouge sauvage (Oncorhynchus nerka) contient jusqu’a 38 mg/kg
d’astaxanthine dans sa chair (Shuhan et al., 2022), tandis que la truite arc-en-ciel
(Oncorhynchus mykiss) d’élevage présente des concentrations allant de 12 a 25 mg/kg
(Meng et al., 2024). En comparaison, le saumon atlantique (Salmo salar) affiche des teneurs
plus faibles, entre 1 et 9 mg/kg en élevage et 3 a 10 mg/kg pour les populations sauvages
(Johnston et al., 2000 ; Ytrestgyl et al., 2025).

Chez les crustacés, 1’astaxanthine est souvent liée a des protéines pour former des
complexes specifiques, dont le plus étudié est la crustacyanine. Ce complexe protéique,
composé de sous-unités de lipocalines, se lie a 1’astaxanthine et modifie sa couleur via un
déplacement bathochromique (changement de longueur d’onde d’absorption). Par exemple,
chez le homard (Homarus americanus), la crustacyanine est responsable de la coloration
bleue de la carapace, qui devient rouge a la cuisson en raison de la dénaturation des protéines
et de la libération de 1’astaxanthine libre (Ferrari et al., 2012 ; Stachowiak et Szulc, 2021
Han et al., 2024).
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Les ceufs de homard contiennent de 1’astaxanthine sous forme liée a des
lipoglycoprotéines, un complexe similaire & la crustacyanine mais adapté aux besoins
développementaux. Ces complexes stabilisent 1’astaxanthine, protégeant les embryons des

dommages oxydatifs et des UV (Cheong et Muskhazli, 2020 ; Weaver et al., 2022).

Les crevettes représentent une source alimentaire importante d’astaxanthine, avec
des pigments concentrés principalement dans le céphalothorax, la couche épidermique
abdominale et ’exosquelette. Ces parties anatomiques, souvent considérées comme des
sous-produits de transformation, contiennent des concentrations élevées d’astaxanthine, ce

qui en fait une ressource précieuse pour 1’extraction industrielle (Seabra et Pedrosa, 2010 ;

Simat et al., 2022 ; Dayakar et al., 2024).

11.5. Propriétés biologiques

11.5.1. Activité antioxydante

Le stress oxydatif, causé par les especes réactives de I’oxygene (ROS) et les radicaux
libres, est un phénomene biologique qui peut endommager les membranes cellulaires, les
protéines et ’ADN. Il peut étre inhibé par des antioxydants endogenes, tels que la
superoxyde dismutase et la catalase, ainsi que par des antioxydants exogénes, comme
|’astaxanthine. Ce caroténoide naturel est reconnu pour son efficacité exceptionnelle dans la
neutralisation des ROS grace a ses propriétés chimiques uniques (Simat et al., 2022 ;
Chaudhary et al., 2023 ; Shastak et al., 2023).

L’astaxanthine agit en piégeant directement les ROS (oxygene singulet,
peroxynitrite) et d’autres espéces réactives (soufre et carbone) en leur cédant des électrons.
Ce mécanisme permet de former des produits stables et non réactifs, réduisant ainsi les
dommages oxydatifs au niveau cellulaire (Pereira et al., 2021). Comparée a d’autres
antioxydants, I’astaxanthine présente une activité supérieure : elle est 6 000 fois plus efficace
que la vitamine C, 110 fois plus puissante que la vitamine E et 10 fois plus performante que
le B-caroténe (Miao et al., 2019 ; Donoso et al., 2021 ; Patil et al., 2022 ; Rivera-Hernandez
etal., 2025).

Cette puissance antioxydante s’explique par sa structure moléculaire unique.

L’astaxanthine posseéde des groupes hydroxyle (-OH) et cetone (C=0) sur chaque cycle
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ionone, ce qui lui permet de neutraliser efficacement les ROS via stabilisation par résonance.
Sa configuration polaire-apolaire-polaire lui permet également de s’intégrer dans les
membranes cellulaires, protégeant simultanément les régions hydrophiles et hydrophobes
des dommages oxydatifs (Kumar et al., 2022). Contrairement a d’autres antioxydants,
I’astaxanthine ne devient jamais pro-oxydante, méme a fortes doses, et agit simultanément
sur jusqu’a 19 radicaux libres, offrant une protection cellulaire complete (Capelli et

Cysewski, 2007 ; Shao et America, 2017 ; Yoshihara et al., 2019).

En outre, I’astaxanthine traverse facilement les barriéres hémato-encéphalique et
hémorétinienne, ce qui lui permet de protéger le cerveau et les yeux contre le stress oxydatif.
Ces propriétés en font un antioxydant clé pour lutter contre le vieillissement cellulaire ainsi
que pour prévenir des maladies liées au stress oxydatif, telles que les maladies
neurodégenératives ou cardiovasculaires (Fassett et al., 2009 ; Si et Zhu, 2022 ; wang et al.,
2024 ; Lotfi et al., 2024).

La chaine polyénique de I’astaxanthine est capable de piéger les radicaux libres au
sein de la membrane cellulaire, tandis que les anneaux terminaux neutralisent les radicaux a
la fois a la surface et a I’intérieur de la bicouche phospholipidique. Des études suggerent que
I’atome d’hydrogéne au niveau de la méthine C3 des anneaux terminaux constitue un site
clé de piégeage des radicaux libres, renforcant son activité antioxydante (Goto et al., 2001 ;
Ambati et al., 2001 ; Yamashita et al., 2013 ; Kumar et al., 2022).

11.5.2. Activité anti-inflammatoire

L'astaxanthine est un puissant anti-inflammatoire qui peut réduire la production de
régulateurs inflammatoires. Elle a la capacité d'inhiber I'expression des cytokines et des
enzymes telles que la cyclooxygénase-2 (COX-2) et I'oxyde nitrique synthase inductible
(INOS), sécrétées par les cellules immunitaires microgliales BV-2 résidentes du systéme
nerveux central. Ces cellules sont activées par des endotoxines, précisément les
lipopolysaccharides (LPS) présents sur la membrane des bactéries Gram négatives (Choi et
al., 2008 ; Chang et al., 2020 ; Kohandel et al., 2022 ; Zhao et al., 2024).

Des études ont démontré que le traitement a I'astaxanthine contribue a la fois a la

réduction de la libération de différentes molécules inflammatoires au niveau des cellules
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gliales stimulées, et également a la modulation de la libération de facteurs apoptotiques
depuis la membrane mitochondriale (Faraone et al., 2020 ; Chang et Xiong, 2020 ; Si et Zhu,
2022 ; Lotfi et al., 2024 ; Nguyen et al., 2025). Cette double action s'explique en partie par
la structure unique de l'astaxanthine qui, comme le montre la figure 8, peut s'intégrer
transversalement dans la bicouche lipidique des membranes cellulaires. Contrairement a la
vitamine C (hydrophile) ou au B-caroténe (lipophile), I'astaxanthine protege simultanément
les régions hydrophiles et hydrophobes des membranes, optimisant ainsi son effet anti-
inflammatoire (Patil et al., 2022).
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Figure 8 : Orientation transmembranaire de I'astaxanthine, B-carotene, vitamine C et vitamine E
(Patil et al., 2022).

Une étude in vivo sur des rats diabétiques induits par streptozotocine a démontré que
I'astaxanthine exerce un effet anti-inflammatoire puissant, caractérisé par une réduction
significative de I'expression de protéines inflammatoires telles que la COX-2 et I'iINOS, ainsi
que diverses cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-1, I'IL-6 et le TNF-a. Ces effets
s'accompagnent d'une amelioration notable des paramétres métaboliques, notamment une
diminution du glucose et du cholestérol sanguin, associée a une augmentation des
lipoprotéines de haute densité (HDL) (Chang et Xiong, 2020).
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11.5.3. Activité anticancéreuse

De nombreuses études ont démontré I'efficacité de I'astaxanthine contre diverses
lignées de cellules cancéreuses. Ce caroténoide inhibe spécifiquement le développement des
cellules cancéreuses (du sein, des fibrosarcomes, des mélanomes, des cancers de la prostate
et des cellules hépatiques cancéreuses), en induisant I’apoptose, en inhibant la métastase et
en perturbant la croissance cellulaire. Les études in vitro et in vivo soulignent I’efficacité de
I’AXT pour sensibiliser les cellules cancéreuses a la chimiothérapie et réduire la progression
tumorale. Par ailleurs, il réduit significativement la prolifération des tumeurs mammaires
chez les modeles murins, tant chez les souris que chez les rats, indépendamment du sexe
(Fakhri et al., 2018 ; Sun et al., 2020 ; Shokrian-Zeini et al., 2024 ; Copat et al., 2025).

L'astaxanthine démontre une activité anticancéreuse dose-dépendante : a une
concentration de 25 pg/ml, elle peut réduire jusqu'a 50 % la viabilité cellulaire des cellules
cancereuses colorectales (HT-29) ainsi que des cellules de cancer gastrique (AGS). De plus,
a des concentrations comprises entre 13 et 84 uM, l'astaxanthine inhibe efficacement la
prolifération des cellules cancéreuses cesophagiennes des lignées TE-1 et TE-4 (Kim et al.,

2016 ; Kim et al., 2019 ; Faraone et al., 2020).

L'astaxanthine démontre une activité antitumorale significativement supérieure a
d'autres caroténoides, tels que le B-caroténe et la canthaxanthine. Elle inhibe efficacement le
développement des cellules cancéreuses du cdlon humain en limitant la progression tumorale
(Fakhri et al., 2018 ; Kim et al., 2019 ; Copat et al., 2025). Cette efficacité exceptionnelle
s'explique en partie par sa disposition unique dans la membrane cellulaire. Contrairement au
[-carotene (qui se localise uniquement dans la région hydrophobe des queues d'acides gras)
ou a la vitamine C (confinée a I'espace extracellulaire), I'astaxanthine traverse entiérement
la bicouche lipidigue, avec ses groupements polaires ancrés dans les régions hydrophiles des
deux cotés de la membrane. Cette configuration transmembranaire optimise sa capacité a
neutraliser les especes réactives de I'oxygene impliquées dans la carcinogenese (Patil et al.,
2022).

Dans une étude comparative, Zhang et Wang (2015) ont évalué l'effet de differents
caroténoides (astaxanthine, B-caroténe, capsanthine et bixine) a faibles concentrations (5 et

10 uM) sur la croissance des cellules leucémiques humaines. Leurs résultats ont démontré
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que l'astaxanthine était I'inhibiteur le plus puissant, suivie par la bixine. A une concentration
de 10 uM, l'astaxanthine inhibait significativement la prolifération cellulaire en induisant
I'apoptose via I'activation des caspases et la modulation des voies de signalisation impliquées

dans la survie cellulaire.

11.5.4. Activité antidiabétique

Le stress oxydatif induit par I’hyperglycémie chronique joue un role central dans le
dysfonctionnement des cellules béta du pancréas chez les patients atteints de diabete sucre,
en perturbant la sécrétion d’insuline et en exacerbant la résistance a cette hormone. Des
é¢tudes ont montré que I’astaxanthine, un puissant antioxydant naturel, est capable
d’améliorer la tolérance au glucose, d’augmenter les concentrations d’insuline sérique et de
réduire la glycémie (Suganya et al., 2017 ; Mojiri-Forushani et al., 2014 ; Taghiyar et al.,
2023).

De plus, le diabéte s’accompagne d’une diminution de I’activité des principales
enzymes antioxydantes, telles que la glutathion peroxydase, la superoxyde dismutase et la
réductase. L’administration d’antioxydants comme 1’astaxanthine permet de contrer ces

effets délétéres en restaurant 1’activité enzymatique antioxydante (Fakhri et al., 2018).

Une étude a été menée sur un groupe de rats nourris pendant deux mois avec un
régime supplémenté en astaxanthine naturelle a des doses de 25, 50 et 100 mg/kg, ainsi que
sur un groupe de souris ayant regu pendant 45 jours un régime riche en graisses et en fructose
(HFFD) additionné d’astaxanthine a raison de 6 mg/kg. Les résultats ont montré que les
indices d’évaluation de la résistance a I’insuline (HOMA) étaient significativement plus
faibles chez les rats et les souris traités a 1’astaxanthine, comparativement aux groupes
témoins et aux souris nourries uniquement au HFFD. Ces observations suggérent que
I’astaxanthine améliore la sensibilité¢ a I’insuline chez les animaux soumis a ces régimes,
mettant en avant son potentiel bénéfique dans la prévention des troubles métaboliques liés a

la résistance a I’insuline (Visioli et Artaria, 2017).

Des études cliniques et in vivo révélent que I’astaxanthine module I’activité de
I’AMPK (protéine kinase activée par I’AMP) et de la SIRTI1, deux régulateurs clés du
métabolisme du glucose et des acides gras, favorisant ainsi une meilleure utilisation du

glucose par les muscles et une réduction de la résistance a I’insuline (Taghiyar et al., 2023).
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Parallélement, ce caroténoide exerce un effet cytoprotecteur sur les cellules béta
pancréatiques en neutralisant deux facteurs majeurs de leur dysfonctionnement : le stress
oxydatif et ’accumulation de produits de glycation avancée (AGE). Cette action prévient
I’apoptose cellulaire et préserve ainsi la capacité de sécrétion insulinique, méme dans des
conditions hyperglycémiques (Hirakida et al., 2022). Ces meécanismes synergiques —
régulation métabolique et protection cellulaire — positionnent 1’astaxanthine comme une

molécule pléiotrope prometteuse dans la gestion intégrée du diabéte.

11.5.5. Astaxanthine et maladies cardiovasculaires

L’astaxanthine joue un role prometteur dans la prévention et la gestion des maladies
cardiovasculaires, principalement grace a ses puissantes propriétés antioxydantes et anti-
inflammatoires, ainsi qu’a sa capacité a réguler le métabolisme des lipides et du glucose et
a maintenir la fluidité sanguine (Pereira et al., 2021 ; Sarker et al., 2024 ; Abd-Elkareem et
al., 2025).

Ce caroténoide exerce un effet protecteur sur le systéme cardiovasculaire en atténuant
les effets délétéres de 1’homocystéine sur le coeur et en restaurant 1’activité des enzymes
impliquées dans la défense contre le stress oxydatif. De plus, I’astaxanthine contribue a la
réduction des taux plasmatiques de cholestérol total et de triglycérides, des facteurs de risque
majeurs des maladies cardiovasculaires (Panagiotakopoulos et Nasopoulou, 2024 ;
Arczewski et al., 2025 ; Zhong et al., 2025).

Par ailleurs, I’astaxanthine améliore la fluidité sanguine et présente des effets
antihypertenseurs par deux mécanismes principaux : elle normalise la sensibilité des
adrénocepteurs et rétablit le rythme vasculaire en atténuant la vasoconstriction induite par
les espéces réactives de I’oxygéne (Pereiraet al., 2021 ; Kumar et al., 2022 ; Aijaz et Kumar,
2025). Dans le but d’évaluer I’effet de 1’astaxanthine sur le systéme cardiovasculaire, des
rats spontanément hypertendus ont regu de I’astaxanthine par voie orale, aprés 14 jours la

pression artérielle (PA) a été réduite (Fassett et Coombes, 2011).

Enfin, l’astaxanthine se distingue par sa capacit¢ a réduire ’oxydation des
lipoprotéines de basse densité (LDL) chez I’homme, un processus clé dans le développement

de I’athérosclérose. Cette action est supérieure a celle d’autres antioxydants tels que la
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vitamine E (o-tocophérol) et la lutéine (Pashkow et al., 2008 ; Ciaraldi et al., 2023 ;
Jabarpour et al., 2024). Ainsi, 1’astaxanthine apparait comme un agent naturel prometteur
pour la protection cardiovasculaire, agissant a la fois sur les facteurs de risque et sur les

mécanismes physiopathologiques des maladies cardiovasculaires.

11.5.6. Astaxanthine et systéme immunitaire

L’astaxanthine peut renforcer la réponse immunitaire non spécifique chez les
animaux aquatiques en stimulant I’activité des effecteurs immunitaires tels que la lysozyme
(Lyz) et les composants du complément C3 et C4. Ces facteurs contribuent de maniere
synergique a une meilleure reconnaissance et élimination des agents pathogenes, renforcant

ainsi I’'immunité innée (Peng et al., 2025).

Cette molécule joue un réle clé dans le renforcement du systeme immunitaire en
stimulant la production d’anticorps, notamment les immunoglobulines IgM, IgG et IgA. Des
¢tudes ont démontré que I’astaxanthine active les réponses immunitaires humorales et
cellulaires, tout en régulant les réponses lymphocytaires in vitro. Elle favorise également la
production de cytokines essentielles telles que 1’interféron gamma (INF-y) et I’interleukine
2 (IL-2), sans induire de cytotoxicité, ce qui en fait un agent immunomodulateur sir et
efficace (Fakhri et al., 2018 ; Eldessouki et al., 2024 ; Peng et al., 2025).

Dans une étude menée par Park et al. (2010), il a été démontré que 1’astaxanthine
augmente ’activité cytotoxique des cellules NK (Natural Killer), qui jouent un rdle crucial
dans la surveillance immunitaire contre les tumeurs et les cellules infectées par des virus. De
plus, elle améliore la réponse d’hypersensibilité retardée (DTH) a la tuberculine, un test
clinique fiable pour évaluer la fonction des cellules T in vivo. Aprés huit semaines de
supplémentation en astaxanthine, une amélioration significative de cette réponse a été

observée suite a une injection cutanée de tuberculine.

L’astaxanthine a ¢galement montré des effets bénéfiques chez les patients atteints de
dermatite atopique modéree. Une étude réalisée par Satoh (2016) a révélé qu’un traitement
de quatre semaines avec de I’astaxanthine améliorait le rapport Th1/Th2, un indicateur clé
de la fonction immunitaire, tout en réduisant le stress oxydatif lié a cette maladie

inflammatoire chronique. Aucun effet secondaire n’a été observé, ce qui souligne son
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potentiel comme option thérapeutique sire. Grace a ses propriétés immunorégulatrices,

I’astaxanthine peut atténuer la gravité de la dermatite atopique sur le long terme.

I11.  Tilapia “Oreochromis sp.”

I11.1. Généralités

Le tilapia (Oreochromis sp.) est un poisson omnivore apprécié pour sa chair de
qualité, sa richesse nutritionnelle, sa croissance rapide et sa bonne résistance aux maladies
(Sun et al., 2022 ; Kang et al., 2023 ; Martinez-Porchas et al., 2023). Cette espéce est
largement répandu dans le monde car il s’adapte facilement & divers environnements et

supporte bien les conditions stressantes (Situmorang et al., 2014 ; Panigoro et al., 2024).

Représentant une part importante de 1’aquaculture mondiale, le tilapia contribue
significativement a la sécurité alimentaire, notamment dans les pays en développement, en
fournissant une source de protéines accessible et nutritive (Sathishkumar et al., 2021 ; Kang
et al., 2023 ; Ou et al., 2024). La demande mondiale pour ce poisson d’élevage est en forte
progression, le placant au second rang des poissons d’eau douce commercialisés, juste apres

la truite (Ou et al., 2024 ; Antonio-Estrada et al., 2024).

Le tilapia rouge est un hybride de tilapia qui a été développé a Taiwan a la fin des
années 1960. Il résulte du croisement entre une femelle mutante a coloration orange-
rougeatre d’Oreochromis mossambicus et un male normal d’Oreochromis niloticus
(Mohamad et al., 2021 ; Webster et Lim, 2024). Par la suite, ce tilapia rouge a été introduit
dans de nombreuses régions tropicales, subtropicales et tempérées, notamment en Asie, en

Amerique du Nord et en Amérique du Sud, ou il est devenu une espéce d’élevage tres prisée.

Ce croisement initial a donné naissance a une souche qui combine la coloration
attrayante et la robustesse des espéces parentales, ce qui a favorisé son adoption rapide dans
I’aquaculture mondiale. D’autres variantes de tilapia rouge ont également été¢ développées,
comme la souche floridienne issue d’un croisement entre une femelle O. urolepis de couleur
normale et un male O. mossambicus rouge-doré. Ces différentes lignées témoignent de la
diversité génétique exploitée pour améliorer les performances d’¢levage et I’adaptation a

divers environnements (Kurniasih, 2024 ; Abdel-Rahim et al., 2024).
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I11.2. Taxonomie

Le terme « tilapia » trouve son origine dans le mot africain Bushman, qui signifie «
poisson ». Les tilapias regroupent un grand nombre d’espéces de poissons d’eau douce
appartenant a la famille des Cichlidae. Cette famille est I’'une des quatre principales (avec
Embiotocidae, Pomacentridae et Labridae) qui composent le sous-ordre Labroidei (El-
Sayed, 2020).

Malgré la description de plus de 70 especes de tilapia, la question de leur
classification en espéces véritablement distinctes demeure trés controversée. La taxonomie
du tilapia reste confuse et en constante évolution, principalement en raison de la similitude
et du chevauchement de leurs caractéristiques morphologiques. De plus, de nombreuses

especes de tilapia s’hybrident librement dans la nature, ce qui complique davantage leur
identification précise (Lovshin, 2000 ; Nwachi et al., 2020 ; EI-Sayed, 2020 ; Bardhan et al.,
2021).

Selon Froese et Pauly (2018), le genre Oreochromis comprend 32 espéces, tandis que
le genre Sarotherodon en regroupe 13. Cependant, la majorité des taxonomistes et des
chercheurs continuent d’utiliser I’ancien genre Tilapia pour désigner I’ensemble des especes
de tilapia, ce qui témoigne de I’incertitude persistante dans la classification de ces poissons.
Selon Bowman et Abele (1982), la classification taxonomique du tilapia se décrit comme
suit :

Royaume : Animalia
Embranchement : Chordata
Sous-embranchement : Vertébres
Classe : Actinoptérygii

Sous-classe : Néoptérygii

Ordre : Perciformes

Sous-Ordre : Labroidei

Famille : Cichlidae

Sous-Famille : Pseudocrenilabrinae
Genre : Oreochromis

Espéce : Oreochromis Sp
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111.3. Caractéristiques morphologiques

L’étude morphométrique des poissons constitue une méthode simple et directe pour
I’identification des espéces. Chez le tilapia, la taille et la forme du corps sont des critéres

essentiels, souvent plus déterminants que 1’age pour caractériser les individus (Kosai et al.,
2014).

La silhouette du tilapia rappelle celle du poisson-lune ou de la marigane, mais il se
distingue facilement par sa ligne latérale discontinue, une caractéristique typique de la
famille des cichlidés. Le tilapia posséde une nageoire dorsale longue et un corps comprimé
latéralement. En avant de la nageoire dorsale, on observe de nombreuses épines pointues.
De plus, les extrémités des nageoires pelviennes et pectorales sont munies de rayons fins et
tranchants, souvent comparés a des rasoirs (figure 9). Chez les juvéniles, et parfois méme
chez certains adultes, des bandes verticales larges et bien marquées ornent le corps, facilitant
leur identification (Vajargah, 2021).

Le tilapia posséde des yeux relativement grands et des narines bien développées. Ce
poisson a également la capacité de modifier sa coloration en réponse aux variations des

conditions environnementales (El-Sayed, 2020).
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Figure 9: Tilapia rouge (Oreochromis sp.) (Nicholson et al., 2018).
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I11.4. Habitat et répartition géographique

Les tilapias ont été introduits en Afrique, en Asie et en Amérique, et sont devenus
une partie de la faune piscicole de nombreux environnements d'eau douce (El-Sayed, 2020).
Leur répartition naturelle couvre une vaste zone du continent africain, allant de la province
nilo-soudanienne a la vallée du Rift éthiopienne, en passant par la province du Kivu, le nord
du lac Tanganyika (Ruzizi) et la partie nord de la vallée du Rift en Afrique de I’Est (figure
10) (Bezaultetal., 2011 ; Mojekwu et Hoareau, 2024). En dehors de I’ Afrique, a ’exception
du nord de I’Atlas et du sud-ouest du continent, les tilapias sont également présents en
Amérique du Sud et centrale, dans le sud de I’Inde, au Sri Lanka (El-Sayed, 2020).

Le tilapia se distingue par sa grande robustesse et sa capacité de production élevée.
I1 peut vivre et étre élevé dans pratiquement tous les types d’eaux disponibles, certaines
especes étant méme capables de s’adapter aux eaux saumatres ou salines (Lazard, 2007 ;
Dergal, 2015 ; Yue et al., 2024). En tant que poisson euryhalin, il tolere une large gamme
de salinités et résiste aux conditions anoxiques, ce qui lui permet de coloniser une grande
variété d’habitats : des petites riviéres forestieres aux grands bassins versants et lacs, en
passant par les bassins alcalins et les sources d’eau chaude (Bezault et al., 2011 ; Yue et al.,
2024 ; Watanabe et al., 2024 ; Yu et al., 2025).

Figure 10 : Répartition géographique du tilapia au monde (El-Sayed et Fitzsimmons,

2023).
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L’¢établissement, la propagation et I’intégration du tilapia dans de nouveaux
écosystemes sont facilités par sa tolérance environnementale, sa remarquable flexibilité, ses
caractéristiques reproductives particuliéres et son comportement parfois agressif envers
d’autres espéces de poissons (Ishikawa et al., 2012 ; Younis et al., 2025). Ces atouts

expliquent en grande partie le succes de son expansion mondiale.

111.5. Reproduction

Chez le tilapia, la reproduction est caractérisée par un comportement de polygamie
ou un méle peut féconder plusieurs femelles. Aprées une courte période de reproduction, la
femelle pond ses ceufs, qui sont ensuite fécondés par le male. Immédiatement apres la
fécondation, la femelle recueille les ceufs dans sa bouche, ou elle les incube jusqu’a
I’éclosion. Les alevins nouvellement éclos restent protégés dans la bouche maternelle
jusqu’a ce qu’ils aient absorbé entiérement leur sac vitellin et soient capables de se nourrir

de facon autonome dans leur environnement (Vajargah, 2021).

Le tilapia est une espece thermosensible, la température de I’eau jouant un rdle
déterminant dans la répartition des sexes et le processus de différenciation ovarienne
(Bardhan et al., 2021). A des températures élevées, la proportion de males tend a augmenter,
tandis qu’a des températures plus basses, le rapport male/femelle diminue. Cependant, méme
a des températures extrémes, la formation de populations entierement monosexuées reste
rare (Fuentes-Silva, 2013). La température optimale pour la reproduction et la croissance
varie selon les especes : elle se situe entre 25 et 30 °C pour le tilapia du Nil, entre 25 et 35 °C

pour le tilapia bleu, et entre 22 et 25 °C pour le tilapia du Mozambique (Webster, 2024).

111.6. Habitudes alimentaires

La classification alimentaire du tilapia varie selon les études, certains auteurs le
décrivant comme omnivore, d’autres comme principalement herbivore. Les juvéniles se
nourrissent essentiellement de larves, de zooplancton et d’autres micro-organismes, tandis
que les adultes consomment surtout des algues vertes et des diatomées (Assefa, 2015 ;

Tesfaye et al., 2020 ; Cao et al., 2024). Les tilapias sont capables d’absorber entre 30 et 60 %
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des proteines presentes dans les algues, ce qui contribue a leur croissance rapide et a leur

efficacité alimentaire (Vajargah, 2021).

Le régime alimentaire du tilapia dépend également de la profondeur de I’habitat. Les
individus vivant dans les zones littorales se nourrissent fréquemment d’algues, de détritus et
de bactéries, alors que ceux eévoluant dans des eaux plus profondes consomment
principalement un mélange de phytoplancton précipité et de matieres organiques en
décomposition (El-Sayed, 2020).

Divers facteurs influencent la croissance et la productivité du tilapia, notamment le
type d’aliment, la taille des rations et la fréquence des repas. Une augmentation de la
fréquence d’alimentation tend a réduire les comportements agressifs, favorise une croissance
plus homogene et rapide, et peut également améliorer la composition corporelle ainsi que la
qualité de I’eau du systéeme d’élevage (Abd El-Hack et al., 2022).

De maniere génerale, les tilapias exploitent efficacement la nourriture naturelle
disponible dans leur environnement. Il est ainsi possible d’atteindre des rendements élevés,
jusqu’a 2700 kg de poissons par hectare d’étang, simplement en fertilisant 1’eau pour
stimuler la production naturelle, sans recourir a des aliments supplémentaires (Vajargah,
2021).
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1. Préparation de la farine des sous-produits de crevettes

Les sous-produits de crevettes Aristeus antennatus, comprenant les tétes, carapaces
et queues (figure 11), ont été collectes aupres de pécheries situées a Mostaganem (Algérie)
en octobre 2022. Ces déchets ont été transportés au laboratoire dans une glaciere afin de
garantir leur conservation. A leur arrivée, ils ont été rigoureusement lavés a plusieurs reprises
a I’eau du robinet afin d’éliminer les impuretés et résidus. Par la suite, les déchets nettoyés
ont été lyophilisés, puis broyés a 1’aide d’un broyeur mécanique. La farine obtenue (figure
12) a été tamisée pour obtenir une granulométrie homogeéne d’environ 0.5 mm, puis stockee

a -4 °C dans des contenants hermétiques jusqu’a leur utilisation.

Figure 11 : Sous-produits de crevettes rouges Figure 12 : Farine des sous-produits de crevettes

2. Caractérisation de la farine des sous-produits de crevettes

2.1. Teneur en eau

La teneur en eau a été déterminée conformément a la méthode AOAC (1990). Cing
grammes de poudre issue des sous-produits de crevette ont été déposés dans un récipient en
verre préalablement pesé, puis séchés dans une étuve a 105 °C pendant 24 heures. Aprés
dessiccation, le récipient contenant 1’échantillon a ét¢ de nouveau pesé, et le pourcentage

d’humidité a été calculé a ’aide de I’équation suivante :
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Teneur en eau (%) = (M1—mo)/ (M1—m2)x100
mO : masse du récipient vide (g)
ml : masse du récipient avec I’échantillon avant séchage (g)

m2 : masse du récipient avec 1’échantillon aprés séchage (g)

2.2. Teneur en cendres

La détermination du taux de cendres a été réalisée conformément & la méthode
AOAC (2000). Le dosage des cendres repose sur la calcination de 1’échantillon étudié. Cing
grammes de poudre issue des sous-produits de crevette ont été placés dans un creuset, puis
introduits dans un four a moufle a 550 °C pendant 5 heures. Aprés la combustion totale de
I’échantillon, le résidu a été transféré dans un dessiccateur, puis pesé Le taux de cendres a
été calculé selon la formule suivante :

2—-—m0

m
Taux des cendres (%) = o —" x 100

mO est la masse du creuset d’incinération vide (g) ;
m1 est la masse du creuset avec I’échantillon avant incinération (g) ;

m2 est la masse du creuset avec 1’échantillon apres incinération (g).

2.3. Protéines

La méthode de Kjeldahl permet de déterminer la teneur en protéines d’un échantillon
en mesurant le pourcentage d’azote total, selon la norme (AOAC, 2012). Cette méthode
comporte trois étapes principales : digestion, distillation, et titration. Une masse de 1 g de
poudre issue des sous-produits de crevettes a été mélangée a 20 mL d’acide sulfurique
concentré (97%). La température a été maintenue initialement a 100 °C, puis
progressivement augmentée jusqu’a 450 °C, ou elle a été stabilisée pendant une heure. La
digestion a été considéree terminée lorsque la solution est devenue vert pale. Les tubes ont
ensuite été retirés du bloc chauffant et laissés a refroidir pendant 15 minutes avant d’entamer

la phase de distillation.
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Le sulfate d’ammonium formé est dilué avec de I’eau, puis converti en ammoniac
(NH3) par addition de NaOH a 32%. Dans I'unité de distillation, le gaz ammoniac est
condensé sous forme d’ammonium et piégé dans une solution réceptrice d’acide borique
(H3BO3) a 4%, ajustée a un pH de 4.65. La formation du complexe NH4B(OH)4 résulte de

I’interaction entre I’ammonium et I’acide borique.

Pour estimer la teneur en azote total, une titration a été réalisée avec une solution
d’acide chlorhydrique (HCI) 0.1 N en présence de bleu de méthyléne comme indicateur,
jusqu’a I’obtention d’un changement de couleur, passant du vert au rose. La quantité d’azote

totale a ensuite été calculée a 1’aide de 1’équation suivante :

T te (% _ (V1-V2)xFxcxfxM(N) 100
eneur en azote (%) = %1000 X

V1: volume (mL) de solution d’acide chlorhydrique consommé pour titrer I’échantillon
V2 : volume (mL) de solution d’acide chlorhydrique consommé pour titrer le blanc

C: concentration de la solution d’HCI (mol/L)

F : facteur de la réaction molaire (généralement 1 pour HCI)

M : masse molaire de 1’azote (14.007 g/mol)

m : masse de 1’échantillon (g)

La teneur en azote est convertie en teneur en protéines par multiplication au facteur de

conversion correspondant ;
P% = N% x PF

P% : la teneur en protéines
N% : la teneur en azote

PF : facteur de protéines (6.25 pour le poisson)
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2.4. Glucides

2.4.1. Calcul des glucides totaux

La concentration en glucides est déterminée par calcul, conformément a la méthode
recommandée par I’AOAC (2002), en soustrayant les pourcentages de protéines, de lipides

et de cendres de la matiére séche totale. L’équation utilisée est la suivante :

Glucides (% ms) =100 — [% protéines + % lipides + % cendres]

Cette méthode indirecte, fréquemment employée dans 1’analyse alimentaire, permet
d’estimer la teneur totale en glucides, incluant notamment les polysaccharides tels que la

chitine et le chitosane présents dans les sous-produits de crevettes.

2.4.2. ldentification des sucres par chromatographie en phase liquide couplée a un

détecteur Réfractométrie

2.4.2.1. Hydrolyse des sucres

Un échantillon de 0.1 g de poudre issue des sous-produits de crevette a été melangée
a SmL de HCI (1.3 M). Apres agitation, le mélange a été incubé au bain-marie a 95 °C
pendant une heure. Une fois refroidie, un volume de 5 mL de NaOH (1.3 M) a été ajouté a
la solution, puis a été transférée dans une fiole jaugée de 50 mL contenant 25 mL d’eau
distillée. La préparation a ensuite été centrifugée a 1500 rpm pendant 10 minutes, puis le
surnageant a été filtré a 1’aide de papier filtre, selon la méthode de (Mkaouar et Kechaou,
2013).

2.4.2.2. Analyse par HPLC-RID

Les monosaccharides ont été analysés a 1’aide d’un systeme de chromatographie
liquide haute performance (HPLC) Agilent 1260 Series (Agilent Technologies, USA),
équipé d’un autosampler, d’une pompe a gradient a quatre canaux, d’un thermostat de
colonne et d’un détecteur a indice de réfraction (RID). La séparation chromatographique a

éte réalisée sur une colonne analytique Zorbax NH; (4.6 x 250 mm, taille de particules de 5
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pm) en élution isocratique, avec une phase mobile composée d’acétonitrile : eau (75:25, v/v).

Le débit du flux a été maintenu a 1.0 mL/min, avec un volume d’injection de 20 pL.

L’acquisition et le traitement des données ont été effectués a 1’aide du logiciel
ChemStation (Version B.01). Les monosaccharides ont été identifiés en comparant leurs
temps de rétention (Rt) & ceux de standards authentiques. L’analyse quantitative a été
réalisée par la méthode de 1’étalon externe en utilisant des courbes d’étalonnage dans une

plage de concentrations comprise entre 31.25 et 2 000 ppm.

2.5. Dosage des lipides par la méthode de Folch

Les lipides totaux ont été extraits selon la méthode de Folch (1957), basée sur une
extraction a froid utilisant un mélange de solvants dans un rapport 2 :1 (v/v) chloroforme-
méthanol. Dans ce procédé, le solvant apolaire (chloroforme) solubilise efficacement les
lipides dans la phase organique, tandis que le solvant polaire (méthanol) dissout les
composants hydrosolubles tels que les protéines et les glucides dans la phase aqueuse.

Quatre grammes de poudre provenant des sous-produits de crevettes ont été mélangés
a 20 mL du mélange chloroforme : méthanol (2 :1, v/v), puis soumis a une sonication pendant
20 minutes. Ensuite, 10 mL d’une solution saline de NaCl a 0.73% ont été ajoutes pour
induire la formation d’un mélange biphasique, lequel a été centrifugé a 8000 rpm pendant
20 minutes. La phase aqueuse (méthanol et eau) a été €liminée a 1’aide d’une pipette Pasteur,
tandis que la phase organique inférieure a été filtrée sur du sulfate de magnésium pour

¢liminer les traces d’eau (Eymard, 2003).

L’extraction a été répétée une seconde fois, et les extraits lipidiques combines. Le
solvant a ensuite été évaporé a I’aide d’un évaporateur rotatif réglé a 30 °C sous une pression
de 162 mbar. Le ballon contenant les lipides résiduels a été pesé afin de calculer la teneur en
lipides de la poudre des sous-produits de crevettes, exprimée en mg de lipides par gramme

d’échantillon sec.
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2.6. Analyse des acides gras

2.6.1. Trans-méthylation

La trans-méthylation, ou estérification a froid, est une technique analytique
permettant d’identifier les acides gras en les convertissant en esters méthyliques d’acides
gras (EMAG ou FAME), des dérivés plus volatils facilitant leur analyse (Zang et al., 1997).
La fraction lipidique obtenue a été soumise a la trans-méthylation. Les esters méthyliques
ont été préparés selon la méthode décrite par Ayas et al. (2013) avec quelques modifications
. les lipides extraits ont été dissous dans 2 mL de n-heptane et 2 mL de solution de KOH
méthanolique 2 M. La solution a été homogénéisée, puis centrifugée a 4000 rpm pendant 10
minutes afin d’assurer une bonne séparation des phases. Ensuite, 0.2 mL du surnageant a été

transféré dans un vial et dilué avec 1 mL de n-heptane avant I’analyse.

2.6.2. Détermination du profil des acides gras

L’analyse des acides gras a été réalisée par chromatographie en phase gazeuse
équipée d’un détecteur a ionisation de flamme GC-FID (Dani Master GC 1000). La
séparation a été effectuée sur une colonne capillaire ZB-WAX Phenomenex (30 m x 0.25
mm de diamétre interne, épaisseur de film 0.25 pm) (Phenomenex, Torrance, CA, Etats-
Unis). Les conditions chromatographiques suivantes ont été appliquées : températures de
I’injecteur et du détecteur réglées respectivement a 220 °C et 240 °C ; température du four
de la colonne programmée de 130 °C a 200 °C avec un palier de 20 minutes, a un taux de
chauffage de 3 °C/min ; hélium utilisé a une vitesse linéaire constante de 30 cm/s. Le volume

injecté était de 1 pL, avec un rapport de fractionnement de 1:75.

Le logiciel Clarity Chromatography v4.0.2 a ét¢ employ€ pour I’acquisition et le
traitement des données. Les pics chromatographiques ont été identifiés en comparant les
temps de rétention aux standards de FAME (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). La
quantification des acides gras a été réalisée en calculant le pourcentage relatif des surfaces
de pics, les résultats étant exprimés en grammes d’acides gras pour 100 grammes de lipides

(Gervasi et al., 2022).
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2.7.  Dosage des éléments traces métalliques (ETMs)

2.7.1. Digestion acide par voie humide

La minéralisation des échantillons solides constitue une étape cruciale afin de
réduire les interférences causées par les matieres organiques et d’enrichir la concentration
des analytes, ce qui améliore la sensibilité des analyses ultérieures. La méthode de
minéralisation par voie humide est actuellement la technique la plus couramment employée

pour ce type de préparation.

Un échantillon de 5 g de la poudre des sous-produits de crevettes sont placés dans un
bécher de 50 mL, puis combinés avec 5 mL d’acide nitrique concentré (HNOs, 65%) et 2
mL de peroxyde d’hydrogéne (H202, 30%). La solution est ensuite chauffée sur une plaque
chauffante initialement a 90 °C, la température étant ensuite progressivement portée a 120
°C. L apparition d’une fumée brune signale I’oxydation en cours des composés organiques.
les échantillons ont été complétés a 50 ml avec de I'eau distillée et filtrés par la suite (Peters,
2003).

2.7.2. Dosage des ETMs par spectrophotométrie d’absorption atomique

La spectroscopie d’absorption atomique est une méthode analytique utilisée pour
identifier et quantifier la présence d’¢léments dans une solution, reposant sur le principe de
I’absorption de la lumiére par des atomes excités. Chaque ¢élément trace possede des
longueurs d’onde spécifiques auxquelles il absorbe la lumiére. La longueur d’onde absorbée
permet d’indiquer la présence de 1’¢lément tandis que I’intensité de cette absorption est

proportionnelle a sa concentration dans 1’échantillon (Maharani et al., 2024).

Dans cette étude, la quantification des éléments traces métalliques, notamment le
plomb (Pb), le cadmium (Cd), le zinc (Zn), le fer (Fe) et le cuivre (Cu), dans les sous-produits
de crevette rouge a été effectuée a I’aide d’un spectrométre d’absorption atomique a flamme
(Shimadzu AA-7000, Japan). Pour chaque élément analysé, une courbe d’étalonnage a été
établie en mesurant 1’absorbance des solutions étalons a des concentrations comprises entre

0.1 et 2 ppm, aux longueurs d’onde respectives de 217 nm pour le plomb, 228.8 nm pour le
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cadmium, 213.86 nm pour le zinc, 248.3 nm pour le fer, et 324.75 nm pour le cuivre. Les

concentrations ont été exprimées par mg/kg de poids sec.

3. Développement de méthodes d’extraction verte de I’astaxanthine

Dans le cadre de cette étude, deux méthodes d’extraction écologiques (green
extraction) de I’astaxanthine a partir des sous-produits de crevettes ont été développées. La
premiére méthode utilise des solvants reconnus comme GRAS (Generally Recognized As
Safe), sélectionnés pour leur sécurité sanitaire et leur faible impact environnemental. Ces
solvants ont permis une extraction efficace tout en respectant les criteres de durabilité et de

non-toxicité.

La seconde méthode repose sur I’emploi d’huiles végétales comme solvants naturels
pour I’extraction. Cette approche constitue une alternative respectueuse de I’environnement,

favorisant une extraction douce adaptée aux industries alimentaire et pharmaceutique.

3.1. Extraction de I’astaxanthine par les solvants organiques (GRAS)

3.1.1. Choix du solvant

Les solvants organiques reconnus comme GRAS « Generally Recognized As Safe »
utilisés pour cette extraction étaient 1’éthanol, I’acétate d’éthyle, 1’acétone et I’isopropanol.
L’extraction de 1’astaxanthine a été réalisée a 1’abri de la lumiére afin de prévenir toute
photodégradation, selon la méthode de Sindhu et Sherief (2011) avec quelques
modifications. Un volume de 10 mL de solvant organique a été mélangé a 1 g de poudre,
puis agité pendant 1 heure a température ambiante. La solution a ensuite été filtrée sur papier
filtre Whatman, et 1’échantillon a fait I’objet de plusieurs extractions successives jusqu’a ce

qu’il devienne incolore. Les extraits récupérés ont été combinés puis évaporés a 45 °C.

3.1.2. Optimisation des parametres d’extraction

Aprés avoir sélectionné le solvant approprié offrant le rendement le plus élevé lors
de D’extraction de I’astaxanthine a partir des sous-produits de crevettes rouges, trois

parametres principaux ont été optimisés : le rapport solide-liquide, la température et la durée
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d’extraction. Différents rapports solide-liquide du résidu de crevettes par rapport au volume
de solvant ont été étudiés (1:5, 1:10, 1:20, 1:30). L’extraction d’astaxanthine a ensuite été
réalisée aux températures de 30, 40, 50 et 60 °C. Enfin, I’effet du temps d’extraction a été

évalué sur des durées de 30, 45, 60, 75 et 90 minutes.

3.2. Extraction d’astaxanthine par les huiles végétales

3.2.1. Choix du solvant

Cing huiles végétales différentes (argan, coco, tournesol, huile d’olive industrielle et
huile d’olive traditionnelle) ont été évaluées pour leur efficacité a extraire I’astaxanthine des
sous-produits de crevettes. La procédure d’extraction s’est inspirée de la méthode décrite par
Sachindra et Mahendrakar (2005), avec quelques modifications adaptées a notre matrice. Un
gramme de poudre a été melangé & 5 mL d’huile, homogénéisé par vortex, puis incubé a

60°C pendant 1 heure. Ensuite I’extrait a été centrifugé a 4000 rpm pendant 20 mn puis filtré.

3.2.2. Optimisation des parametres d’extraction

L’huile donnant le meilleur rendement d’astaxanthine a été sélectionnée pour
optimisation des parameétres : rapport solide-liquide (1:5, 1:10, 1:20, 1:30 p/v), température
(50, 60, et 70 °C), et durée d’extraction (30, 60, et 90 min). Cette optimisation visait a

maximiser la récupération d’astaxanthine tout en préservant sa stabilité.

3.3. Détermination spectrophotométrique de I'astaxanthine

La teneur en astaxanthine de chaque extrait a été determinée par spectroscopie UV-
Visible. La quantification a été réalisée en mesurant I’absorbance des échantillons a 476 nm,
les concentrations étant calculées a partir d’équations de calibration linéaires, conformément
a la méthode décrite par Asker et al. (2018). Les résultats sont exprimés en microgrammes
d’astaxanthine par gramme de résidus de crevettes, chaque mesure ayant été effectuée en

triplicata.
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4. Variation saisonniére de I’astaxanthine

Pour étudier 1I’impact des variations saisonniéres sur le rendement en astaxanthine,
I’extraction a été réalisée a partir de déchets de crevettes rouges recueillis aupres de pécheries
(Mostaganem) lors des quatre saisons : automne, hiver, printemps et été durant I’année 2023.
L’extraction a été effectuée a 1’aide d’acétone, selon la méthode GRAS développée
précédemment. La teneur en astaxanthine a été mesurée par spectrométrie UV-Vis & une

longueur d’onde de 476 nm.

5. Effet de la cuisson sur la teneur en astaxanthine

L’astaxanthine est sensible a la dégradation thermique, notamment lors d’un
traitement thermique en présence d’oxygene, ce qui entraine une isomérisation structurelle
et une dégradation du pigment (Boon et al., 2010). Un échantillon de 100 g de crevettes
fraiches a été bouilli a 100 °C pendant 10 minutes, puis décortiqué afin de récupérer la chair
et les déchets associés (Swastawati, 2018). Ces échantillons ont été homogénéisés, puis
I’astaxanthine a été extraite et quantifiée, aussi bien dans les échantillons crus que cuits, a

I’aide d’acétone comme solvant selon la méthode développée précédemment.

6. Identification et quantification de I'astaxanthine par HPLC-DAD-APCI-MS

L’analyse de I’astaxanthine a été réalisée a I’aide d’un systétme HPLC Shimadzu
(Kyoto, Japon) comprenant un contréleur CBM-20A, deux pompes paralléles a double
piston LC-30AD, un dégazeur DGU20AS5R, un four a colonne CTO-20AC, un autosampler
SIL-30AC, un détecteur photodiode array SPD-M20A, ainsi qu’un spectrométre de masse a
quadripble unique LCMS-2020 équipé d’une source APCI fonctionnant en mode ionisation

positive.

La separation chromatographique a été réalisée sur une colonne YMC Carotenoid
C30 (250 x 4,6 mm, 5 um) avec une phase mobile composée de méthanol/eau (96 :4, solvant
A) et de MTBE (tert-butyl méthyl éther, solvant B). Le débit a été fixé a 0.8 mL/min puis
ramené a 0.35 mL/min avant I’analyse par spectrométriec de masse, avec un gradient

d’élution de 0-30 min: 5% B, 40 min: 30% B. La température du four était maintenue a 35
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°C et le volume d’injection était de 5 UL. La détection spectrophotométrique par le détecteur
a barrettes de diodes (DAD) a été realisée de 220-700 nm, et le chromatogramme a été
obtenu a 480 nm (fréquence : 12.5 Hz, temps: 0.080 s) (El Boumlasy et al., 2024).

Les parametres du spectrometre de masse comprenaient un balayage en mode positif
et négatif, une tension du détecteur de 1,50 kV, des températures de I’interface et du bloc
chauffant respectivement de 400 °C et 250 °C, un débit de gaz nébuliseur en azote de 2,5
L/min, ainsi qu’un temps d’accumulation des ions de 30 ms. Chaque échantillon a été
analysé en triplicat afin de garantir la reproductibilité des résultats. Les isomeres
d’astaxanthine ont été caractérisés qualitativement selon leurs profils d’absorption dans le
visible, et la quantification a été réalisée via une courbe d’étalonnage externe construite avec
le standard d’astaxanthine (0.05 a 50 ppm). Les résultats sont exprimés en milligrammes

d’astaxanthine par gramme de sous-produits de crevettes.

7. Evaluation des activités biologiques de I’astaxanthine
7.1. Activité antioxydante

7.1.1. Détermination de P’activité antiradicalaire par piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydante de I’extrait d’astaxanthine a été évaluée par la mesure de la
capacité de piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), selon le
protocole décrit par Bougandoura et Bendimerad (2012). Un volume de 100 pL d’extrait a
différentes concentrations a été ajouté a 1.9 mL de solution méthanolique fraiche de DPPH
a 0.1 mM. Le mélange a été incubé a I’abri de la lumiére pendant 30 minutes, puis
I’absorbance a été mesurée a 517 nm. L’acide ascorbique a été employé comme standard de

réference. Le pourcentage d’inhibition a été calculé selon la formule ci-dessous :

9 = Abs blanc — Abs ech 100
0 Abs blanc x

1% : pourcentage d'inhibition des radicaux libres
Abs blanc : Absorbance du blanc
Abs éch : Absorbance de I'échantillon

ICs0 correspond a la concentration d’extrait des caroténoides qui peut réduire 50% des

radicaux libres de DPPH
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7.1.2. Pouvoir réducteur du ferricyanure de potassium (PFRAP)

Dans le test PFRAP, les substances présentant une activité antioxydante interagissent
avec le ferricyanure de potassium (Ks[Fe(CN)s]) pour générer du ferrocyanure de potassium
(K4[Fe(CN)s]). Ce dernier réagit ensuite avec le chlorure ferrique, formant un complexe bleu

appelé ferrocyanure ferrique, dont I’absorbance maximale est mesurée a 700 nm (Xiao et
al., 2020).

Le pouvoir réducteur de 1’extrait d’astaxanthine a ét¢ déterminé selon la méthode
décrite par Oyaizu (1986). Pour cela, un volume d’1 mL d’extrait d’astaxanthine ou d’acide
ascorbique est mélangé a 2.5 mL de tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et a 2.5 mL de
solution de hexacyanoferrate de potassium (1%) [K3Fe(CN)6]. Le mélange est ensuite
incubé a 50 °C pendant 20 minutes, avant I’ajout de 2.5 mL d’acide trichloroacétique a 10%.
Apreés centrifugation a 3000 tours/min pendant 10 minutes, 2.5 mL du surnageant est prélevé
puis mélangé a 2.5 mL d’eau distillée et 0.5 mL de chlorure ferrique (FeCls) a 0.1% (p/v).
L’absorbance est mesurée a 700 nm. Une augmentation de I’absorbance traduit une élévation

du pouvoir réducteur, caractérisant ainsi la capacité antioxydante du mélange.

7.2.  Activité antimicrobienne

7.2.1. Souches microbiennes

Les souches Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Escherichia coli ATCC 10536,
Listeria monocytogenes ATCC 1392, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Salmonella
typhimurium ATCC 13311 proviennent du laboratoire LBSAS (Université de Mostaganem).

7.2.2. Determination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) correspond a la plus faible
concentration d’un agent antimicrobien a laquelle aucune croissance bactérienne n’est
détectée apres incubation (Ramos-Hernandez et al., 2025). La CMI a été évaluée selon la
méthode de micro-dilution en milieu liquide, conformément aux recommandations du
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2023).
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Dans cette méthode, 100 pL de chaque suspension bactérienne ont été ajoutés dans
les puits d'une microplaque de 96 puits contenant déja 100 uL d’astaxanthine ou de
gentamicine, diluées de maniere géométrique avec un facteur de 2. La concentration finale
de I’inoculum était fixée a 5 x 10> UFC/mL. Des puits témoins, contenant uniquement le
milieu de culture ou le milieu ensemencé par la souche bactérienne sans présence
d’¢échantillon, ont été inclus. Les microplaques ont été incubées a 37 °C pendant 24 heures.
La concentration minimale inhibitrice (CMI) correspond a la plus faible concentration

d’échantillon ayant complétement empéché la croissance bactérienne.

7.3. Activité anti-inflammatoire
7.3.1. Activité anti-inflammatoire in vitro de ’astaxanthine

7.3.1.1.Test d’inhibition de la dénaturation de I'albumine (BSA)

Le potentiel anti-inflammatoire de I’extrait d’astaxanthine a été évalué par le test
d’inhibition de la dénaturation de la sérum albumine bovine (BSA). Des aliquotes de 1 mL
de solutions test a différentes concentrations ont été mélangées a 1 mL d’une solution de
BSA a 1 mM, préparée dans un tampon phosphate (pH 6.4). Aprés une incubation de 15
minutes, le mélange a été soumis a une température de 70 + 1 °C durant 10 minutes. Apres
refroidissement, 1’absorbance a ét¢é mesurée a 660 nm (Rajamohan et al., 2025). Le
diclofénac (a 20 mg/kg) a été employé en tant que témoin positif. Le taux d’inhibition de la

dénaturation a été déterminé selon la formule suivante :

Inhibition (%) = ((ADbS ¢chantilion— AbS contrsle) / ADS controle) X 100

7.3.1.2.Test de stabilisation de la membrane des érythrocytes (HRBC)

Un volume de 10 mL de sang a été prélevé et centrifugé a 3000 tr/min pendant 10
minutes. Le culot d’érythrocytes a été récupéré puis lavé trois fois avec une solution saline
tamponnée au phosphate 10 mM (pH 7.4). Un meélange réactionnel a été preparé en
mélangeant 1 mL d’extrait d’astaxanthine a différentes concentrations et 1 mL de suspension
a 10% d'erythrocytes. Les tubes ont été incubés pendant 30 minutes dans un bain-marie a 56
°C, puis laissés refroidir. Apres centrifugation a 2500 tr/min pendant 5 minutes, 1’absorbance

des surnageants a été mesurée a 560 nm (Govindappa et al., 2011).
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Dans le contréle négatif, 1’extrait est remplacé par une solution saline, tandis que
dans le contréle positif, il est remplacé par du diclofénac. Le pourcentage d’inhibition de

I’hémolyse a été calculé selon la formule suivante :

Inh|b|t|0n de l’hémolyse (%) = [1‘ (AbS Astaxanthine/ AbS Contr()le)] x 100

7.3.2. Activité anti-inflammatoire in silico de I’astaxanthine

7.3.2.1. Inhibition de NF-kB par I’astaxanthine

Le protocole de docking moléculaire a été réalisé a I’aide de la plateforme en ligne
CB-Dock. Les paramétres de docking étaient définis par une grille de 38 x 38 x 38 A et un
seuil de regroupement RMSD de 2.0 A. La structure protéique ciblée correspondait & la sous-
unité p50/p65 du facteur NF-xB (PDB : INFI), intervenant de fagon centrale dans la

régulation des processus inflammatoires.

Les sites potentiels de fixation sur la protéine NF-kB ont été¢ identifiés a 1’aide de
I’outil CASTp, permettant la localisation et la caractérisation des cavités protéiques par le
calcul de leur volume et de leur géométrie. Cette approche facilite la détermination des points

d’interaction privilégiés pour 1’astaxanthine.

7.3.2.2.Inhibition de la COX-2 par I’astaxanthine

Le modeéle d’interaction moléculaire a été construit sur CB-Dock avec les parametres
suivants : structure cristallographique de la COX-2 humaine (PDB : 5U7N), préparée par
¢limination des molécules d’eau et ajout d’hydrogenes polaires ; grille de docking de 38 x
38 x 38 A centrée sur le site catalytique (coordonnées dérivées de ’analyse CASTp) ;
réalisation de 10 études de docking indépendantes avec regroupement des poses (seuil
RMSD <2.0 A). La validation du protocole a été assurée par redocking du ligand natif (acide

arachidonique), avec précision confirmée (RMSD < 1.5 A).

Les interactions moléculaires ont été visualisées et caractérisées via PyMOL (v2.5)
pour I’observation 3D des complexes ligand/protéine et la mise en évidence des acides

aminés impliqués (ex : TYR385, ARG120). Les diagrammes d’interaction en 2D ont été
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générés avec LigPlot+ (v2.2), permettant de cartographier les liaisons hydrogéne, les
interactions hydrophobes et de van der Waals. CASTp (v3.0) a servi a I’analyse quantitative
de la cavité de liaison, notamment pour le calcul du volume (A%) et I’identification des

résidus catalytiques.

7.3.2.3.Prédiction ADMET

Les propriétés pharmacocinétiques et toxicologiques de 1’astaxanthine ont été
évaluées in silico a 1’aide des plateformes SwissADME et pkCSM. Les analyses ont porté
sur I’absorption intestinale, la perméabilité de la barriére hémato-encéphalique (BHE) et le
potentiel d’interactions avec les isoenzymes du cytochrome P450 (CYP). SwissADME offre
des prédictions robustes sur 1’absorption gastro-intestinale (modéle BOILED-Egg), la
perméabilité membranaire et I’inhibition des CYP, tandis que pkCSM utilise des signatures
moléculaires pour estimer 1’absorption, la distribution, le métabolisme, 1’excrétion et la
toxicité. Ces outils complémentaires ont permis d’établir un profil ADMET complet et fiable
pour I’astaxanthine, parametre essentiel pour évaluer son potentiel en tant qu’agent anti-

inflammatoire.

8. Effet de la supplémentation en astaxanthine sur la croissance du tilapia rouge

8.1. Tilapia « Oreochromis sp »

L’espéce utilisée dans cette étude est le tilapia rouge « Oreochromis sp », un hybride
résultant du croisement entre deux espéces, le tilapia du Nil (Oreochromis niloticus) et le
tilapia du Mozambique (Oreochromis mossambicus). Des juvéniles agés de trois mois ont
6té acquis auprés d’un aquaculteur local a Stidia (Mostaganem) en avril 2024. A leur arrivée,
les poissons ont éteé installés dans des aquariums, ou ils ont été laissés sans alimentation

durant 48 heures afin de permettre leur acclimatation.

8.2.  Conditions d’élevage

Quatre aquariums (100 litres) ont été rigoureusement nettoyés et désinfectés avant
d’étre remplis d’eau filtrée (figure 13). Ils ont été maintenus dans des conditions d’élevage

standardisées, controlées en continu, comprenant une température stable, un cycle lumineux
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régulé, ainsi qu’une oxygénation permanente assurée par un systéme de pompe a air. Chaque
aquarium contenait 20 spécimens de tilapia, présentant un poids individuel moyen d’environ
5 g. Le renouvellement partiel de 1’eau (environ 30%) était effectué hebdomadairement afin
de préserver la qualité du milieu. L’alimentation, formulée spécifiquement pour cette espéce,

était administrée deux fois par jour a des doses calibrées en fonction du poids total du stock.

Figure 13 : Elevage expérimental du tilapia rouge (Oreochromis sp)

8.3. Formulation et composition des régimes expérimentaux

Pour évaluer I’impact de la supplémentation en astaxanthine sur la croissance du
tilapia rouge (Oreochromis sp.), différents régimes expérimentaux ont été formulés. Ces
formulations permettent de comparer les effets d’un régime commercial standard (tableau
3), d’un régime a base de farine des sous-produits de crevettes, ainsi que de régimes enrichis

a des concentrations variables d’astaxanthine (figure 14) :
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C : Alimentation commerciale de référence

F : Régime a base de farine des sous-produits de crevettes

A5 : Alimentation de référence enrichie a 5% d’astaxanthine

A10 : Alimentation de référence enrichie a 10% d’astaxanthine

La quantité alimentaire administrée a été ajustée progressivement en fonction de la

croissance du tilapia (Oreochromis sp.), correspondant a 2% du poids corporel des poissons

(Clark et al., 2023).

Tableau 3 : Composition de I’alimentation de référence (DADA- FISH)

Composition Pourcentage %
Proteines 43%
Lipides 8%
Fibres bruts 1.90%
Cendres brutes 8.10%

(A)

Figure 14 : Alimentation enrichie en astaxanthine a (A) 5% et (B) 10%
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8.4. Effet des régimes alimentaires sur la croissance du tilapia

Le suivi de la croissance des tilapias soumis aux différents régimes alimentaires a été
effectué a intervalles réguliers de 15 jours, sur une période totale de 60 jours. Les parameétres
mesurés comprenaient la longueur standard exprimée en centimetres (cm) et le poids

corporel en grammes (g).

8.5. Développement de la pigmentation des poissons durant la croissance

Les concentrations en caroténoides totaux des différents lots expérimentaux de
tilapias ont été quantifiées afin de caractériser I’effet de la supplémentation en astaxanthine
sur la pigmentation. Les caroténoides ont d’abord été extraits a partir des échantillons de
chair selon la méthode développée, utilisant 1’acétone comme solvant d’extraction. Ensuite,
la quantification des caroténoides totaux a été effectuée en mesurant 1’absorbance a une

longueur d'onde de 470 nm selon le protocole décrit par Ferreira et al. (2021).

8.6.Développement de la composition nutritionnelle

Au cours de cette phase expérimentale, des analyses quantitatives et périodiques ont
été menées tous les 15 jours sur des échantillons prélevés de tilapia afin de déterminer de
maniere précise la teneur en matiere seche, en cendres, ainsi que les lipides totaux, les
protéines brutes et les glucides totaux, conformément aux protocoles décrits dans les sections
2.1a25.

9. Analyse statistique

Les données ont été analysées a I’aide du logiciel Statbox Pro (version 6.40). Les
résultats sont exprimés sous forme de moyenne + écart-type, issus de triplicata
d’expériences. Les différences entre les groupes ont été évaluées par une analyse de variance
unidirectionnelle (ANOVA a un facteur), suivie du test post-hoc de Tukey. Le seuil de

significativité statistique a été fixé a p < 0.05.
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1. Caractérisation de la farine des sous-produits de crevettes

Lors de la transformation des crevettes, certaines parties considérées comme « non
comestibles » pour la consommation humaine, telles que la téte, I’exosquelette abdominal et
la queue, sont retirées. Ces déchets solides représentent entre 35 % et 65 % du poids total de
la production de crevettes, en fonction notamment de 1’espéce et de 1’efficacité du procédé
de transformation. Aujourd’hui, ces déchets solides sont reconnus comme une source
précieuse de composés bioactifs ainsi que d’ingrédients potentiels pour 1’élaboration

d’aliments.

Le tableau 4 présente les principaux résultats de la caractérisation chimique de la
farine issue des sous-produits de la crevette rouge (Aristeus antennatus). Les teneurs en eau,
cendres, lipides, protéines et sucres totaux ont été déterminées.

1.1. Teneur eneau

Les sous-produits de la crevette crue, comprenant principalement la téte, la carapace
et la queue, se caractérisent par une forte teneur en eau. Le séchage de la poudre obtenue, a
105 °C £ 2 °C, a entrainé une perte d’humidité notable. L eau constitue en effet la fraction
dominante de la matiere brute, avec une valeur de 73.30 £ 2.91. Ce résultat est en accord
avec les données de Rosa et Nunes (2003) qui ont rapporté pour la crevette rouge (Aristeus
antennatus) des taux d’humidité allant de 73.9 & 75.6 % chez les femelles et de 73.8 a2 75.3 %
chez les méles. Des valeurs plus faibles ont toutefois été décrites par Ficano et al. (2024),

avec une teneur de 64.70 % dans les sous-produits de crevettes.

De méme, Bassig et al. (2021) ont observé une teneur en eau de 75 % dans les tétes
de crevettes tigrées (Penaeus monodon), tandis que Sanchez-Camargo et al. (2011) ont
rapporté une valeur de 73,9 % dans les déchets de crevettes rouges brésiliennes (Penaeus
paulensis). Par ailleurs, Gongalves et Ribeiro (2009) ont rapporté une valeur de 75.8 % dans

les crevettes blanches (Pleoticus muelleri). Ces variations confirment que la teneur en eau
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des sous-produits de crevettes dépend a la fois de I’espéce considérée, de la nature des tissus

analysés et de la méthode de séchage employée (Bueno-Solano et al., 2009).

1.2.  Teneur en cendres

La teneur en cendres, représentant la fraction minérale de 1’échantillon, a été estimée
a 29.11 £ 0.43%. Cette fraction est constituée de divers éléments inorganiques, dont les
carbonates de calcium constituent la composante la plus abondante. La valeur obtenue dans
la présente étude s’avére supérieure a celles rapportées par Nguyen et al. (2003), qui ont

observé une teneur de 24.9 % de cendres dans les co-produits de crevettes.

Ficano et al. (2024) ont analysé les sous-produits des crevettes rouges A. antennatus
provenant des restaurants locaux et des marchés aux poissons en Campanie (Italie), et ont
obtenu une teneur en cendres plus faible (15.30 + 0.27 %). En revanche, Ismail et al. (2023)
ont observé une teneur en cendres plus élevée, atteignant 32.27%, ce qui souligne la
variabilité de cette composante minérale selon les origines des échantillons et les conditions

d’analyse.

Selon Brasileiro et al. (2012), la composition minérale des sous-produits de crevettes
est dominée par le carbonate de calcium, mais inclut également d’autres ¢léments tels que

les phosphates, le magnésium, le silicium et le soufre.

Tableau 4 : Caractérisation chimique (%) des sous-produits de la crevette rouge (Aristeus

antennatus)
Composant Teneur (%)
Eau 73.30+1.91
Cendres (MS) 29.11+£0.43
Protéines (MS) 33.05+1.87
Glucides (MS) 34.37 £ 0.05
Lipides (MS) 3.47 + 0.09
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1.3.  Teneur en Protéines

L’industrie de la transformation des crustacés génére des sous-produits riches en
protéines de haute qualité et en acides aminés. Les tétes de crevettes se caractérisent par une
teneur ¢levée en protéines (50 a 65 % en poids sec) et constituent une excellente source
d’acides aminés essentiels, ce qui explique leur utilisation dans les aliments pour poissons
ainsi que leur inclusion dans les rations destinées au bétail et a la volaille (De Aguiar
Saldanha Pinheiro et al., 2021).

La quantification des protéines brutes a été réalisée conformément a la méthode de
Kjeldahl, reposant sur la détermination de la teneur totale en azote (N) dans I’échantillon.
Les résultats obtenus indiquent une teneur en azote de 5.28 % dans les sous-produits de la
crevette rouge, correspondant a une teneur en protéines brutes de 33.05 + 1.87 %. Ces
résultats confirment que les protéines constituent une fraction importante de la matiere séche.
En revanche, Moawad (2005) rapporte une teneur protéique inférieure, évaluée a 21.7 %.
Dans une autre étude, Rosa et Nunes (2003) ont analysé la variation saisonniere de la
composition nutritionnelle de la crevette rouge (Aristeus antennatus). Leur résultat, exprimeé
en pourcentage de poids humide, a montré qu’il n’existait pas de différence significative (p

< 0.05) entre la teneur des protéines durant 1’été (22% du poids) et I’hiver (21.4%).

Comparativement a d’autres espéces marines, les protéines issues des crustacés se
distinguent par une teneur plus élevée en certains acides aminés tels que la glycine, I’acide
glutamique, 1’arginine et I’alanine, ce qui se traduit par une meilleure palatabilité (Nguyen
et al., 2017). Par ailleurs, en raison de leur profil optimal en acides aminés essentiels, la
valeur nutritionnelle des protéines de crustacés est comparable, voire supeérieure, a celle de
la viande rouge ou du soja (Venugopal, 2008 ; Yan & Chen, 2015 ; De Aguiar Saldanha
Pinheiro et al., 2021). De plus, la teneur en acides aminés libres dans les déchets de crevettes

est jusqu’a 15 % supérieure a celle des parties comestibles (Heu et al., 2003).

1.4. Glucides

1.4.1. Glucides totaux

Les Glucides contenus dans les déchets de crevettes sont principalement la chitine et

le chitosane, qui assurent une fonction structurale essentielle au sein de I'exosquelette des
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crustacés. Ces biopolymeéres possédent un fort intérét commercial et sont principalement
extraits des exosquelettes de crabes, crevettes, coquillages et homards, constituant ainsi des
sous-produits majeurs de I'industrie des produits de la mer.

La teneur en glucides trouvée dans notre étude dans les coproduits des crevettes
rouges a été estimée a 34.37 + 0.05%. Selon Saravanan et al. (2023), les crustacés sont
composés d’environ 20 a 50% de minéraux (principalement du carbonate de calcium), de 20
a 40% de protéines et de 15 a 40% de polysaccharides. Le principal polysaccharide présent
dans les produits dérivés de la crevette est la chitine, un polymére composé d'unités de -
1,4-N-acétyl-D-glucosamine, qui joue un réle majeur dans la structure de lI'exosquelette du
crustacé (Eggink et al., 2025).

1.4.1. Identification des sucres par HPLC-RID

L’analyse chromatographique réalisée par HPLC-RID a permis d’identifier et de
quantifier les principaux sucres présents dans les coproduits de la crevette rouge Aristeus
antennatus. Comme le montre le chromatogramme (figure 15), trois pics majeurs ont été
observés en comparaissant avec les standards correspondants aux temps de rétention
7.86 min, 8.32 min et 10.67 min, correspondant respectivement au fructose, au glucose et au
ribose. La quantification des sucres (tableau 5) a révélé une nette dominance du ribose avec
une concentration de 136.79 £ 4.16 ppm, suivi du fructose (58.66 + 2.65 ppm) et du glucose
(50.24 £ 1.73 ppm).

swied ¢ ) E ) e i i LE - e i i "

Figure 15 : chromatogramme des sucres des co-produits des crevettes rouges (A . antennatus)
par HPLC-RID. 1 : Fructose, 2 : Glucose, 3 : Ribose
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Il existe trés peu d’études mené sur la composition monosaccharidique des déchets
de crevettes vu que le glucide majoritaire est la chitine et son dérive le chitosane, mais les
résultats obtenus comparables a ceux rapportés par Mandeville et al. (1992) ou sept sucres
libres ont été identifiés, parmi lesquels le ribose est de loin le plus abondant. La dominance
du ribose peut étre le résultat de la dégradation des nucléotides par les enzymes vu la richesse

en tissus résiduels et en composés cellulaires dans les déchets de crevettes (Xu et al., 2013).

Dans une autre étude réalisée par Ficano et al. (2024) sur Aristeus antennatus, les
auteurs ont mis en évidence la présence notable de glucose et de fructose, avec des
concentrations respectives de 4.86 + 0.37 g/100 g et 9.96 + 0.12 ¢g/100 g. Les crevettes
stockent les glucides principalement sous forme de glycogéne dans I'hépatopancréas, de
glucosamine dans la cuticule, et de tréhalose dans les muscles, ce qui explique leur présence
limitée dans 1’exosquelette. Par ailleurs, les sucres simples servent a répondre aux besoins

énergétiques immédiats des crevettes (Cruz-Suarez et al., 1994).

Tableau 5 : Identification et quantification des sucres issus des coproduits des
crevettes rouges (A . antennatus) par HPLC-RID

Pics Rt Composés Quantité (ug/g)
1 7.86 Fructose 58.66 + 2.65
2 8.32 Glucose 50.24+1.73
3 10.67 Ribose 136.79 £ 4.16

1.5. Leslipides

Le rendement lipidique dans les sous-produits de la crevette rouge Aristeus
antennatus obtenu dans notre étude est de 3.47% selon la méthode de Folch (1957). Ce
résultat est supérieur a celui rapporté par Ficano et al. (2024), qui ont trouve une teneur en
lipides de 1.44 + 0,03%, ce qui pourrait s’expliquer par des différences liées a 1’origine

géographique, aux méthodes d’extraction ou aux conditions de traitement.
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En comparaison avec d’autres espéces, Nargis et al. (2006) ont trouvé une teneur
similaire de 3.58% dans les déchets de Penaeus monodon. D’autres études révelent des
teneurs léegerement plus élevées, comme Sanchez-Camargo et al. (2011) avec 4.9% dans les
déchets de crevettes rouges brésiliennes, et Yu et al. (2020) qui ont observé des teneurs
comprises entre 4.69% et 5.89% dans les sous-produits lyophilisés de P. monodon, P.

vannamei et P. chinensis.

Des valeurs particulierement élevées ont enfin été rapportées, telles que celles de
Ravichandran et al. (2009) avec 9.8% dans la téte et la carapace de Penaeus indicus, ou
d’Ibrahim et al. (1999), qui ont observé 10.5% dans le céphalothorax de Penaeus spp. Ces
variations importantes soulignent I’influence des facteurs biologiques, géographiques et

méthodologiques, ainsi que 1I’importance de la méthode d’extraction employée.

1.6.  Profil des acides gras

La composition en acides gras des sous-produits de la crevette rouge "A. antennatus™
est représentee dans le tableau 6. L’analyse du profil des acides gras issus des sous-produits
de crustacés met en évidence une prédominance des acides gras mono-insatures (AGMI)
avec 41.02%, suivis des acides gras polyinsaturés (AGPI) a 32.72%, et des acides gras
saturés (AGS) représentant 21.38% du profil total. Cette distribution est caractéristique des
lipides issus d'organismes marins, ot les AGMI et AGPI constituent la fraction majoritaire,
conférant une fluidité membranaire adaptée aux conditions aquatiques (Harayama &
Antonny, 2023).

Selon les résultats, I'acide oléique (C18:1 n-9) domine largement le profil avec
25.62%, suivi de l'acide palmitique (C16:0) a 11.83%. Parmi les acides gras polyinsaturés,
I'acide docosahexaénoique (DHA, C22:6 n-3) présente une concentration remarquable de
10.04%, tandis que l'acide eicosapentaénoique (EPA, C20:5 n-3) atteint 8.94%. Ces deux
acides sont des acides gras polyinsaturés oméga-3 naturellement présents dans les poissons
gras. Bien que l'organisme humain puisse les synthétiser a partir de 1'acide a-linolénique
(ALA), cette conversion s'avere généralement faible et présente d'importantes variations

inter-individuelles.

59



Chapitre I1I : Résultats et discussion

Tableau 6 : Composition des acides gras des sous-produits de la crevette rouge "A.
antennatus” % (g/100 g de EMAGS)

EMAGs Concentrations (%)
Ac. palmitique C16:0 11.83
Ac. heptadécanoique C17:0 1.03
Ac. stéarique C18:0 6.07
Ac. docosanoique C22:0 1.06
¥ Acides gras saturés (AGS) 21.38
Ac. palmitoléique C16:1 n-7 2.87
Ac. cis-10-Heptadécenoique C17:1 1.15
Ac. oléique C18:1 n-9 25.62
Ac. cis-11-Octadecenoique C18:1 n-7 4.34
Ac. cis-11-Eicosenoique C20:1 n-9 2.27
Ac. nervonique C24:1 n-9 1.83
¥ Acides gras monoinsatures (AGMI) 41.02
Ac. linoléique C18:2 n-6 2.11
Ac. cis-11,14-Eicosadienoique C20:2 n-6 1.94
Ac. cis-5,8,11,14-Arachidonique C20:4 n-6 5.44
Ac. cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoique C20:5 n-3 8.94
Ac. cis-7,10,13,16,19-Docosapentaenoate C22:5 n-3 0.99
Ac. cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoique C22:6 n-3 10.04
¥ Acides gras polyinsaturés (AGPI) 32.72
2o 6 104
Yo 3 21.24
20 6/Zm 3 0.49
AGPI/ AGS 1.92
AGPI/ AGMI 1.25
Non identifié 4.88
Total 95.12
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Les crevettes sont largement reconnues pour leur richesse en acide
eicosapentaénoique, en acide docosahexaénoique et en d'autres acides gras aux propriétés
bénéfiques pour la santé humaine (Xu et al., 2025). Ces propriétés sur la santé
cardiovasculaire ont été reconnues pour la premiére fois dans les années 1970. Depuis lors,
de nombreuses recherches ont démontré leurs effets bénéfiques dans diverses pathologies,
notamment les troubles métaboliques, inflammatoires et neuropsychiatriques. Ces bénéfices
thérapeutiques s'expliquent par leurs multiples mécanismes d'action : propriétés anti-
inflammatoires et antioxydantes, réle structurel et fonctionnel dans les membranes
cellulaires, ainsi que leur implication dans la régulation de I'expression génique (Elgar,
2022 ; Van Nguyen & Shahidi, 2025 ; Baker et al., 2025).

Les travaux de Rosa et Nunes (2003) sur la composition lipidique des crevettes
rouges A. antennatus ont établi un profil caractérisé par la prédominance de I'acide oléique
(18.4%), suivi de I'acide docosahexaénoique (17.2%) et de I'acide palmitique (15.5%). Cette
distribution révélait une hiérarchie compositionnelle dominée par les acides gras
polyinsaturés (42.6%), suivis des mono-insaturés (34.6%) et des saturés (22.9%). Ces
données positionnent A. antennatus comme une espéce typiquement riche en acides gras
hautement insaturés, caractéristique des crustacés profonds adaptés aux environnements

marins tempérés.

Cette différence dans la dominance des acides gras polyinsaturés peut étre expliquée
par le fait que ces auteurs ont analysé le profil des acides gras de la partie comestible des
crevettes alors que notre étude porte sur les déchets de transformation. Le tissu musculaire
des crustacés accumule préférentiellement les acides gras polyinsaturés a longue chaine pour
maintenir la fluidite membranaire nécessaire aux processus contractiles et aux echanges

ioniques.

Les déchets sont principalement constitués de carapaces, d'exosquelette, de tétes et
d'appendices, dont la composition lipidique répond a des fonctions biologiques distinctes.
Ces tissus, a vocation structurelle et protectrice, présentent une composition lipidique

adaptee a la résistance mécanique et a la protection contre I'environnement extérieur.
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Dans une autre étude menée par Saini et al. (2020), le profil des acides gras a été
établi dans les déchets des crevettes rouges Pleoticus muelleri. Les résultats révélent une
distribution lipidique caractérisée par la prédominance des acides gras polyinsaturés qui
représentent 42.8%. Les acides gras mono-insaturés constituent la fraction secondaire avec
32 %, tandis que les acides gras saturés (AGS) representent 25.2 % du profil total. Cette
hiérarchie compositionnelle refléte I'adaptation métabolique exceptionnelle de P. muelleri
aux conditions environnementales spécifiques de I'Atlantique Sud, favorisant I'accumulation
d'acides gras hautement insaturés pour optimiser les fonctions membranaires a basse
tempeérature. Leurs résultats confirment aussi que 1’acide oléique et 1’acide gras dominant

avec une valeur de 17.8%, suivi de DHA (17.2 %), ensuite I'acide palmitique (16.2%).

Le ratio w6/m3 de 0.49 constitue I'un des aspects les plus remarquables de ce profil
lipidique. Cette valeur indique une prédominance nette des oméga-3 (21.24%) sur les
oméga-6 (10.4%). Des études antérieures en nutrition humaine ont démontré qu'un ratio
alimentaire ®6:m3 ¢levé favorise la pathogenese de nombreuses pathologies, notamment les
maladies cardiovasculaires, inflammatoires, auto-immunes et cognitives, ainsi que I'obésité
et le cancer. Un ratio optimal w6:®3 s'avére essentiel pour maintenir 'homéostasie de
nombreux processus biologiques, tels que I'apoptose cellulaire, l'inflammation, le
métabolisme des acides gras et du cholestérol, entre autres (Katan et al., 2021 ; Du et al.,
2025).

Une diete optimale est principalement associée aux proportions relatives des acides
gras, notamment des ratios élevés d'AGPI/AGS et d'AGPI/AGMI. Les lipides présentant un
ratio AGPI/AGS supérieur a 0.45 sont spécifiqguement recommandées pour la consommation
humaine dans I'optique de minimiser les risques de maladies cardiovasculaires et d'autres
pathologies chroniques (Laamanen et al., 2024). L'analyse de nos données révele des ratios
particulierement favorables qui surpassent largement les recommandations nutritionnelles
internationales. Le ratio AGPI/AGS s'établit a 1.92, dépassant largement le seuil minimal
recommandé. Parallelement, le ratio AGPI/AGMI atteint 1.25, témoignant d'un équilibre
favorable entre les fractions polyinsaturées et mono-insaturees, particulierement recherché
dans les applications nutraceutiques. Ces valeurs exceptionnelles positionnent les sous-
produits de crustacés dans la catégorie premium des matieres grasses bénéfiques pour la

santé cardiovasculaire.
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1.7.  Dosage des eléments traces métalliques (ETM:s)

La consommation de crustacés constitue une source importante de nutriments
essentiels. Toutefois, leur sécurité sanitaire souleve des interrogations, car ces organismes
peuvent accumuler des éléments a fort potentiel toxicologique dans leurs tissus (Cubbon et
al., 2025).

Certains éléments, tels que le cuivre, le sélénium et le zinc, sont essentiels en faibles
concentrations mais deviennent toxiques a haute dose, tandis que d’autres, notamment le
plomb, I’arsenic, le cadmium et le mercure, sont exclusivement toxiques. Cette toxicité
avérée impose une surveillance rigoureuse des contaminants metalliques dans les crustacés

pour garantir la sécurité alimentaire (Yosuva et al., 2025).

Les éléments traces métalliques présents dans les sous-produits de crevettes rouges
ont été quantifiés par spectrométrie d'absorption atomique (SAA), une technique analytique
sensible et spéecifique largement utilisée pour la détermination quantitative des métaux a
I'état de traces. Les métaux détectés incluent le cadmium (Cd), le cuivre (Cu), le zinc (Zn),
le plomb (Pb) et le fer (Fe). Le zinc, le cuivre et le fer sont des oligo-éléments essentiels
pour de nombreuses fonctions biologiques, tandis que le plomb et le cadmium sont reconnus
comme des contaminants toxiques responsables des effets nocifs pour la santé humaine
(Suresh et al., 2024).

Les résultats présentés dans le tableau 7 indiquent que le fer présente la concentration
la plus élevee (8.63 ug/g) dans les co-produits de crevettes, suivi du zinc avec 0.54 pg/g. En
ce qui concerne le cuivre, une faible quantité a été obtenue (0.13 pg/g). Ces trois métaux
sont des éléments essentiels, indispensables au bon fonctionnement des organismes vivants.
Concernant les éléments toxiques, le plomb est détecté a une concentration de 0.28 ug/g et
le cadmium a 0.0097 pg/g. Ces métaux sont réputés pour leur toxicité méme a faibles
concentrations, avec un fort pouvoir de bioaccumulation et des effets délétéres potentiels sur
la santé humaine et les écosystémes. La présence de Pb et Cd dans les déchets de crevettes
représente un risque important, car ces éléments peuvent se transférer dans la chaine

alimentaire, compromettant la sécurité sanitaire des produits marins.
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Les concentrations des éléments traces mesurées dans les échantillons analysés se
situent nettement en dessous des seuils maximums recommandés par les organismes
internationaux tels que la FAO et ’OMS (Akinyele & Shokunbi, 2015). Cette conformité
rigoureuse aux normes de sécurité garantit I’innocuité des échantillons examinés pour un

usage alimentaire ou toute autre application soumise a contréle sanitaire.

Tableau 7 : Concentration des éléments traces métalliques dans les sous-produits de

crevettes rouges « A. antennatus »

Elément Concentrations Limites FAO/OMS
(ng/g) (ng/g)
Pb 0.28043 £+ 0.0026 2.14
Cd 0.0097+ 0.0004 0.06
Zn 0.5407+ 0.0112 60
Cu 0.1329+ 0.0007 3
Fe 8.6342 + 0.2836 48

Les résultats obtenus confirment les travaux de Hossain & Shahidi (2024), qui ont
mis en évidence la présence de sept micro-éléments (Mn, Fe, Cu, Zn, As, Ba et Ce) dans
les déchets issus des crustaces, avec une nette prédominance du fer, dont la concentration
varie entre 2.6 et 14.1 mg/100 g. AlFaris et al. (2022) ont observé une distribution
similaire dans la crevette Penaeus semisulcatus, ou le fer s’est révélé étre 1’élément

majoritaire comparé a d’autres minéraux tels que le zinc et le cuivre.

Par ailleurs, une étude réalisée sur la crevette nordique (Pandalus borealis)
prélevée en mer de Barents, affichant des teneurs respectives en fer et cuivre comprises
entre 3.07-5.93 et 1.03—-1.88 mg/100 g (Redde et al., 2008). En ce qui concerne le zinc,
Baki et al. (2018) a reporté des valeurs qui varient de 3.34 a 12.10 mg/kg dans les
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plusieurs espéces de poissons. Il convient de souligner que les concentrations des
éléments traces métallique dépendent étroitement des tissus analysés, des espéces

considérées et des zones géographiques d’échantillonnage.

Dans une étude d’Olgunoglu (2015), les concentrations en cadmium, plomb,
cuivre, zinc, fer, aluminium, mercure, nickel, manganese et cobalt ont été analysées dans
les tissus musculaires d’Aristeus antennatus prélevés dans le nord-est de la mer
Méditerranée en Turquie. Les métaux Cd, Pb, Hg, Ni et Co sont restés indétectables dans
ces tissus. Des concentrations élevées en zinc ont été relevées (9.953 mg/kg), suivies par
celles de cuivre (2.099 mg/kg) et de fer (1.609 mg/kg).

Le fer est primordial pour les fonctions biologiques telles que le transport de
I’oxygene, la production de 1’énergie, et la synthése enzymatique (Semenova et al., 2024).
Le zinc joue un réle crucial dans la croissance cellulaire, régulation du systéme immunitaire,
et la régulation enzymatique (kiouri et al., 2024), tandis que le cuivre participe a plusieurs
réactions métaboliques biologiques, notamment le métabolisme énergétique, la défense
antioxydante et la neurotransmission (Zhong et al., 2024). Toutefois, bien qu’essentiels, ces

métaux peuvent devenir toxiques s’ils sont présents en concentrations excessives.

2. Développement de méthodes d’extraction verte de I’astaxanthine

2.1.  Extraction de I’astaxanthine par les solvants organiques (GRAS)

2.1.1. Choix du solvant

La détermination de l'astaxanthine dans les sous-produits de la crevette rouge,
Aristeus antennatus, a révelé que le choix du solvant est crucial pour le processus
d'extraction. Dans cette étude, plusieurs solvants organiques GRAS (éthanol, acétate
d'éthyle, acétone et isopropanol) ont été utilisés pour extraire I'astaxanthine. Les résultats
présentés dans le tableau 8 indiquent que I'acétone offre le meilleur rendement
d'astaxanthine, avec une concentration de 590.47 ug/g de déchets de crevettes, suivi de
I'éthanol (543.15 pg/g) et de I'acetate d'ethyle (483.79 pg/g). L'isopropanol s'est révelé étre
le solvant d'extraction le moins efficace pour l'extraction d'astaxanthine (212.89 ug/g),

respectivement.
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L'acétone, un solvant organique modérément polaire, est frequemment utilisé pour
extraire les caroténoides et les xanthophylles (Sachindra et al., 2006 ; Dave et al., 2020).
Dans une étude menée par Tsiaka et al. (2015), un rendement élevé d'astaxanthine de 233.6

Kg/g a été obtenu avec I'acétone a partir de tétes d'A. antennatus.

De Aguiar Saldanha Pinheiro et al. (2023) ont étudié I'effet de deux technologies
d'extraction innovantes (champs électriques pulsés (PEFs) et extraction accélérée par solvant
(ASE)), en utilisant I'éthanol et le DMSO comme solvants pour I'extraction d'astaxanthine
d'A. antennatus. Ils ont rapporté que les valeurs d'astaxanthine variaient de 169.6 + 2.6 pg/g
de poids sec a 585.90 = 6.9 pg/g.

L'espece Aristeus antennatus est considérée comme une bonne source de
caroténoides, en particulier d'astaxanthine, ce qui explique les excellents rendements
d'extraction obtenus par les divers solvants. Dans plusieurs études, les auteurs ont rapporté
des valeurs plus faibles d'astaxanthine provenant d'autres espéces, telles que Procambarus
clarkii, Melicertus kerathurus, Litopenaeus vannamei, Litopenaeus stylirostris et
Litopenaeus setiferus (Yuan et al., 1999 ; Gimeno et al., 2007 ; Hu et al., 2019 ; De Aguiar
Saldanha Pinheiro et al., 2023).

Tableau 8 : Rendement d’astaxanthine obtenu avec différents solvants organiques (Lg/g de

déchets de crevettes)

Solvant Astaxanthine
Isopropanol 212.89 + 14.28
Ethanol 543.15 + 20.04
Acétate d'éthyle 483.79 £ 11.67
Acétone 594.46 £ 22.71
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2.1.2. Rapport solide-liquide

Aprés avoir sélectionné le solvant approprié pour I'extraction de l'astaxanthine,
I'influence du rapport solide-liquide sur les performances extractives a été évaluée. Ce
parametre constitue un facteur déterminant dans I'efficience des procédés d'extraction.
Quatre ratios solide-liquide ont été investigués : 1:5, 1:10, 1:20 et 1:30. L'analyse des
résultats obtenus (figure 16), révele une corrélation positive entre I'augmentation du rapport

solide-liquide et I'efficacité extractive de I'astaxanthine.

Le rendement optimal a été atteint pour un ratio de 1:30, avec une concentration en
astaxanthine de 1345 pg/g. L'absence de différence statistiguement significative entre les
rendements obtenus aux rapports 1:20 et 1:30 (p > 0.05) a conduit a l'adoption du ratio 1:20

pour les étapes subséquentes d'optimisation, dans une perspective d'économie de solvant.
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Figure 16 : Influence du rapport solide-liquide sur le rendement d’extraction de I’astaxanthine

avec 1’acétone

L'augmentation du volume de solvant d'extraction permet d'accroitre la surface
d'interface échantillon-acétone, favorisant ainsi les phénomenes de diffusion et optimisant
I'efficience extractive de I'astaxanthine. Ces observations corroborent les travaux de Zou et

al. (2013), qui ont démontre I'impact du rapport solide-liquide sur I'extraction d'astaxanthine

67



Chapitre I1I : Résultats et discussion

a partir d'Haematococcus. Leurs résultats attestent d'une amélioration significative du
rendement extractif lors de la diminution du ratio de 1:5 a 1:20, avec une stabilisation des

performances au-dela de cette valeur seuil.

2.1.3. Température d'extraction

Afin d'évaluer Il'influence de la température sur le rendement de l'astaxanthine, les
extractions ont été réalisées a quatre températures croissantes (30, 40, 50 et 60 °C) avec un
rapport solide-liquide de 1:20 en acétone pendant une heure. Selon nos observations (figure
17), le rendement optimal en astaxanthine a été obtenu a 30 °C. L'augmentation de la
température affecte significativement le rendement ; une perte de 66% de I'astaxanthine a
été constatée a 50 °C. La concentration minimale en astaxanthine a été enregistrée a 60 °C
(297.65 pg/g). Cette diminution résulte principalement du point d'ébullition de I'acétone a
56.2 °C, induisant I'évaporation du solvant. De plus, les températures élevées peuvent
provoquer la dissociation de I'astaxanthine des molécules protéiques, conduisant a une
dégradation partielle de la molécule par isomérisation de la forme trans vers la forme cis (De
Bruijn et al., 2016 ; Santos et al., 2021 ; Sakaguchi et al., 2024).
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Figure 17 : Influence de la température sur le rendement d’extraction de I’astaxanthine avec

I’acétone
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Zou et al. (2013) ont rapporté que la teneur en astaxanthine d'Haematococcus
pluvialis s'améliorait avec la température d'extraction comprise entre 20 a 40 °C ; au-dela de
cette température, le rendement diminuait en raison de la dégradation de I'astaxanthine. Une
température de 30 °C a été établie comme paramétre opératoire pour la suite des

expérimentations.

2.1.4. Durée d'extraction

Afin d’explorer I’effet de la durée d’extraction, 1’extraction de 1’astaxanthine a été
effectuée pendant 30 min, 45 min, 60 min, 75 min et 90 min avec un rapport solide-liquide
de 1:20 en acétone et une température de 30 °C. Le rendement de I'astaxanthine a augmenté
avec le temps de maniére croissante, atteignant une valeur maximale de 1346.38 ug/g pour
une durée d'extraction de 60 min (figure 18). Au-dela de cette durée, le rendement de
I’astaxanthine a diminué rapidement. Par conséquent, la durée d'extraction idéale dans la

présente étude a eté établie a 60 min.
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Figure 18 : Effet de la durée d’extraction sur le rendement d’extraction de 1’astaxanthine

avec 1’acétone
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Dans les travaux de Luo et al. (2024), la durée d'extraction optimale de 1’astaxanthine
a partir d’Haematococcus pluvialis a été déterminée a 70 min en utilisant un mélange
d'acétate d'éthyle (EA) et d'éthanol (1:6, v/v) comme solvants. Une fois que la molécule a

atteint I'équilibre, le rendement cesse d'augmenter.

2.2.  Extraction de ’astaxanthine par les huiles végétales

2.2.1. Choix de I’huile

Une méthode d’extraction de 1’astaxanthine a partir des sous-produits de crevettes a
été étudiée en utilisant différentes huiles végétales comme solvants. Les résultats ont révélé
une variation significative du rendement selon I’huile végétale employée (tableau 9).
L’extraction conduite avec I’huile de tournesol a abouti au rendement en astaxanthine le plus
élevé, soit 240.27 £ 14.04 pg/g, suivie respectivement par 1’huile de noix de coco (233.82
+10.44 pg/g), puis ’huile d’olive traditionnelle (220.91 + 9.5 pg/g). En revanche, ’huile

d’argan a présenté la plus faible efficacité d’extraction, avec un rendement de 133.59 + 6.37

Hg/g.

Tableau 9 : Rendement d’astaxanthine obtenu avec différents huiles végétales (ug/g de

déchets de crevettes)

Huile végétale Astaxanthine

Huile de coco 233.82 £10.44

Huile d’olive traditionnelle 220.91+9.53
Huile d’olive industrielle 182.75 £ 12.60
Huile d’argan 133.59 £ 6.37
Huile de tournesol 240.27 £ 14.04
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Sachindra et Mahendrakar (2005) ont évalué et comparé 1’efficacité d’extraction de
I’astaxanthine a partir de crevettes roses en utilisant diverses huiles végétales, notamment
I’huile de tournesol, d’arachide, de sésame, de moutarde, de soja, de noix de coco et de son
de riz. Leur étude a révélé que 1’huile de tournesol présentait le rendement le plus élevé en
astaxanthine, avec une concentration de 26.3 ug/g. La solubilité ainsi que 1’efficacité
d’extraction des caroténoides dans les huiles végétales sont influencées par plusieurs
paramétres physico-chimiques, tels que la densité, la viscosité et la polarité de 1’huile
(Teramukai et al., 2020).

Parjikolaei et al. (2015) ont mis en évidence que la faible viscosité de I’huile de
tournesol est un facteur clé favorisant son efficacité, en facilitant la pénétration de I’huile
dans les résidus de crevettes, ce qui accroit le coefficient de diffusion et optimise le transfert

de I’astaxanthine vers la phase huileuse.

2.2.2. Rapport solide-liquide

Le rapport solide-liquide constitue un paramétre clé dans I’optimisation des procédés
d’extraction, en influengant directement I’efficacité du transfert des composés bioactifs. Afin
d’évaluer son impact sur le rendement en astaxanthine, des extractions ont été réalisées en
faisant varier ce rapport de 1:5 & 1:30. Les résultats montrent une augmentation significative
de la teneur en astaxanthine lorsque le rapport solide-liquide passe de 1:5 a 1:10, avec un
rendement maximal atteignant 264.96 pg/g (figure 19). Au-dela de ce ratio, aucune
amélioration significative du rendement n’a été observée (p > 0,05). Ces observations
suggerent qu’ un rapport solide-liquide de I’ordre de 1:10 constitue un compromis optimal,
permettant de garantir une disponibilité adéquate de solvant pour une diffusion efficace de

I’astaxanthine, tout en limitant la dilution excessive.

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Parjikolaei et al. (2015), qui ont
observé un rendement maximal a un ratio liquide-solide de 1:9 (v/p) lors de I’extraction
al’aide d’huile de tournesol. L’augmentation du rapport favorise la pénétration du solvant
au sein de la matrice cellulaire, ce qui se traduit par une amélioration des coefficients de
transfert de masse (Silva et al., 2021). Zhao et al. (2019) ont démontré que

I’augmentation du rapport huile-déchet optimise simultanément les rendements
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d’extraction du pigment et de I’huile, soulignant ainsi I’importance capitale de ce

paramétre pour maximiser I’extraction d’astaxanthine.
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Figure 19 : Effet du rapport solide-liquide sur le rendement d’extraction de 1’astaxanthine

avec 1’huile de tournesol

2.2.3. Température d'extraction

La figure 20 illustre de maniére évidente I’effet déterminant de la température
d’extraction sur le rendement en astaxanthine. La teneur en astaxanthine a augmenté de prés
de 223.39 pg/g a 50 °C pour atteindre un maximum de 264.96 pg/g a 60 °C, indiquant qu’un
chauffage modéré améliore 1’efficacité de I’extraction du pigment, probablement en
favorisant la pénétration du solvant et le transfert de masse grace a la réduction de la viscosité

de I’huile (Goula et al., 2019).

Cependant, une ¢lévation supplémentaire de la température a 70 °C a entrainé une
forte diminution de la teneur en astaxanthine, a environ 88.50 ug/g. Cette chute significative
a haute température suggere une dégradation thermique importante de 1’astaxanthine, connue
pour sa sensibilit¢ a la chaleur. Ce phénomene pourrait également s’expliquer par la
formation de peroxydes liée a I’oxydation de I’huile a haute température, réduisant ainsi la

qualité et la quantité des composés extraits (Rao et al., 2007). Ces résultats soulignent
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I’importance d’optimiser la température d’extraction, avec 60 °C identifi¢ comme condition
optimale permettant de maximiser la récupération d’astaxanthine tout en minimisant les

pertes par dégradation thermique.
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Figure 20 : Effet de la température sur le rendement d’extraction de I’astaxanthine avec

I’huile de tournesol

2.2.4. Durée d'extraction

La figure 21 illustre le rble essentiel du temps d'extraction sur le rendement en
astaxanthine obtenu a partir des sous-produits de crevettes. Les résultats révélent une
évolution nette en fonction du temps, avec une augmentation de la teneur en astaxanthine
passant de 102.75 pg/g a 30 minutes pour atteindre un rendement maximal d’environ 264.96
ng/g a 60 minutes. Toutefois, un allongement du temps d’extraction a 90 minutes a conduit

a une diminution significative, la teneur chutant a environ 122.88 ug/g.

Ces observations suggerent qu'un temps d’extraction optimal est nécessaire pour
assurer une pénétration compléte du solvant et une solubilisation efficace du pigment, tandis
qu'une exposition prolongée a la chaleur entraine I’oxydation et la dégradation de
I’astaxanthine extraite. Ces résultats soulignent I’importance d’un contrdle temporel précis
au cours du processus d’extraction, 60 minutes représentant la durée optimale pour

maximiser la réecupération du pigment tout en minimisant sa dégradation.
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Salazar-Gonzalez et al. (2019) ont démontré qu’un temps de contact prolongé entre
la matrice et 1’huile de tournesol favorisait une interaction accrue entre les particules,

conduisant & une concentration plus élevée en caroténoides dans les extraits.

Rudi et al. (2024) ont confirmé que, aprés 180 minutes a 60 °C, I’astaxanthine
extraite dans des huiles végétales subit une oxydation en raison de 1’oxydation des acides
gras. De plus, I’huile végétale commence a s’oxyder aprés une certaine durée, et la perte
d’¢léments volatils peut réduire la quantit¢ d’huile contenant de [’astaxanthine.
Ahmadkelayeh et al. (2022) ont également démontré qu’a des températures élevées, le
rendement en astaxanthine diminue avec 1’allongement du temps d’extraction, soulignant

I’importance de maitriser précisément ces parametres pour préserver la qualité du pigment.
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Figure 21 : Effet de la durée d'extraction sur le rendement d’extraction de I’astaxanthine

avec 1’huile de tournesol

3. Variation saisonniere de ’astaxanthine

Les crustacés ainsi que diverses autres especes aquatiques ne sont pas capables de
biosynthétiser 1’astaxanthine. Ce caroténoide est accumulé dans leurs tissus a travers la
consommation de phytoplancton et de certaines microalgues, qui constituent la source
primaire de ce pigment (Senthamil et Kumaresan, 2015).
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La teneur en astaxanthine des déchets de crevettes a été analysée au cours des
différentes saisons, et les résultats sont présentés dans le tableau 10. Les concentrations
en astaxanthine varient de maniére significative (p < 0,05) au cours des quatre saisons.
Les échantillons collectés en automne ont montré le rendement le plus élevé (1355.36 +
22.71 pgl/g), suivis de ceux prélevés au printemps (1211.34 + 5.13 pg/g). Ces fluctuations
semblent étre liées a des variations du régime alimentaire des crevettes. En effet, les
algues, principales sources de caroténoides, dépendent des conditions environnementales

associees aux différentes saisons, la teneur en caroténoides des crevettes varie également.

Tableau 10 : Contenu en astaxanthine dans les déchets de crevettes au cours des

différentes saisons

Saison Astaxanthine (ug/g)
Automne 1355.36 + 22.71
Hiver 881.72 +8.02
Printemps 1211.34 £5.13
Eté 659.99 + 11.7

Cette variation pourrait aussi s’expliquer par des changements saisonniers du
comportement alimentaire de la crevette, comme 1’ont montré Kennouche et Nouar (2013)
dans leur étude consacrée a I’intensité¢ de 1’alimentation et a la condition somatique de
Aristaeomorpha antennatus en Algérie. Leurs résultats indiquent que le coefficient de
vacuité (proportion d’estomacs vides) atteint son minimum au printemps, traduisant une
activité alimentaire soutenue durant la phase pré-reproductive, tandis qu’il est maximal en
été, période marquée par une diminution de I’activité trophique liée a la reproduction. A
I’automne, ce coefficient diminue de nouveau, témoignant d’une reprise de 1’alimentation
visant a reconstituer les réserves energétiques apres la reproduction. En paralléle, le facteur
de condition relative (K'), indice de 1’état corporel normalisé a la longueur, atteint sa valeur
maximale en automne, traduisant la restauration des réserves énergétiques mobilisées durant

les phases reproductives.
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Yanar et al. (2004) ont étudié les variations saisonniéres des caroténoides chez deux
espéces de crevettes provenant de Turquie, Penaeus semisulcatus et Metapenaeus
monoceros. Leur étude a mis en évidence que, chez les deux especes, les concentrations en
caroténoides étaient significativement plus élevées au printemps et en ét€¢ qu’en hiver et en
automne. Les auteurs ont attribué ces fluctuations de la teneur en caroténoides aux variations
saisonniéres qui influence la qualité et de la disponibilité des algues, qui constituent une

source alimentaire directe ou indirecte pour les crevettes.

Cette différence observée dans les résultats peut étre attribuée aux variations
géographiques. L’Algérie, en particulier, connait des températures estivales élevées peu
favorables a la croissance des microalgues. La température joue un réle crucial dans la
production d’astaxanthine chez les algues, et ses fluctuations peuvent également expliquer
des variations de la teneur en astaxanthine. Selon une étude de Hong et al. (2015), des
températures comprises entre 25 et 28 °C favorisent la synthése d’astaxanthine chez
Haematococcus pluvialis. Cependant, des températures supérieures a 30 °C peuvent induire
un stress chez les algues et inhiber la photosynthése, comme le rapporte Oslan et al. (2021).
La teneur totale en caroténoides tend a étre plus élevée durant I’automne et le printemps,
conditions favorables a la synthése d’astaxanthine, qui se produit généralement entre 24 et

28 °C sous une intensité lumineuse adéquate.

4. Effet du traitement thermique sur la stabilité de I’astaxanthine

L’exposition a la chaleur en présence d’oxygeéne entraine des processus de
dégradation moléculaire et d’isomérisation structurale de I’astaxanthine, compromettant
ainsi la qualité nutritionnelle et fonctionnelle du pigment utilis¢ comme colorant alimentaire
(Zhou et al., 2018). L’étude de I'impact des procédés thermiques sur la teneur en
astaxanthine est donc un enjeu clé. La concentration d’astaxanthine a été quantifiée dans la
chair et les déchets de crevettes, avant et apres une cuisson par ébullition de 10 minutes. Les
sous-produits, qu’ils soient crus ou traités thermiquement, présentent une teneur supérieure
en astaxanthine comparativement a la chair (figure 22). Aprés cuisson, une perte
significative de 43% et 31% a été enregistrée dans les sous-produits et la chair,

respectivement.
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Ces observations corroborent les résultats de Sachindra et al. (2005), qui ont mis en
évidence une variation du contenu total en caroténoides selon les parties des crevettes
étudiées, avec des concentrations comprises entre 10.4 et 17.4 pg/g dans la chair, 35.8 a
153.1 pg/g dans la téte, et 59.8 a 104.7 pg/g dans la carapace. Swastawati (2018) a évalué
les effets du traitement thermique par cuisson, fumage et friture a 100 °C pendant 10 minutes
sur les caractéristiques pigmentaires et physico-chimiques des crevettes tigrées. Ces auteurs
ont constaté des impacts significatifs (P < 0.05) sur la teneur en astaxanthine, le pH,
I’humidité, la teneur protéique, la salinité, I’activité¢ de 1’eau (Aw) et la coloration. Les
teneurs enregistrées étaient 132.79 £+ 1.5 pg/g dans les crevettes fraiches, 82.89 + 0.92 ug/g
apres cuisson a I’eau, 78.28 + 0.1 ug/g aprés fumage, et 91.35 + 2.59 ug/g apres friture.

Zhao et al. (2006) ont etudié la stabilité de 1’astaxanthine soumise a des traitements
par micro-ondes et ultrasons a diverses intensités. Ils ont démontré que le micro-ondes
induisait une conversion exclusive de 1’astaxanthine tout-trans en formes cis, principalement
13-cis-astaxanthine, tandis que les ultrasons provoquaient la dégradation du pigment en
composes incolores. Par ailleurs, Zeb et Murkovic (2011) ont incorporé de ’astaxanthine
dans des huiles d’olive raffinées chauffées a 110 °C pendant des durées comprises entre 1 et
14 heures, observant une dégradation et une isomérisation progressive corrélées a la durée

du traitement thermique.
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Figure 22 : Effet du traitement thermique sur la stabilité de I’astaxanthine
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5. Identification et quantification de I'astaxanthine par HPLC-DAD-APCI-MS

La méthode HPLC-DAD-APCI-MS constitue une technique analytique rapide,
sensible et fiable pour I’identification des isomeres géométriques d’astaxanthine présents
dans les matrices complexes telles que les sous-produits issus de la crevette rouge Aristeus
antennatus. Dans cette étude, une phase stationnaire C30 a été utilisée pour permettre la
séparation des isomeres cis et trans de I’astaxanthine, compte tenu de leur forte similitude
structurale. Pour les isoméres géométriques de ’astaxanthine, la similarité des spectres de
masse rend leur différenciation complexe ; par conséquent, I’identification des a été réalisée

a partir des spectres UV-visible, des temps de rétention, et de 1’ordre d’élution.

Le chromatogramme obtenu (figure 23) révéle quatre pics majeurs correspondant aux
isoméres 13-cis, all-trans, 15-cis et 9-cis d’astaxanthine. La littérature rapporte que
I’astaxanthine naturelle est généralement présente sous forme d’un mélange de ces isomeéres
géométriques, avec une prédominance de la forme all-trans, accompagnée de faibles

proportions des isomeéres 9-cis, 13-cis et 15-cis (Yao et al., 2022 ; Nishida et al., 2023).
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Figure 23 : Identification des isoméres d’astaxanthine iSSus des sous-produits de crevettes
(A. antennatus) par HPLC-DAD-APCI-MS. 1. 13-cis astaxanthine; 2. All-trans astaxanthine;

3. 15-cis astaxanthine; 4. 9-cis astaxanthine.
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Ces isomeres presentent des spectres UV-visible distincts qui permettent une
identification aisee (Britton et al., 2012 ; Nishida et al., 2023). Yang et al. (2015) ont
expliqué que la présence d’une double liaison cis provoque un déplacement du maximum
d’absorption dans les spectres UV-visible de all-trans astaxanthine vers une longueur d’onde
plus courte. Par rapport a all-trans astaxanthine, les isomeres 9-cis et 13-cis affichent des
décalages hypsochromes compris entre 4 nm et 8 nm. De plus, la conversion réversible entre
les isomeres all-trans et cis peut étre induite par des conditions environnementales telles que
la température ¢€levée, 1’exposition lumineuse, la présence d’acides ou de solvants
organiques et des ions métalliques (Zhao et al., 2005 ; Brotosudarmo et al., 2020 ; Yao et
al., 2022).

L’analyse quantitative des sous-produits de A. antennatus a identifié all-trans
astaxanthine comme le principal constituant, avec une concentration moyenne de 499.49 +
4.71 ugl/g, suivie par les isomeres cis 13 (121.23 + 1.94 ug/g) et cis 9 (100.08 £ 2.72 ug/g)
selon les données du tableau 11. La concentration totale des isoméres d’astaxanthine détectés
dans les déchets s’établit a 812.34 + 7.33 ug/g, témoignant de la richesse de cette matrice en

caroténoides.

Tableau 11 : Identification et quantification des isomeres d’astaxanthine issus des sous-
produits de crevettes (A. antennatus) par HPLC-DAD-APCI-MS dans les déchets.

] ) [M+H]* ) Quantification
Pic |[tr(min)| Amax Composé
(ng/9)
1 9.37 369 468 597 13-cis-astaxanthine 121.23+1.94
2 10.79 476 597 All-trans astaxanthine 49949+ 471
3 12.55 469 597 15-cis-astaxanthine 91.52+ 1.68
4 13.98 468 597 9-cis -astaxanthine 100.08 £ 2.72
Total
812.34 +7.33
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De Aguiar Saldanha Pinheiro et al. (2023) ont examiné la teneur en astaxanthine chez
la crevette rouge (Aristeus antennatus) et la crevette camarote (Melicertus kerathurus), en
utilisant différentes techniques d’extraction. Ils ont rapporté que A. antennatus présente les
concentrations les plus élevees en astaxanthine, variant de 169.6 = 2.6 pg/g poids sec a
585.90 £ 6.9 pg/g. Des valeurs plus faibles ont été obtenues pour M. kerathurus, de 47.3 +
1.2 pg/g poids sec a 213.1 + 3.4 pg/g poids sec. Les données relatives a la caractérisation
des isoméres de I’astaxanthine chez la crevette rouge (A. antennatus) sont limitées, la
majorité des études ayant été réalisées sur d’autres especes. La teneur en astaxanthine peut
varier chez les crustacés en fonction de I’espéce, de la partie du corps analysée, de la qualité
des caroténoides dans 1’alimentation, des conditions environnementales et des méthodes
d’extraction employées (Sachindra et al., 2005 ; Su et al., 2018 ; De Aguiar Saldanha
Pinheiro et al., 2023).

Su et al. (2018) ont mené une étude comparative sur les caroténoides présents dans
différentes parties de quatre especes de crevettes élevees en Chine : Penaeus monodon,
Fenneropenaeus chinensis, Litopenaeus vannamei et Exopalaemon carinicauda. Il a été
déterminé qu’all-trans astaxanthine était le caroténoide dominant, représentant de 70.44% a
77.11% du total des caroténoides identifiés dans les carapaces de ces especes. La teneur en
13-cis astaxanthine variait de 10.45% a 16.95%, tandis que la proportion de 9-cis
astaxanthine oscillait entre 5.81% et 10.36%. Enfin, la teneur en 15-cis astaxanthine dans les
carapaces allait de 1.67% a 3.42%. En comparaison, nos résultats ont montré que ces
composés représentaient respectivement 61.49%, 14.92%, 12.32% et 11.27% dans les

déchets d'Aristeus antennatus.

6. Activites biologiques de I’astaxanthine

6.1. Activité antioxydante

L'activité antioxydante de l'extrait d'astaxanthine issu des déchets de la crevette
rouges A. antennatus a été évaluée par les tests de piégeage des radicaux libres DPPH et par

la capacité réductrice au ferricyanure de potassium (PFRAP).

Dans les deux tests (figure 24 et 25), D’activité antioxydante de [I’extrait

d’astaxanthine augmentait proportionnellement a I’augmentation des concentrations ; elle
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s’est révélée plus puissante que celle de 1’acide ascorbique. Dans le test DPPH, le
pourcentage d’inhibition dépassait 40% dés 0.005 mg/mL d’extrait d’astaxanthine et
progressait de maniére constante pour atteindre 72% a la concentration de 0.125 mg/mL.

Pour le test de pouvoir réducteur, les valeurs d’absorbance de 1’extrait ainsi que de
I’acide ascorbique augmentaient progressivement avec I’élévation de la concentration,
mettant en évidence une relation dose-dépendante. En général, une augmentation de
’absorbance est corrélée a une activité antioxydante élevée. A 0.25 mg/mL, I’extrait
d’astaxanthine affichait une absorbance de 0.29 + 0.01, surpassant celle de 1’acide
ascorbique (0.25 = 0.02). Cette observation indique que le pouvoir réducteur de
I’astaxanthine excéde celui de 1’acide ascorbique. La concentration d’extrait d’astaxanthine
nécessaire pour engendrer une inhibition de 50% du radical DPPH est presque 71%
inférieure a celle obtenue avec ’acide ascorbique (25.42 + 1.43 ug/mL et 87.25 + 3.15
pg/mL, respectivement).
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Figure 24 : Activite antiradicalaire de 1’astaxanthine par piégeage du radical libre DPPH
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Figure 25 : Pouvoir réducteur du ferricyanure de potassium par 1’astaxanthine

Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par Chintong et al. (2019), qui ont étudié
’activité antioxydante de ’astaxanthine extraite des carapaces de crevettes (Litopenaeus
vannamei) par extraction a I’éthanol. Leur extrait a démontré une activité antioxydante plus

forte que celle de I’acide ascorbique avec un ICso de 17.5 £ 3.6 pg/mL.

Dans une autre étude, Seeger et al. (2023) ont montré que la forme purifiée
d’astaxanthine isolée de Corynebacterium glutamicum présentait une valeur EC50 de 4.5 +
0.2 pg/mL, démontrant une activité antioxydante environ cing fois supérieure a celle du BHT

et de I’acide ascorbique, et presque neuf fois supérieure a celle de I’astaxanthine synthétique
(IC50 de 41.9 + 0.7 pg/mL).

L’astaxanthine possede d’excellentes propriétés antioxydantes et est reconnue pour
jouer un role majeur dans la régulation du stress oxydatif, de 1’inflammation, du cycle
cellulaire et du métabolisme lipidique au sein de 1’organisme. Ces fonctions contribuent
favorablement a la santé cutanée, a la fonction visuelle, cardiovasculaire, neurologique, ainsi
qu’a la performance physique et a I’efficacité du systéme immunitaire (Dang et al., 2024).
Les caroténoides présentent une chaine polyénique comportant plusieurs doubles liaisons
conjuguées, assurant des fonctions antioxydantes par la neutralisation de 1’oxygéne singulet

et la capture des radicaux libres afin d’interrompre les réactions en chaine. L’astaxanthine
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se distingue par une configuration chimique particuliére, caractérisée par la présence de
groupes hydroxyle et cétone sur chaque cycle ionone, ce qui confére a cette molécule des
effets antioxydants puissants (Ambati et al., 2014).

La structure particuliére de 1’astaxanthine est capable de traverser la bicouche
lipidique de la membrane cellulaire, offrant ainsi une défense puissante contre les dommages
oxydatifs. Elle est capable de capter et de neutraliser les espéces réactives de I’oxygeéne
(ROS) et les radicaux libres (tels que 1’anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne et
I’oxygeéne singulet) dans les couches interne et externe de la membrane cellulaire.
Contrairement a la majorité des antioxydants qui agissent exclusivement soit sur la face
interne (par exemple la vitamine E et le B-carotene), soit sur la face externe de la membrane

(par exemple la vitamine C) (Hussein et al. 2006 ; Sztretye et al., 2019).

6.2. Activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne de l'astaxanthine extraite des déchets de crevette A.
antennatus a été évaluée contre deux souches de bactéries Gram-positives (Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes) et trois bactéries Gram-négatives (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa et Salmonella typhimurium). Les résultats sont présentés dans le
tableau 12.

L'effet de I'astaxanthine s'est avéré plus marqué sur les bactéries Gram-positives que
sur les bactéries Gram-négatives. Cette différence est attribuée aux variations structurelles
de leur enveloppe cellulaire ; bien que les bacteries Gram-positives possedent une paroi
cellulaire plus épaisse que les Gram-négatives, les antimicrobiens peuvent pénétrer la couche
de peptidoglycane. En revanche, la pénétration est plus difficile chez les bactéries Gram-
négatives en raison de la présence d'une membrane externe agissant comme une barriere
protectrice essentielle a leur survie, ce qui n'est pas le cas pour les bactéries Gram-positives
(Tetteh et al., 2020).

La souche la plus sensible vis-a-vis I’astaxanthine était S. aureus avec une valeur de
CMI de 25 pg/mL, suivie par L. monocytogenes (50 pg/mL). En revanche, les bactéries

Gram-néegatives ont montré une résistance plus importante avec des concentrations de CMI

83



Chapitre I1I : Résultats et discussion

plus élevées, allant de 750 a 1500 pg/mL. 1l a été rapporté par Karpinski et al. (2025) que
I'astaxanthine présente un effet antibactérien modéré a faible. Les CMI pour les bactéries
Gram-positives (Staphylococcus, Streptococcus et Enterococcus) variaient de 1250 a 2500
pg/mL. Quant aux bactéries Gram-négatives, les concentrations minimales inhibitrices
étaient de 2500 pg/mL pour Salmonella Paratyphi A, Shigella flexneri et Yersinia
enterocolitica, et de 2500 a 5000 pg/mL pour Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae.

A titre de comparaison, 1’antibiotique de référence, la gentamicine, a présenté des
valeurs de concentration minimale inhibitrice (CMI) significativement plus faibles pour
I’ensemble des souches testées, comprises entre 0.25 et 2 pg/mL. Ces résultats confirment
que I’astaxanthine présente une activité antimicrobienne limitée a modérée lorsqu’elle est

comparée aux antibiotiques conventionnels.

Tableau 12 : Concentrations minimales inhibitrices (ug/mL) de I'astaxanthine issue des

sous-produits de la crevette rouge A. antennatus

Souches Astaxanthine Gentamicine
Escherichia coli 750 0.5
Staphylococcus aureus 25 0.25
Listeria monocytogenes 50 0.5
Pseudomonas aeruginosa 1500 1
Salmonella typhimurium 1500 2

Reyhani Poul et Yeganeh (2023) ont étudié I’effet antimicrobien des formes libres et
encapsulées d’astaxanthine extraite de Haematococcus pluvialis contre quatre souches
Gram-positives (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus iniae et
Bacillus subtilis), ainsi que trois bactéries Gram-négatives (Yersinia ruckeri, Escherichia

coli et Enterobacter aerogenes). Ils ont montré que I’encapsulation augmente le potentiel
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antimicrobien de ce caroténoide. Les valeurs de CMI obtenues pour S. aureus et L.
monocytogenes étaient plus élevées que dans notre étude (200 et 100 pg/mL respectivement).
En revanche, la CMI pour E. coli était seulement de 400 pg/mL. La différence d’activité de
I’astaxanthine pourrait étre liée a la source du pigment, a la méthode d’extraction, ainsi qu’a

la présence ou non d’une étape de purification.

6.3. Activité anti-inflammatoire

6.3.1. Test d’inhibition de la dénaturation de 1'albumine (BSA)

L’inflammation représente un mécanisme immunitaire inné indispensable,
permettant a I’organisme d’initier une réponse de protection face aux agents pathogénes, aux
Iésions tissulaires, et a divers stimuli nocifs (Bougandora et al., 2016). La dénaturation
protéique désigne la perte de la conformation spatiale (secondaire, tertiaire) des protéines
sous l'action de facteurs physiques tels que la chaleur, entrainant ainsi une altération de leur
fonctionnalité biologique (Kherbache, 2023). La dénaturation des protéines tissulaires est
reconnue comme une étape déterminante dans le développement des processus

inflammatoires et des pathologies arthritiques (Bougandora et al., 2016).

Dans le cadre du modeéle in vitro d’évaluation de I’activité anti-inflammatoire,
I’inhibition de la dénaturation de 1’albumine par 1’astaxanthine issue des coproduits de
crevettes ainsi que par le diclofénac a été analysée quantitativement. Les résultats indiquent
que ces deux agents présentent un effet inhibiteur significatif vis-a-vis de la dénaturation de
I’albumine, effet qui s’accroit de maniere dose-dépendante dans [I’intervalle de

concentrations étudié (15-250 pg/mL) (figure 26).

La progression de I’inhibition de la dénaturation de I’albumine en fonction de la
concentration des deux agents, astaxanthine et diclofénac, révéle une dynamique dose-
dépendante caractéristique. A faible concentration (15 pg/mL), ’astaxanthine exerce une
inhibition légérement supérieure a celle du diclofénac (14.39 + 0.36% et 11.14 + 0.16%,
respectivement). Toutefois, des 31.25pug/mL, le diclofénac manifeste une efficacité
croissante et prédominante sur toute la gamme testée, culminant a 80.88 + 1.02% contre
68,08 + 0.66% pour I’astaxanthine a 250 ug/mL. Le diclofénac, anti-inflammatoire non
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stéroidien de reférence, présente systématiquement un pouvoir inhibiteur supérieur a celui

de ’astaxanthine.
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Figure 26 : Courbes dose-réponse de I’inhibition de la dénaturation de 1’albumine

par I’astaxanthine et le diclofénac.

Les courbes dose-réponse des deux composés présentent des profils similaires : elles
montrent une augmentation plus marquée du pourcentage d’inhibition aux faibles
concentrations (15 a 50 pg/mL), suivie d’une progression plus modérée a des concentrations
plus élevées. Cette évolution suggere un phénomeéne de cinétique de saturation en approchant
des concentrations maximales. Ces résultats démontrent que, bien que l’astaxanthine
manifeste une activité anti-dénaturation substantielle, son efficacité demeure inférieure a
celle du traitement standard. Néanmoins, I’effet inhibiteur significatif observé pour
I’astaxanthine souligne son potentiel en tant qu’agent anti-inflammatoire naturel,
particuliérement pertinent dans le cadre de la recherche d’alternatives aux médicaments

synthétiques.

L’astaxanthine a démontré un potentiel significatif dans la modulation de
I’inflammation chronique et aigué¢ associée a diverses pathologies. Les ¢études
expérimentales ont mis en lumiére ses effets bénéfiques dans des modéles de troubles

neurodégénératifs, de diabete, de maladies gastro-intestinales, d’inflammations rénales, ainsi
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que de pathologies cutanées et oculaires (Chang & Xiong, 2020 ; Kohandel et al., 2022 ;
Wu et al., 2024). Ces résultats confirment 1’astaxanthine comme un candidat prometteur
pour le traitement des maladies inflammatoires. Par ailleurs, de nombreuses investigations
in vitro et in vivo ont validé ses effets anti-inflammatoires, renforcant ainsi son intérét en
tant qu’agent thérapeutique prometteur dans la prise en charge des affections inflammatoires

(Hwang et al., 2020 ; Li et al., 2020 ; Pereira et al., 2021 ; Lee et al., 2022).

Dans une étude menée par Li et al. (2015), les interactions du B-carotene et de
’astaxanthine avec I’albumine humaine (HSA) et bovine (BSA) ont été¢ analysées par des
techniques spectroscopiques. La liaison de I’astaxanthine aux albumines était plus
importante que celle du B-carotene, 1’ordre d’affinité observe étant : astaxanthine-HSA >
astaxanthine-BSA > B-carotene-HSA > B-caroténe-BSA. Ces liaisons sont principalement
médiées par des interactions hydrophobes et électrostatiques, impliquant les sites | et Il des

albumines, avec une prédominance pour le site I.

6.3.2. Test de stabilisation de la membrane des érythrocytes

Les résultats du test de stabilisation de la membrane des érythrocytes (figure 27)
mettent en évidence une activité protectrice dose-dépendante pour les deux agents évalués,
a savoir le diclofénac et I’astaxanthine. Sur I’ensemble des concentrations testées (de 31.125
a 250 ug/mL), le diclofénac affiche systématiquement un pourcentage d’inhibition supérieur
a celui de I’astaxanthine, atteignant une valeur maximale de 63.89 £1.68% a 250 ug/mL
contre 42.62+ 1.27% pour I’astaxanthine. Cette supériorité du diclofénac confirme son
efficacité reconnue comme anti-inflammatoire de référence dans la stabilisation
membranaire. Toutefois, I’augmentation progressive de I’effet observé avec 1’astaxanthine
indique un réel potentiel en tant qu’alternative naturelle, méme si sa puissance inhibitrice

demeure moindre que celle de la molécule de référence dans ce modéle expérimental.

Chisté et al. (2014) ont étudié ’effet anti-hémolytique de différents caroténoides
(lutein, zeaxanthin, B-carotene, and lycopene) sur les érythrocytes humains. Leur résultat a
montré que les caroténoides ont inhibé 1’hémolyse d’une maniere dose dépendante, dont le

lycopéne s’est révélé le plus efficace, suivi du B-carotene et de la lutéine puis la zéaxanthine.
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Ces composés antioxydants peuvent inhiber 1’hémolyse par la conversion des radicaux libres

en especes non réactives.

L’étude menée par Nakagawa et al. (2011) sur I’effet de 1’astaxanthine sur la
peroxydation des phospholipides dans les érythrocytes humains, a montré que I’astaxanthine
ingérée est absorbée, distribuée et intégrée dans les érythrocytes, ou elle exerce des effets
antioxydants en réduisant de maniere significative la teneur en phospholipides
hydroperoxydes (PLOOH) des ¢érythrocytes. Par ailleurs, D’effet antioxydant de
’astaxanthine est plus marqué au niveau de la membrane des érythrocytes qu’au sein du

plasma.

La capacité de 1’astaxanthine a inhiber I’hémolyse des globules rouges peut étre
attribuée a son puissant pouvoir antioxydant, qui lui permet de limiter les dommages
oxydatifs sur la membrane cellulaire, principaux contributeurs a la lyse érythrocytaire, mais
elle n’interagit pas directement avec les enzymes de l’inflammation. En revanche, le
diclofénac agit par un mécanisme pharmacologique direct en inhibant la cyclooxygénase
(COX), enzyme clé dans la synthése des médiateurs de 1’inflammation (prostaglandines),

cela lui confére une efficacité supérieure en tant qu’anti-inflammatoire.
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Figure 27 : Inhibition d’hémolyse des globules rouges par I'astaxanthine et le diclofénac.
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Grace a sa structure particuliére, 1’astaxanthine s’installe dans la membrane des
érythrocytes favorisant leur flexibilité et améliorant la circulation sanguine en exergant son
effet antioxydant (Pereira et al., 2021). Des études antérieures ont rapporté que
I’astaxanthine est intégrée dans la bicouche lipidique des membranes cellulaires, ou elle joue
un role de bouclier contre les attaques oxydatives, en stabilisant la structure lipidique et en
réduisant les pertes de composants intracellulaires (Ambati et al., 2014).

6.3.3. Activité anti-inflammatoire in silico de I'astaxanthine

Analyse structurelle et mécanistique de I'inhibition du NF-kB

Le NF-xB (Nuclear Factor-kappa B, facteur de transcription central dans la
régulation des réponses inflammatoires) est une protéine essentielle qui contréle la réponse
inflammatoire et la défense immunitaire. Lorsqu'il est activé par des signaux comme les
cytokines ou les infections, il se déplace dans le noyau des cellules pour déclencher la
production de protéines responsables de l'inflammation et de la survie cellulaire. Cette
activation est nécessaire pour combattre les infections, mais un NF-«xB trop actif ou prolongé
peut causer des maladies inflammatoires chroniques, comme 1’arthrite ou la maladie de

Crohn. Ainsi, il joue un role clé dans I’équilibre entre défense et inflammation excessive

(Roberti et al., 2022).
Sélectivité de la poche C4

La poche C4 de la protéine NF-xB, caractérisée par un volume réduit (462 A3),
présente une affinité exceptionnelle pour 1’astaxanthine, comme le démontre un score de
docking Vina de —7,9 kcal/mol (figure 28). Cette sélectivité remarquable s’explique

notamment par plusieurs facteurs :

Optimisation stérique: la structure rigide de 1’astaxanthine, comportant 13
doubles liaisons conjuguées (séquence d’atomes a électrons délocalisés favorisant la rigidité
et 'interaction moléculaire), s’ajuste précisément a la géométrie restreinte de la poche C4.
Cette adaptation moléculaire minimise les conflits d’encombrement (chocs stériques) et

maximise les contacts favorables, assurant ainsi une liaison stable du ligand.
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Figure 28 : Représentation de la surface et sélectivité de la poche C4 dans I’interaction

NF-kB — Astaxanthine

Environnement hydrophobe ciblé : les résidus PHE247 (phénylalanine 247) et
VAL248 (valine 248) forment un « nid hydrophobe » particulierement propice a 1’ancrage
des cycles B-ionone présents aux extrémités de 1’astaxanthine. Les distances interatomiques
mesurées (3,8-4,2 A) correspondent a la plage optimale des interactions van der Waals
(forces de faible intensité régissant I’attraction entre molécules proches), ce qui contribue de
fagcon marquée a la stabilité du complexe formé. Ces résultats in silico corroborent les
données expérimentales montrant que 1’astaxanthine inhibe effectivement 1’activation de
NF-xB et la signalisation inflammatoire en aval ; cela repose sur la stabilisation des
interactions au sein des sites régulateurs clés de la protéine (Sachindra et Mahendrakar,
2005 ; Wu et al., 2024). Les approches de docking moléculaire et de pharmacologie des
réseaux confirment par ailleurs la forte affinité¢ de 1’astaxanthine pour NF-xB et d’autres
cibles inflammatoires, soutenant ainsi son potentiel comme agent chimio-préventif et anti-
inflammatoire (Kavitha et al., 2013 ; Jiang et al., 2024).

Dynamique des liaisons hydrogéne

L’analyse des interactions polaires met en évidence deux liaisons hydrogene
déterminantes pour la stabilité et la spécificité de la fixation de 1’astaxanthine dans la poche
C4 de NF-xB : ASN335 (asparagine 335, 2,9 A) : cette liaison hydrogéne présente un angle
donneur-accepteur de 150-160°, trés proche de ’idéal théorique de 180°, ce qui indique une
force de liaison maximale et un alignement géométrique optimal. LYS336 (lysine 336,
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3,1A): cette interaction renforce davantage la stabilité des groupes hydroxyle de

I’astaxanthine, consolidant ainsi I’ensemble du complexe ligand-protéine.

Chaque liaison hydrogene contribue a hauteur de —1,5 kcal/mol a 1’énergie totale
de liaison, soit pres de 40 % de 1’affinité globale. Cette contribution énergétique significative
souligne I’importance des interactions polaires spécifiques dans 1’inhibition sélective a haute
affinitt de NF-xB par I’astaxanthine (figure 29). Ces résultats concordent avec les
caractéristiques moléculaires uniques de 1’astaxanthine, notamment ses groupes hydroxyle
et cétone, reconnus pour faciliter la formation de liaisons hydrogéne fortes et contribuer a
ses puissantes propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires (Davinelli et al., 2022 ; Jiang
et al., 2024). En stabilisant des résidus clés au sein de la poche de liaison de NF-kB,
I’astaxanthine module efficacement les voies de signalisation inflammatoires, soutenant

ainsi son potentiel thérapeutique dans les pathologies liées a I’inflammation (Jiang et al.,

2024).

Une constatation particuliecrement remarquable concerne 1’interaction orbitale
atypique -G établie entre le cycle f-ionone de I’astaxanthine et le résidu PHE347 de NF-xB
: le recouvrement partiel des orbitales m (liens doubles conjugués de 1’astaxanthine) et ¢
(chaine latérale de PHE347) génere une énergie de stabilisation additionnelle estimée a 1,2
kcal/mol. Cette interaction non covalente résulte de la configuration électronique singuliere
de I’architecture polyénique de I’astaxanthine et du systéme aromatique de la phénylalanine.
De telles interactions sont rarement observées dans les complexes protéine-ligand et
pourraient expliquer la spécificité unique de 1’astaxanthine pour NF-kB par rapport a
d’autres caroténoides (par exemple, le B-caroténe ou la lutéine). L alignement spatial requis
pour ce recouvrement m-c impose probablement des contraintes géométriques strictes
favorisant la structure rigide et plane de I’astaxanthine au détriment d’analogues plus
flexibles. Cette interaction, combinée a 1’ancrage hydrophobe et aux liaisons hydrogene
décrites précédemment, contribue a un mode de liaison qui bloque stériqguement le domaine
de liaison a I’ADN de NF-kB. Des études expérimentales ont démontré que 1’astaxanthine
supprime la translocation nucléaire de NF-kB ainsi que la production en aval de cytokines
pro-inflammatoires (ex. TNF-a, IL-6) dans des modéles de stress oxydatif, ce qui est
cohérent avec la prédiction in silico d’une forte affinité de liaison a la sous-unité p50/p65
(Barizi et al., 2024).
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Figure 29 : Liaisons hydrogéne entre I'astaxanthine et les résidus du site de liaison

- Inhibition de la COX-2 par |'astaxanthine

La cyclooxygénase-2 (COX-2) est une enzyme clé dans le processus inflammatoire.
Elle transforme 1’acide arachidonique en prostaglandines, qui sont des substances
responsables de la douleur, de la fiévre et de I’inflammation. Contrairement a la COX-1, qui
est présente de fagon constante dans de nombreux tissus, la COX-2 est produite en réponse
a des signaux inflammatoires, comme certaines molécules appelées cytokines. Cette
production accrue dans les zones enflammées fait de la COX-2 une cible importante pour

les médicaments qui cherchent a diminuer I’inflammation (Singh et al., 2025).
Caractérisation des sites de liaison

L’inhibition de la COX-2 par ’astaxanthine a été caractérisée par I’identification de
cing sites potentiels d’interaction, dont les trois plus marquants sont résumés dans le tableau
13. La poche C1 présente 1’affinité de liaison la plus élevée (-10,4 kcal/mol), dépassant celle
de P’inhibiteur de référence célécoxib (-9,1 kcal/mol) (figure 30). Son volume important
(4893 A%) permet d’accueillir la structure polyénique étendue de I’astaxanthine, similaire a

son interaction avec la poche S1 de la stromélysine-1. Les résidus hydrophobes, notamment
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la phénylalanine 154 (PHE154) et I’histidine 117 (HIS117), dominent I’interface de liaison,

les cycles B-ionone étant stabilisés par des liaisons hydrogeéne.

Tableau 13 : Paramétres clés des poches de liaison identifiées

Site Score Volume Résidus Clés Types d’interactions
(kcal/mol) (A3)
C1 -10,4 4893 PHE154, HIS117 Hydrophobe, Liaison
hydrogene
C4 94 736 PHE86, ALA87 Hydrophobe, n-6
Cc2 -9,2 2451 PHE88, PRO110 Hydrophobe

La poche compacte C4 (736 A?) engage I’astaxanthine via des interactions -G avec
la phénylalanine 86 (PHE86), analogues a celles observées avec les résidus histidine 386
(H1S386) et asparagine 382 (ASN382) de la COX-2 humaine. La geométrie de ce site
favorise les ligands rigides comme 1’astaxanthine, plutdt que les analogues plus flexibles
(par exemple, le B-caroténe), ce qui explique la sélectivité de la molécule. La double fixation
de I’astaxanthine aux sites C1 (site catalytique) et C4 (site allostérique) suggere un profil
d’inhibition multi-mécanistique, comparable a celui du bisdéméthoxycurcumine ciblant a la
fois NF-xB et COX-2.

La large poche C1 pourrait permettre des effets anti-inflammatoires étendus en
bloquant a la fois D’entrée du substrat (acide arachidonique) et la libération des
prostaglandines, comme observé dans des modeles d’inflammation induite par la roténone.
La conformation étendue de 1’astaxanthine s’insére dans la fente catalytique de la COX-2,
empéchant de manicre stérique ’acces de 1’acide arachidonique tout en stabilisant la
conformation inactive de I’enzyme. Cette double action — inhibition competitive au site C1
et modulation allostérique au site C4 — pourrait expliquer son efficacité supérieure par
rapport aux anti-inflammatoires non stéroidiens ciblant un seul site dans les modéles

précliniques.
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Figure 30 : Interactions tridimensionnelles au sein du site de liaison C1 de la COX-2.

Interactions moléculaires

Les interactions hydrophobes dominantes impliquent les résidus PHE154, PHES86 et
PHESS, qui établissent un réseau hydrophobe avec la chaine polyénique de 1’astaxanthine.
Les distances de 3,7 & 4,2 A sont optimales pour les interactions de type van der Waals,
contribuant a environ 62 % de 1’énergie totale de liaison (—6,5 kcal/mol), soulignant ainsi

leur role essentiel dans la stabilisation du complexe.

Le résidu d’histidine HIS117 forme une liaison hydrogene cruciale avec le groupe
cétone terminal de ’astaxanthine. Cette liaison, caractérisée par une distance de 2,8 Aetun
angle donneur-accepteur de 158° (proche de I’idéal a 180°), ancre I’extrémité polaire de
I’astaxanthine et empéche son déplacement lors de [Dactivité catalytique.
L’interaction unique de type m-c entre l’alanine 87 (ALAS87) et le cycle pB-ionone de
I’astaxanthine se traduit par un recouvrement partiel des orbitales & une distance de 4,3 A,
compatible avec une stabilisation non covalente. Rare dans les complexes protéine-ligand,
cette interaction accroit la spécificité moléculaire et différencie 1’astaxanthine d’autres

caroténoides structurellement proches, comme le B-caroténe.

Propriétés pharmacocinétiques de I'astaxanthine

Astaxanthine présente des propriétés pharmacocinétiques complexes. Son taux

d’absorption intestinale mentionné dans le tableau 14 semble optimiste par rapport aux
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résultats publiés dans la littérature (Brotosudarmo et al., 2020). De nombreuses études
indiquent une biodisponibilité nettement inférieure, des recherches montrant que seulement
environ 10 % de l'astaxanthine ingérée par voie orale est réellement absorbée par
I'organisme, tandis que 90 % passe dans le tractus intestinal. D'autres études situent la
biodisponibilité orale entre 10 et 50 % en raison de la faible solubilité dans I'eau de
I'astaxanthine et de son absorption limitée par les cellules épithéliales intestinales (Yasuda
et al., 2023 ; Kuehu et al., 2024).

Bien que le tableau indique une faible pénétration de la barriere hémato-encéphalique
(BHE) (0.392), des recherches plus récentes suggeérent que l'astaxanthine peut en effet
traverser la barriéere hémato-encéphalique Khayyal et al. (2024). Cette capacité a atteindre
les tissus cérébraux contribue a ses propriétés neuroprotectrices et a ses applications

potentielles dans le domaine de la santé cognitive.

La désignation « Non » pour le métabolisme du CYP3A4 correspond aux conclusions
selon lesquelles I'astaxanthine ne subit pas d'auto-induction du métabolisme via le CYP3A4
ou le CYP2B6. Cependant, des recherches montrent que I'astaxanthine est métabolisée en
plusieurs composés, notamment le 3-hydroxy-4-oxo-béta-ionol, le 3-hydroxy-4-oxo-béta-

ionone et leurs formes réduites (Abdol Wahab et al., 2022).

Par ailleurs, sa masse moléculaire élevée (596 g/mol) et son log P important (~9,7)
impliquent une faible biodisponibilit¢ orale, d’ou le développement de formulations
améliorées : nanoémulsions, liposomes, et systemes basés sur les lipides. Ces stratégies
permettent d’augmenter de maniere significative la biodisponibilité, jusqu’a 3,7 fois
compare aux formulations standards (Kistler et al., 2002 ; Aribisala et al., 2021). Apres
absorption, la concentration sanguine maximale est atteinte en environ 2 heures et la demi-
vie d’élimination se situe autour de 16 heures. Ainsi, malgré ses effets biologiques
prometteurs, le profil pharmacocinétique de 1’astaxanthine impose le recours a des systémes

de délivrance optimisés pour une administration orale efficace (Odeberg et al., 2003).
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Tableau 14 : Propriétés pharmacocinétiques de I'astaxanthine

Paramétre Valeur Interprétation
Absorption intestinale 74.6% Limité par une lipophilie élevée
Permeabilité BHE 0.392 Faible pénétration dans le cerveau
Métabolisme CYP3A4 Non Faible risque d'interactions

Spécificité moléculaire

L’analyse comparative avec d’autres inhibiteurs naturels (tableau 15) met en
évidence les caractéristiques supérieures de liaison de I’astaxanthine ainsi que sa capacité a
cibler simultanément deux sites. La structure moléculaire de 1’astaxanthine, comprenant une
longue chaine polyénique conjuguée avec des cycles ionone terminaux, lui confére une
configuration spatiale optimale pour interagir simultanément avec les sites de liaison de NF-
kB et de COX-2. Cette organisation unique favorise la formation de liaisons hydrogéne
cruciales et d’interactions hydrophobes avec des résidus clés dans les deux cibles. Grace a
sa spécificité exceptionnelle et son affinité de liaison élevée pour ces médiateurs
inflammatoires, [’astaxanthine se positionne comme un candidat privilégié pour le
développement de nouveaux agents anti-inflammatoires de prochaine génération, avec une
efficacité accrue et des effets secondaires réduits en comparaison aux approches classiques

ciblant un seul récepteur.

Tableau 15 : Comparaison de la spécificité moléculaire

Composé | Score NF-kB | Score COX-2 Profil de spécificite
(kcal/mol) (kcal/mol)
Astaxanthine -7,9 -10,4 Double ciblage
Curcumine -6,8 -7,3 Modérée
Quercétine -6,5 -8,1 Principalement ciblage unique
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7. Effet de la supplémentation de I’astaxanthine sur la croissance du tilapia

7.1. Suivie de la croissance

L’astaxanthine, un caroténoide doté de puissantes propriétés antioxydantes, suscite
un intérét croissant en aquaculture pour son potentiel en tant qu’ingrédient fonctionnel
innovant. Cette étude s’attache a évaluer I’impact d’une supplémentation alimentaire en
astaxanthine sur la croissance du tilapia, espéce majeure en pisciculture. Le protocole
expérimental a consisté a comparer les effets de différents régimes, incluant une alimentation
commerciale standard, une formule a base de sous-produits de crevettes, ainsi que deux

alimentations enrichies en astaxanthine a des taux de 5 % et 10 %.

Au début de I’expérience (TO0), la taille moyenne des tilapias était de 7.20 + 0.06 cm
et un poids de 5.05 £ 0.04g. Aprés seulement deux semaines (T1), on a constaté une bonne
évolution du poids et de la taille des poissons notamment ceux qui regoivent un régime
alimentaire enrichi en astaxanthine (5% et 10%) avec une taille de 8.91 + 0.08cm et 9.74 +
0.16cm et un poids de 12.46 £ 0.97get 14.21 + 1.73 g, respectivement (figure 31).

L’effet de I’alimentation enrichie sur la croissance s’accentue au fil des semaines
suivant le début de I’expérience, avec une amélioration nette de la croissance des tilapias
soumis aux régimes A5 et A10, atteignant en fin d’expérimentation des poids moyens de
31.06 + 1.83g et 35.34 £ 1.12g, ainsi que des tailles de 12.25 + 0.13cm et 12.73 + 0.15cm,
respectivement. Les poissons nourris exclusivement avec de la farine issue des sous-produits
de crevettes présentaient une taille et un poids légérement inférieurs a ceux du groupe

témoin, sans que cette différence ne soit statistiquement significative (p > 0,05).

Cette différence de croissance, bien que légere, peut s’expliquer par la composition
nutritionnelle de la farine des sous-produits de crevettes, dont le contenu en protéines et
lipides sont inférieurs a celui de 1’alimentation de référence (33.05% et 3.47 % contre 43%

et 8%, respectivement).
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Figure 31 : Développement de la croissance des tilapias rouges sous différents régimes
alimentaires, (A) : poids (g), (B) : taille (cm). C : Alimentation de référence, F : Farine des
sous-produits de crevettes, AS : 5% d’astaxanthine, A10 : 10% d’astaxanthine.
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Harith et al. (2024) ont étudié la croissance du tilapia rouge sur une période de six
semaines en utilisant une alimentation de référence supplémentée en astaxanthine a des
concentrations de 4%, 8% et 12%. A I’issue de cette période, ils ont observé un gain moyen
en poids de 10.8g avec un régime a 8% d’astaxanthine. Ces résultats sont néanmoins
inférieurs a ceux obtenus dans notre recherche, ou un gain de 14.04 g a été atteint en
seulement trois semaines avec un apport de 10% d’astaxanthine, atteignant 30.29 g a la fin
de I’expérience, contre seulement 17.12 g pour le groupe alimenté avec la ration de

référence.

Les effets bénéfiques de la supplémentation en astaxanthine sur la croissance peuvent
étre attribués a ses multiples réles physiologiques (Li et al., 2025) : (1) L’ingestion
d’astaxanthine améliore la morphologie intestinale (longueur des villosités, épaisseur
musculaire) chez les animaux aquatiques, ce qui favorise une meilleure absorption des
nutriments (Song et al., 2023). Chez les especes aquatiques, I’intestin constitue le principal
organe chargé de la digestion et de 1’absorption des aliments, sa fonction digestive est

étroitement liée a son développement (Gao et al., 2014 ; Li et al., 2025).

Plusieurs études ont montré qu’une augmentation de la longueur des villosités
intestinales élargit la surface intestinale, optimisant ainsi les fonctions digestives et
d’absorption. Par ailleurs, 1’épaisseur musculaire accrue est positivement corrélée a la
capacité de péristaltisme intestinal. Cette optimisation structurelle contribue au transport et
a I’absorption efficaces des nutriments (Adeshina et al., 2019 ; Yu et al., 2020). L absorption
d’astaxanthine accroit ¢également la densité des cellules caliciformes dans I’intestin et le
diverticule pylorique des poissons, renforcant ainsi la protection de la couche muqueuse

contre les substances nocives (Shabanzadeh et al., 2023).

(2) Les enzymes digestives (protéase, lipase et amylase) dégradent respectivement
protéines, lipides et amidon en petites molécules absorbables. L’activité de ces enzymes
conditionne directement ou indirectement 1’état nutritionnel des animaux (Xie et al., 2011).
Les résultats montrent que [’ajout d’astaxanthine dans [’alimentation augmente
significativement les activités de la lipase (g = 10.49), de la protéase (g = 4.89) et de
I’amylase (g = 5.73) chez les animaux d’aquaculture (Wang et al., 2019 ; Zhu et al., 2022 ;
Qin et al., 2024).
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(3) Certaines synthéses biochimiques chez les animaux, telles que celles du
cholestérol, des acides aminés et des acides nucléiques, nécessitent le pouvoir réducteur
fourni par le NADPH (Moreno-Sanchez et al., 2018). L’astaxanthine, dotée d’une activité
antioxydante exceptionnelle, inhibe I’activit¢ de la NADPH réductase, augmentant ainsi le
taux de NADPH, ce qui favorise la biosynthese des protéines, lipides et glucides (Ohno et
al., 2011). De plus, gréce a ses propriétés antioxydantes puissantes, 1’astaxanthine régule
I’équilibre microbien en maintenant un environnement intestinal réducteur. Ce mécanisme
inhibe sélectivement la prolifération des bactéries aérobies et diminue la production
d’enzymes digestives exogenes, tout en activant I’expression génique du systéme
enzymatique digestif de I’hdte, assurant une régulation bidirectionnelle de la digestion et du

métabolisme (Song et al., 2023 ; Li et al., 2025).

(4) Enfin, des études ont montré que I’astaxanthine active le récepteur-a activé par
le proliférateur de peroxysomes (PPARa), entrainant une forte répression de I’expression de
I’ARNm du récepteur-y (PPARY), principal facteur de transcription adipogénique. Ce
mécanisme réduit efficacement 1’accumulation hépatique de lipides, comme démontré chez
la souris. Dans le cadre de I’aquaculture, 1’ajout d’astaxanthine au régime alimentaire
diminue significativement la teneur en graisse corporelle de la truite arc-en-ciel
(Oncorhynchus mykiss) et du pagre (Pagrus pagrus). Cet effet résulte probablement de la
capacité¢ de l’astaxanthine a améliorer le métabolisme lipidique, tout en exergant une
fonction d’économie protéique, libérant ainsi davantage d’énergie pour la croissance des

animaux aquatiques (Jia et al., 2016 ; Kobori et al., 2017 ; Li et al., 2025).

7.2.  Effet de ’astaxanthine sur la pigmentation du tilapia rouge

Le tilapia rouge (Oreochromis sp.) constitue 1’une des espéces d’eau douce les plus
appréciées en aquaculture. La coloration joue un rdle crucial dans les préférences des
consommateurs, influengant fortement la demande (Mohd Faudzi et al., 2022). L’aspect
visuel, notamment la coloration, représente un critére déterminant dans 1’évaluation de la
qualité et peut impacter le prix commercial des poissons. Des facteurs tels qu’une mauvaise
gestion, un stress important ou une carence en caroténoides naturels sont souvent liés a une
décoloration corporelle chez les poissons (Mohd Faudzi et al., 2022). En revanche, une
pigmentation vive est généralement associée a I’attente de produits alimentaires de qualité

supérieure (Amiruddin et al., 2021).
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Dans le domaine de I’aquaculture, I’ajout de caroténoides dans 1’alimentation des
poissons constitue une technique efficace, simple et peu intrusive pour améliorer leur
pigmentation. Deux principales catégories de ces pigments sont utilisées : ceux synthétisés
chimiquement, et ceux d’origine naturelle. Si les caroténoides synthétiques sont
généralement moins complexes a incorporer, leur codt reste élevé ce qui limite leur

utilisation (Natélia et Sandra, 2016).

Au début de I'expérience, les poissons juvéniles agés de trois mois présentaient une
faible teneur en caroténoides, estimée a 7.09 + 0.13 ug/g (figure 32). Apres seulement deux
semaines, une augmentation significative (p < 0,05) a été observée dans tous les groupes,
avec les meilleures valeurs obtenues pour les régimes A10 (156.01 + 7.72 ug/g), A5 (123.03
+ 5.91 pg/g) et F (95.02 + 3.21 ug/g), tandis que les poissons nourris avec un régime de

référence ne présentaient que 20.10 = 1.52 pg/g.
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Figure 32 : Effet des différents régimes alimentaires sur les caroténoides totaux des tilapias
rouges. C : Alimentation de référence, F : Farine des sous-produits de crevettes, A5 : 5%

d’astaxanthine, A10 : 10% d’astaxanthine.
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La teneur en caroténoides totaux dans la chair des poissons nourris avec les différents
régimes a continué a augmenter durant les semaines qui ont suivi. A la fin des huit semaines
d'expérience, la teneur en caroténoides dans le groupe témoin avait atteint 102.41 + 8.27
ng/g, alors que I'utilisation de farine issue des sous-produits de crevettes a permis d’atteindre
195.96 £ 11.52 pg/g. Par ailleurs, I’enrichissement de 1’alimentation de référence par 1’ajout

d’astaxanthine a amélioré ce taux de 3.58 fois par rapport au témoin seul.

Enfin, le régime alimentaire contenant 10% d’astaxanthine a produit la plus forte
pigmentation, avec 509.34 + 12.76 pg/g de caroténoides, soit prés de cing fois la
concentration mesurée dans le groupe contrdle. Cette amélioration remarquable illustre

clairement I’efficacité des régimes enrichis dans I’optimisation de la pigmentation du tilapia.

L’évaluation visuelle de la pigmentation cutanée des tilapias rouges (figure 33) met
en évidence des différences nettes entre les traitements alimentaires. Les poissons nourris
avec le régime C (alimentation standard) présentent la coloration rouge la moins intense. En
revanche, les individus alimentés avec le régime F, formulé a base de farine de sous-produits
de crevettes (contenant naturellement de 1’astaxanthine), montrent une amélioration visible

de la pigmentation.

Cette intensification de la couleur est encore plus marquée chez les poissons
recevant des régimes enrichis en astaxanthine. Le niveau de pigmentation le plus éleveé est
observé chez les poissons du lot A10 (10 % d’astaxanthine), caractérisés par une coloration
rouge intense et uniforme sur I’ensemble du corps. La coloration plus intense observée avec
le régime A10 par rapport @ A5 met en évidence un effet dose-dépendant de I’astaxanthine

sur la pigmentation cutanée.

L’amélioration de la pigmentation observée chez les tilapias rouges nourris avec des
régimes enrichis en astaxanthine s’explique par 1’accumulation de ce caroténoide dans la
peau, au niveau des chromatophores, notamment les xanthophores et érythrophores.
L’augmentation de I’apport alimentaire en astaxanthine favorise son transport, son stockage
dans la peau et I’intensification des couleurs rouges et orangées (Vissio et al., 2021 ; Zhang
etal., 2023).
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Figure 33 : Effet des différents régimes alimentaires sur la coloration des tilapias apres 2
mois d’¢levage. C: Alimentation de référence, F : Farine des sous-produits de crevettes, A5
: 5% d’astaxanthine, A10 : 10% d’astaxanthine.

Selon Weeratunge et Perera (2016), I’alimentation des poissons avec des rations
enrichies en extrait d’astaxanthine a permis d’améliorer la coloration de leur peau en
seulement 20 jours, comparativement a une alimentation a base de poudre de déchets de
crevettes brutes. Une supplémentation en astaxanthine a amélioré de maniere significative
la teneur en caroténoides totaux ainsi que la pigmentation des poissons disques

(Symphysodon spp.).

Harith et al. (2024) ont évalué I’impact de I’enrichissement de 1’aliment commercial
avec de I’astaxanthine extraite de Haematococcus pluvialis chez le tilapia rouge sur une
période de 6 semaines. Quatre régimes ont été testés : 0 % (T1), 4 % (T2), 8 % (T3) et 12 %
(T4). Les résultats ont montré que toutes les diétes enrichies en astaxanthine ont induit une
augmentation significative de la couleur rouge de la peau par rapport au témoin sans
astaxanthine. Les caroténoides alimentaires, une fois absorbés au niveau intestinal, sont
transportés par les lipoprotéines et s’accumulent dans les chromatophores cutanés, ce qui
explique 1’¢lévation des teneurs en caroténoides totaux mesurées chez les poissons recevant

les régimes enrichis par rapport au témoin.
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Ces résultats sont cohérents avec ceux présentés par Rahman et al. (2016) indiquant
que les concentrations d'astaxanthine dans les muscles de la truite arc-en-ciel ont augmente
de facon linéaire avec I'augmentation de l'inclusion d'astaxanthine dans I'alimentation, et que
I’absorption de ces caroténoides est influencée par la nature et la concentration des
caroténoides utilisés dans 1’alimentation, la taille du poisson ou I'état physiologique et le

stade de maturation sexuelle

7.3. Développement de la composition nutritionnelle

7.3.1. Teneur en matiére séche et en cendres

Les résultats présentés dans la figure 34 montrent une augmentation globale de la
matiere séche des tilapias au cours des deux mois d’élevage, quel que soit le régime
alimentaire, traduisant une accumulation progressive de la biomasse organique liée a la
croissance. Le lot ttmoin (C) présente une évolution modérée de la matiere séche, passant
de 17.82 + 0.14% au début de I’expérience a une valeur de 25.37 £ 0.12 % a T4, ce qui
reflete un développement physiologique standard.

Le régime F induit une augmentation comparable, bien que légerement inférieure a
celle du témoin a T3 et T4, suggérant une efficacité nutritionnelle intermédiaire. En
revanche, les régimes enrichis en astaxanthine (A5 et A10) se distinguent par des valeurs
plus élevées de matiére séche dés T1, avec une progression continue jusqu’a Ts. Le régime
A10 présente systématiquement les valeurs les plus élevées (p < 0,05), atteignant 29.35 +
0.17% a T4, indiquant une réponse dépendante de la dose d’astaxanthine. Cette
augmentation de la matiére seche traduit une intensification du dép6t des fractions proteiques
et lipidiques de la biomasse, associée a une meilleure assimilation et valorisation des
nutriments. Ainsi, I’enrichissement en astaxanthine apparait favorable au développement de

la matiere séche et a I’amélioration de la composition corporelle des tilapias.

La teneur en cendres (figure 35), indicateur de la fraction minérale totale de la
biomasse, montre des variations notables au cours de 1’¢levage en fonction du régime
alimentaire. Chez le lot témoin (C), les valeurs restent globalement stables autour de 3.25—
3.66%, traduisant un équilibre minéral compatible avec une croissance physiologique

normale et une alimentation de référence adéquate.
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Figure 34 : Teneur en matiere seche des tilapias sous différent régimes alimentaires. C :
Alimentation de référence, F : Farine des sous-produits de crevettes, A5 : 5% d’astaxanthine,
A10 : 10% d’astaxanthine.

Le régime F, a base de farine de sous-produits de crevettes, présente
systématiquement les teneurs en cendres les plus élevées (p < 0.05) a tous les temps
d’échantillonnage, atteignant 4.36 +0.07% a T4. Cette augmentation est cohérente avec la
richesse intrinséque des sous-produits de crevettes en minéraux (notamment calcium,
phosphore et oligo-éléments), ainsi qu’avec la présence de chitine et de résidus
exosquelettiques, connus pour accroitre la fraction minérale corporelle des poissons
(Brasileiro et al.,2012). 1l a été rapporté par Septinova et al. (2010) que les déchets de
crevettes se caractérisent par une fraction minérale élevée, avec une teneur en cendres
atteignant 19.67 %.

Les régimes enrichis en astaxanthine (A5 et A10) induisent des teneurs en cendres
systématiquement supérieures a celles observées avec 1’alimentation standard (p < 0.05),
indiguant une amélioration du contenu minéral corporel des tilapias. Cette augmentation
suggere que 1’astaxanthine favorise indirectement I’assimilation et la rétention des minéraux,
probablement en améliorant I’état physiologique général, I’intégrité cellulaire et 1’efficacité

métabolique (Besharat et al., 2021). Toutefois, les valeurs de teneur en cendres observées
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dans les lots A5 et A10 demeurent inférieures a celles du régime F, a base de sous-produits
de crevettes.
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Figure 35 : Teneur en cendres des tilapias sous différent régimes alimentaires. C :
Alimentation de référence, F : Farine des sous-produits de crevettes, AS : 5% d’astaxanthine,
A10 : 10% d’astaxanthine.

Les teneurs en matiére séche et en cendres observées dans la présente étude
apparaissent globalement plus élevées que celles rapportées dans plusieurs travaux
antérieurs portant sur le tilapia. En effet, Olopade et al. (2016) ont montré que la matiére
séche du tilapia hybride se situait entre 19.83 et 19.99 %, tandis que la teneur en cendres
variait de 1.24 a 1.30 %, des valeurs inférieures a celles mesurées dans les différents régimes
expérimentaux de la présente étude. Ces différences peuvent étre attribuées a des variations
dans la formulation des régimes alimentaires, la qualité des ingrédients utilisés, ainsi que les

conditions d’¢élevage et la durée de I’expérimentation.

Par ailleurs, Talab et al. (2016) ont rapporte, chez trois espéces de tilapia, des teneurs
en matiére seche comprises entre 21.44 et 24 %, accompagnées de teneurs en cendres
relativement faibles, allant de 0.43 a 0.73 %. Bien que certaines valeurs de matiére seche
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soient comparables a celles obtenues dans la présente étude, les teneurs en cendres restent

inférieures, ce qui suggére une moindre accumulation de la fraction minérale corporelle.

De méme, Islam et al. (2021) ont indiqué que la matiere séche du tilapia variait de
18.64 a 20.88 %, avec des teneurs en cendres comprises entre 0.31 et 0.53 %, confirmant
que les valeurs rapportées dans la littérature sont généralement plus faibles que celles
observées dans les régimes enrichis testés ici. Ces €carts peuvent s’expliquer par 1’effet
combiné du régime alimentaire, du stade physiologique des poissons et de I’efficacité de

I’assimilation des nutriments.

7.3.2. Teneur en protéines

La composition nutritionnelle du poisson, notamment en protéines, éléments
minéraux, acides aminés et acides gras, constitue un critére déterminant de sa valeur pour la
consommation humaine (Mohanty et al., 2019 ; Zhang et al., 2020). Les protéines de poisson
se distinguent par leur haute qualité biologique, en raison de leur richesse en acides aminés
essentiels tels que la lysine, la méthionine et la taurine, souvent limitants dans d’autres
sources de protéines animales. Par ailleurs, le muscle de poisson contient des acides aminés
non essentiels, notamment la glycine, 1’alanine, 1’acide aspartique et I’acide glutamique, qui
jouent un réle clé dans le développement des propriétés organoleptiques, en particulier la
saveur et le golt (Dogan et Ertan, 2017 ; Man et al., 2019 ; Kim, 2020).

En outre, les protéines musculaires du poisson contribuent de maniére significative
aux processus physiologiques de réparation tissulaire, de croissance et de maintien de la
masse musculaire, ce qui renforce leur intérét nutritionnel (Oluwaniyi et al., 2010 ;
Venkatesan et al., 2017).

Les résultats, présentés dans la figure 36, montrent une augmentation progressive de
la teneur en protéines chez les tilapias pour I’ensemble des régimes alimentaires au cours de
la période d’élevage, traduisant une accumulation graduelle de la fraction protéique de la
biomasse en lien avec la croissance. Le lot témoin (C) présente une augmentation réguliere

de la teneur en protéines, passant de 7.6 £ 0.15% a TO a 22.25 + 0.28% a T4, ce qui reflete
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une croissance physiologique normale sous une alimentation de référence couvrant les

besoins protéiques de base.

Le régime F, a base de farine de sous-produits de crevettes, montre une augmentation
plus modérée de la teneur en protéines, avec des valeurs nettement inférieures a celles du
témoin & partir de T2. Cette tendance suggére que, malgré une richesse minérale élevée, ce
régime pourrait présenter une disponibilité protéique ou un équilibre en acides aminés moins

favorable a I’accumulation des protéines corporelles.

En revanche, les régimes enrichis en astaxanthine (A5 et A10) se distinguent par une
augmentation marquée et continue de la teneur en protéines tout au long de
I’expérimentation. Dés T1, les valeurs observées dans ces lots sont supérieures a celles des
régimes C et F, et cet écart s’accentue avec le temps. Le régime A10 présente
systématiquement les teneurs protéiques les plus élevees, atteignant 39.71 + 1.06% a T4, ce

qui indique une réponse dépendante de la dose d’astaxanthine.

Cette amélioration de la teneur en protéines suggere que 1’astaxanthine agit comme
un additif fonctionnel favorisant I’efficacité de I’utilisation des protéines alimentaires et la
synthése protéique musculaire (Peng et al., 2025). Son réle antioxydant est susceptible de
réduire le stress oxydatif et la dégradation protéique, contribuant ainsi a une meilleure

rétention des protéines dans les tissus (Xu et al., 2022 ; Peng et al., 2025).

Kawamura et al. (2020) ont étudié I’effet de plusieurs antioxydants sur la synthése
des protéines et la masse musculaire lors de la phase de récupération suivant une période de
réduction de D’activité musculaire. Leurs résultats ont montré que I’astaxanthine, le B-
carotene et le resvératrol stimulent les voies de signalisation impliquées dans la synthéese
protéique, conduisant & une augmentation de la masse musculaire. Ces observations
suggerent que les antioxydants peuvent favoriser la reconstruction et le développement du

tissu musculaire apres une phase de perte musculaire.

Globalement, ces résultats indiquent que I’enrichissement en astaxanthine améliore
significativement la qualité nutritionnelle et la composition protéique des tilapias par rapport

a I’alimentation standard et au régime a base de sous-produits de crevettes.
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Figure 36 : Teneur en protéines des tilapias sous différents régimes alimentaires. C :

T4

Alimentation de réference, F : Farine des sous-produits de crevettes, A5 : 5% d’astaxanthine,
Al0 : 10% d’astaxanthine.

7.3.3. Lateneur en lipides

La figure 37 illustre 1’évolution de la teneur en lipides des tilapias au cours de deux
mois d’expérimentation, chez les poissons nourris avec le régime standard (témoin), le
régime a base de farine de crevettes, ainsi que les régimes enrichis en astaxanthine a des taux
de 5% et 10 %.

A la fin de la période d’élevage (T4), des différences nettes apparaissent entre les
régimes alimentaires quant a la teneur en lipides des tilapias. Le régime de référence (C)
présente la valeur la plus élevée (8.22 + 0.28%), traduisant un stockage lipidique important
en fin de croissance. En revanche, le régime F, a base de farine de sous-produits de crevettes,
conduit a une teneur en lipides nettement plus faible (5.25 + 0.18% a T4), en accord avec les
résultats de la composition chimique globale indiquant un contenu lipidique d’environ 3.47
%, contre pres de 8 % pour le régime de référence. Cette faible accumulation lipidique
suggere que le régime F limite le dépdt des lipides corporels, probablement en raison de sa

composition intrinséquement pauvre en lipides et riche en fractions minérales et protéiques.

Les regimes enrichis en astaxanthine montrent des valeurs intermédiaires a T4, avec

7.62 + 0.08% pour A5 et 6.77 = 0.13 % pour A10. Ces résultats indiquent que I’astaxanthine
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modifie le métabolisme lipidique par rapport a I’alimentation standard, en limitant
partiellement le stockage des lipides corporels, tout en restant moins restrictive que le régime
F. La teneur plus élevée observée avec A5 par rapport a A10 suggeére par ailleurs un effet

dose-dépendant.
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Figure 37 : Teneur en lipides des tilapias sous différents régimes alimentaires. C :
Alimentation de référence, F : Farine des sous-produits de crevettes, A5 : 5% d’astaxanthine,
A10 : 10% d’astaxanthine.

Des résultats similaires a ceux obtenus dans la présente étude ont été rapportés par
Besharat et al. (2021), qui ont évalué 1’effet de la supplémentation en astaxanthine sur la
croissance et la composition corporelle de Oncorhynchus mykiss. Les auteurs ont observe
une diminution significative de la teneur en lipides chez les poissons recevant des régimes
enrichis en astaxanthine a des doses comprises entre 25 et 75 mg/kg, avec des valeurs variant
de 1.66 + 0.18 % a 1.20 + 0.20 %, comparativement au régime standard (2.34 = 0.10 %).

Ces résultats confirment 1’effet modulateur de I’astaxanthine sur le métabolisme lipidique.

Des observations concordantes ont également été rapportées par Han et al. (2018),
qui ont étudié I’influence de différents niveaux alimentaires d’astaxanthine sur la croissance,

la capacité antioxydante et le métabolisme lipidique chez les juvéniles de Portunus
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trituberculatus. Leur étude a montré une réduction marquée de la teneur en lipides, atteignant
23.8 g/kg chez les organismes recevant un régime enrichi en astaxanthine, contre 34.7 g/kg
chez ceux nourris avec I’alimentation standard. Cette diminution a été associée a une

amélioration de 1’état physiologique et des capacités métaboliques des organismes étudiés.

Par ailleurs, des mécanismes cellulaires soutenant ces observations ont été mis en
évidence par Tsai et al. (2020) a travers des travaux menés sur des adipocytes 3T3-L1. Les
auteurs ont démontré que I’astaxanthine est capable d’inhiber la lipogenése et le stockage
lipidique, en réduisant les triglycérides intracellulaires, 1’accumulation lipidique révélée par
la coloration OROSM, ainsi que D’activit¢ de la glycéro-3-phosphate déshydrogénase
(GPDH). Cette inhibition est médiée par une répression de I’expression génique des
principaux régulateurs de la lipogenese (PPARy, FAS et ACC) et du transport des acides
gras (aP2, CD36 et LPL).

7.3.4. Teneur en glucides

La teneur en sucres des poissons constitue un indicateur global de 1’état du
métabolisme glucidique, intégrant a la fois les processus d’absorption, de distribution et de
stockage des glucides dans ’ensemble des tissus. L’analyse de ce parameétre permet ainsi
d’évaluer I’influence des régimes alimentaires sur 1’équilibre énergétique global du tilapia

au cours de I’¢élevage.

Les résultats (figure 38) montrent une augmentation progressive de la teneur en
glucides totaux des tilapias au cours de la période d’¢levage, indépendamment du régime
alimentaire, traduisant une adaptation du métabolisme énergétique en relation avec la
croissance. Le lot témoin (C) présente une augmentation modérée des glucides, atteignant
1.67 + 0.04% a T4, ce qui reflete un équilibre glucidique compatible avec une alimentation

standard et une croissance physiologique normale.

Le régime F, a base de farine de sous-produits de crevettes, se distingue par une
particularité importante : bien que la caractérisation de cette farine indique une teneur élevée
en glucides (34.37 + 0.05 %), les glucides totaux mesurés dans le poisson entier demeurent
relativement modéres, avec une valeur de 1.86 + 0.02 % a T4, légérement supérieure a celle
du témoin. Cette observation suggéere que les glucides apportés par ce régime sont

majoritairement utilisés comme source énergétique immédiate ou orientés vers d’autres
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voies métaboliques, plutbt que stockés durablement dans les tissus. Ce comportement est
cohérent avec la physiologie des poissons, dont la capacité d’utilisation et de stockage des
glucides, principalement sous forme de glycogeéne, reste limitée, méme en présence d’un

apport alimentaire élevé (Hemre et al., 2002 ; Polakof et al., 2012 ; Zheng et al., 2023).

En revanche, les régimes enrichis en astaxanthine (A5 et A10) présentent des teneurs
en glucides totaux plus €élevées a la fin de I’¢levage, atteignant respectivement 2.31 + 0.01%
et 2.56 + 0.04 % a T4. Cette augmentation, plus marquée que celle observée pour les régimes
C et F, suggere un effet modulateur de 1’astaxanthine sur le métabolisme glucidique,
favorisant une meilleure gestion et une accumulation relative des glucides corporels
(Kalinowski et al., 2023 ; Li et al., 2025).
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Figure 38 : teneurs en glucides des tilapias sous différents régimes alimentaires. C :
Alimentation de référence, F : Farine des sous-produits de crevettes, A5 : 5% d’astaxanthine,
A10 : 10% d’astaxanthine.
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Les coproduits de la crevette, notamment la téte, la carapace et la queue, constituent
une source précieuse de composés a forte valeur ajoutée, tels que les protéines, la chitine,
les acides gras insaturés et les caroténoides, en particulier I’astaxanthine (3,3'-dihydroxy-
B,p-caroténe-4,4'-dione). Cette xanthophylle naturelle, abondante dans le milieu marin, est
responsable de la coloration rose-rouge de nombreuses espéces aquatiques, notamment les
crevettes, les salmonidés et les langoustes. En raison de ses propriétés biologiques
remarquables, 1’astaxanthine est aujourd’hui largement exploitée dans les domaines

agroalimentaire, nutraceutique, pharmaceutique et cosmétique.

L’objectif principal de cette étude était de développer des méthodes d’extraction de
I’astaxanthine a partir des sous-produits de la crevette rouge Aristeus antennatus, d’évaluer
ses activités biologiques (antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes), puis
d’étudier son potentiel en tant qu’ingrédient fonctionnel dans 1’alimentation du tilapia rouge

(Oreochromis sp.).

Les analyses biochimiques réalisées sur la farine issue des sous-produits de la
crevette rouge ont révélé une composition nutritionnelle particulierement intéressante,
caractérisée par une forte teneur en protéines (33.05 + 1.87%) et une proportion élevée
d’acides gras polyinsaturés (32.72%). L’analyse des éléments traces par spectroscopie
d’absorption atomique a permis d’identifier et de quantifier le cuivre, le fer, le cadmium, le
zinc et le plomb, avec une prédominance du fer (8.6342 + 0.2836 ng/g), confirmant le

potentiel nutritionnel de cette matiére premiere pour des applications de valorisation.

Au cours de ce travail, deux méthodes d’extraction vertes ont été développées et
optimisées, permettant d’obtenir des rendements satisfaisants en astaxanthine. L utilisation
de I’acétone comme solvant organique, avec un rapport solide-liquide de 1:20 a 30 °C
pendant une heure, a conduit au rendement le plus élevé en caroténoides totaux, notamment
pour les échantillons collectés durant la saison automnale (1355.36 + 22.71 png/g).
L’astaxanthine extraite a été identifiée et quantifiée avec précision a 1’aide de la méthode
analytique HPLC-DAD-APCI-MS, all-trans astaxanthine est le principal constituant (499.49
+4.71 pglg).

113



Conclusion

Les tests biologiques ont confirmé que [’astaxanthine présente des activités
antioxydantes et anti-inflammatoires significatives, avec une activité antimicrobienne
modérée. Elle a démontré une forte capacité a neutraliser I’oxygéne singulet et a piéger les
radicaux libres, avec une efficacité antioxydante largement supérieure a celle de la vitamine
C (dans le test de DPPH, ECsp était 25.42 + 1.43 pg/mL et 87.25 + 3.15 pg/mL,
respectivement). De plus, I’astaxanthine a montré un effet protecteur contre la dénaturation
thermique des protéines, une activité anti-hémolytique notable par la protection des globules
rouges contre 1’oxydation, ainsi qu’une activité antimicrobienne plus marquée vis-a-vis des

bactéries Gram-positives que des bactéries Gram-négatives.

Sur le plan zootechnique, quatre régimes alimentaires ont été évalués pendant deux
mois chez le tilapia rouge : un régime témoin, un régime a base de farine de sous-produits
de crevettes, et deux régimes enrichis en astaxanthine a5 % et 10 %. Les résultats ont montré
que la supplémentation en astaxanthine, en particulier a 10 %, a significativement amélioré
la croissance des poissons, avec un poids moyen de 35.34 g £ 1.12 et une taille moyenne de
12.7 cm £ 0.55.

Une coloration orange-rouge intense et homogéne de la chair a été observée chez les
poissons supplémentés, traduisant une accumulation élevée de caroténoides dans les tissus
musculaires (509.34 £ 12.76 pg/g). L’enrichissement en astaxanthine a également entrainé
une amélioration notable de la composition nutritionnelle du tilapia. Les poissons ont
présenté une teneur élevée en protéines (39.71 + 1.06%), et glucides (2.56 + 0.04 %) associée
a une diminution relative de la teneur en lipides (6.77 + 0.13 %), traduisant une chair plus

dense, de meilleure qualité et une utilisation énergétique plus efficace des nutriments.

Dans I’ensemble, ces résultats démontrent clairement que la supplémentation de
I’alimentation du tilapia rouge en astaxanthine extraite des sous-produits de crevettes
améliore significativement la croissance, la pigmentation et la valeur nutritionnelle du
poisson. Cette étude met en évidence le potentiel de 1’astaxanthine en tant que pigment
naturel et antioxydant puissant, tout en soulignant I’intérét de la valorisation durable des

coproduits marins.
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En perspective, ce travail ouvre la voie au développement de procédés d’extraction
encore plus écologiques et performants afin d’augmenter le rendement en astaxanthine. Des
études in vivo approfondies pourraient également étre envisagées pour mieux comprendre
les mécanismes d’action antioxydants et anti-inflammatoires de cette molécule. Enfin,
I’astaxanthine extraite des déchets de crevettes présente un large potentiel d’applications,
tant en aquaculture que dans les industries nutraceutique et pharmaceutique, ainsi que dans
le développement de formulations alimentaires fonctionnelles répondant a la demande

croissante pour des produits naturels et bénéfiques pour la sante.
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Abstract

Astaxanthin, a natural red pigment belonging to the xanthophyll class, is widely found in microorganisms, algae, and crus-
taceans. This study addresses for the first time the challenge of efficiently extracting astaxanthin from shrimp by-products
(Aristeus antennatus) using environmentally friendly GRAS solvents (acetone, ethanol, ethyl acetate, and isopropanol).
For such a scope, astaxanthin content was identified and quantified by HPLC-DAD-APCI-MS, followed by the evaluation
of the seasonal variation and the effect of thermal processing. Additionally, the antioxidant and antimicrobial potentials of
the extracted astaxanthin were investigated to determine its functional value. Results demonstrated that acetone at a 1:20
solvent-to-solid ratio for 60 min at 30 °C achieved the highest extraction yield (1346.38 +37.31 pg/g). Astaxanthin content
peaked in autumn and declined during summer, while cooking led to significant pigment loss. The extract exhibited strong
antioxidant activity (ECs,=25.42+1.43 ug/mL) and moderate antimicrobial effects (MIC range 25-1500 pg/mL). This
study highlights the potential application of shrimp by-product-derived astaxanthin as a natural antioxidant and colorant in
food industries, offering a sustainable valorization pathway for seafood waste.

Keywords Carotenoids - Green extraction - HPLC-DAD-APCI-MS - Antioxidant - Antimicrobial

Introduction

Seafood is an important food source for human consumption
and is consumed worldwide for its flavor and high nutritional
properties. Crustaceans, mostly shrimps, constitute the pre-
dominant segment of the seafood industry (Abuzar et al.
2023). Shrimps are of great nutritional value and are very
rich in proteins (amino acids, peptides, collagen, enzymes),
polysaccharides (chitin/chitosan), fatty acids (omega-3 fatty
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acids, particularly eicosapentaenoic acid (EPA) and doco-
sahexaenoic acid (DHA)), pigments (astaxanthin), and min-
erals (calcium, phosphorus, iron, magnesium, sodium, and
potassium) (Abuzar et al. 2023; Hossain and Shahidi 2024).
However, approximately 13 million tons of crustacean shell
waste is generated annually, with 45% to 60% of the entire
shrimp consisting of heads and hard shells rich in bioactive
compounds which are discarded unutilized (Fotodimas et al.
2024). This waste presents significant environmental chal-
lenges and could be valuable for application in the food and
nutraceutical industries to develop new products via fortifi-
cation and enrichment.
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Astaxanthin is a carotenoid member of the xanthophyll
group, characterized by its orange-red color found in numer-
ous microorganisms and other marine animals (Haque et al.
2023). It is usually bound to amino acids or esterified with
fatty acids (Guerin et al. 2003). Astaxanthin is an excellent
antioxidant: it is 110 times stronger than vitamin E, 560
times higher than green tea catechins, 800 times than Co-Q
10, 3000 times more than resveratrol, and 6000 times than
vitamin C (Patil et al. 2022), thus highlighting an outstand-
ing capacity to scavenge free radicals and stop oxidation
(Rebita et al. 2025). In addition to its antioxidant activity,
astaxanthin has other biological activities, including anti-
inflammatory and anti-aging properties (Hu et al. 2019). It
has also been proven to prevent diabetes, hypertension, and
cardiovascular diseases (Zou et al. 2013). There are several
applications of astaxanthin in agriculture and food products
(Handayani et al. 2008), and in pharmaceutical and nutra-
ceutical (Rao et al. 2007), cosmetic, and biomedical (Sta-
chowiak and Szulc 2021) fields.

The US Food and Drug Administration (FDA) has
approved astaxanthin as a feed additive for aquaculture (Fas-
sett and Coombes 2012). It is found in microorganisms, e.g.,
the red algae Haematococcus pluvialis and crustaceans such
as shrimp, crab, and lobster. Several studies have focused on
the extraction of astaxanthin from shrimp waste due to its
high astaxanthin content (Handayani et al. 2008; Chintong
et al. 2019). Various extraction methods have been reported,
including organic solvent (Dave et al. 2020), vegetable oil
(Pu et al. 2010), supercritical CO, (Lépez et al. 2004), fer-
mentation (Jafari et al. 2023), and enzymatic (Wang et al.
2021) extractions. Although approaches such as supercritical
CO, and enzymatic extraction offer advantages in terms of
selectivity and purity, they are often associated with high
operational costs, complex equipment, and extended pro-
cessing times, making them less suitable for large-scale or
low-cost applications such as the valorization of seafood by-
products. In contrast, organic solvent extraction remains one
of the most cost-effective and scalable techniques due to its
simplicity, relatively low energy requirements, and shorter
processing times.

Among shrimp species, Aristeus antennatus is a com-
mercially significant deep-sea shrimp in the Mediterranean
region, particularly along the Algerian and western Mediter-
ranean coasts. Despite its economic importance, its by-prod-
ucts remain largely unexploited compared to more studied
species. These by-products contain high levels of valuable
bioactive compounds, such as astaxanthin, that are often
discarded, representing a substantial missed opportunity
for waste valorization. Therefore, focusing on A. antenna-
tus allows us to explore an underutilized resource with high
potential for developing novel natural antioxidants.

Organic solvents have consistently been known to have
significant interest. However, only a few studies have

@ Springer

examined the influence of extraction parameters on asta-
xanthin yield, particularly in A. antennatus. This study
investigates whether optimizing extraction conditions using
generally recognized as safe (GRAS) solvents enhances the
recovery of astaxanthin from A. antennatus by-products. It
also examines if seasonal variation and thermal processing
impact the astaxanthin content. Furthermore, the antioxidant
and antimicrobial activities of the extract are evaluated to
determine its suitability as a functional bioactive ingredient
in food applications. Through this comprehensive approach,
the study aims to support the sustainable valorization of
an underutilized marine resource with potential industrial
relevance.

Material and Methods
Preparation of Shrimp Waste Powder

Shrimp Aristeus antennatus waste, including heads, shells,
and tails, was provided from fisheries located in Mostaga-
nem (Algeria) in October 2022. The waste was transported
to the laboratory under frozen conditions. After that, it
was washed under tap water multiple times, freeze-dried
(Kalstein YR05194), then ground and sieved. The resulting
powder (0.5 mm) was stored at —20 °C in airtight, light-pro-
tected containers. All samples were used within 2 months, a
period during which astaxanthin is considered stable under
such storage conditions.

Extraction of Astaxanthin from Shrimp Waste

The organic solvents classified as “GRAS” used in this
extraction were ethanol, ethyl acetate, acetone, and iso-
propanol, all obtained from Merck KGaA (Darmstadt,
Germany). Astaxanthin extraction was performed under
dark conditions to prevent photodegradation, according
to the method of Sindhua and Sherief (2011) with some
modifications. A volume of 10 mL of the organic solvent
was mixed with 1 g of the powder under stirring for 1 h at
room temperature. The extraction was repeated three times
per sample until the residue became colorless, indicating
exhaustive pigment removal. Following each extraction,
the solution was filtered through Whatman filter paper. The
recovered extracts were concentrated using a rotary evapora-
tor (SCILOGEX SCI100-S) at 45 °C under reduced pressure
to remove the organic solvents. The resulting crude extract
was then dried under a nitrogen stream and stored at —20 °C
in amber vials until further analysis. Each extraction experi-
ment was conducted in triplicate to guarantee the accuracy
and reproducibility of the data, allowing for statistical vali-
dation of the results.
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Optimization of Extraction Parameters

After selecting the most suitable solvent for astaxanthin
recovery from red shrimp by-products, three parameters
were optimized: solid—liquid ratio, temperature, and extrac-
tion time. Ratios of 1:5, 1:10, 1:20, and 1:30 (w/v) were
tested. Extractions were carried out at 30, 40, 50, and 60 °C,
and the effect of time was evaluated at 30, 45, 60, 75, and
90 min. These factors were chosen for their influence on
mass transfer, solubility, compound release, and thermal
stability, as highlighted in previous carotenoid extraction
studies.

Spectrophotometric Determination of Astaxanthin

The astaxanthin content in each extract was determined by
UV-Vis spectroscopy using a K LAB OPTIZEN POP-V
spectrophotometer (Korea). A calibration curve was pre-
pared with free astaxanthin standard Merck KGaA (Darm-
stadt, Germany) (, and absorbance was measured at 476 nm
(Asker et al. 2018). All measurements were performed in
triplicate, and results are expressed as the mean + standard
deviation of astaxanthin content per gram of shrimp waste.

Seasonal Variation of Astaxanthin

To investigate the impact of seasonal variation on astaxan-
thin yield, astaxanthin was extracted from red shrimp waste
collected in each of the four seasons: autumn, winter, spring,
and summer. The extraction was performed using acetone,
following the same developed method employed. The asta-
xanthin content was measured using UV-Vis spectrometry
at a wavelength of 476 nm.

Effect of Cooking on Astaxanthin Content

Given the widespread local culinary practice of cooking
whole shrimp, it is critical to evaluate the impact of thermal
processing on astaxanthin content to determine the poten-
tial for valorization of cooked shrimp by-products. Asta-
xanthin is susceptible to thermal degradation, particularly
when exposed to heat in the presence of oxygen, leading
to structural isomerization and pigment loss. To assess the
impact of cooking, whole fresh shrimp (A. antennatus),
with an average length of 58.36 +9.57 mm and weight of
37.62 +£4.72 g, were obtained from the same fisheries in
Mostaganem (Algeria) and transported under identical fro-
zen conditions as previously described. The shrimp were
boiled at 100 °C for 10 min and then manually peeled to
separate the meat and waste (Swastawati and Conf 2018).
Both raw and cooked waste samples were homogenized, and

astaxanthin was extracted using the same optimized method
and quantified spectrophotometrically using the method
detailed earlier.

Identification and Quantification of Astaxanthin
Content by HPLC-DAD-APCI-MS

For the astaxanthin identification and quantification, the
analysis was conducted using a Shimadzu HPLC system
(Kyoto, Japan) equipped with a CBM-20A controller, two
LC-30AD dual-plunger parallel-flow pumps, a DGU20A5R
degasser, a CTO-20AC column oven, a SIL-30AC autosa-
mpler, an SPD-M20A photodiode array detector, and an
LCMS-2020 mass spectrometer, with the employment of
an APCI source operated in positive ionization mode. Chro-
matographic separations were carried out on a YMC Carot-
enoid C30 column (250 x 4.6 mm; 5 pm) (YMC Europe,
Schermbeck, Germany). The mobile phase consisted of two
solvents: MeOH: H,O (96:4, solvent A) and MTBE (solvent
B) (Mokhtar et al. 2016). The flow rate was set at 0.8 mL/
min and reduced to 0.35 mL/min prior to MS analysis. The
gradient elution was as follows: 0-30 min: 5% B, 40 min:
30% B. The oven temperature was set to 35 °C, and the injec-
tion volume was 5 uL. Diode array detection (DAD) was
applied in the 220-700 nm range and monitored at a wave-
length of 480 nm (sampling frequency: 12.5 Hz, time con-
stant: 0.080 s). The MS was set as follows: scan, both APCI
positive (+) and negative (—); detector voltage: 1.50 kV;
interface temperature: 400 °C; CDL temperature: 250 °C;
block heater temperature: 250 °C; nebulizing gas flow (N,):
2.5 L/min; ion accumulation time, 30 ms; full scan range:
200-1200 m/z; event time: 300 ms; repeat, 3; ASC, 70%
(El Boumlasy et al. 2024). The quantitative determination
of each compound was performed using astaxanthin as an
external standard (y=351,550x — 170,466, R?=0.9998;
LOD=0.003 pg/mL, LOQ=0.009 pg/mL). The results were
obtained from the average of three determinations and are
expressed as mg/g of waste + standard deviation.

Evaluation of the Biological Activities
of Astaxanthin Extract

Antioxidant Activity
Determination of DPPH Free Radical-Scavenging Activity

The antioxidant activity of astaxanthin extract from shrimp
waste was assessed by measuring the free radical scavenging
capacity using the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
free radical as described by Bougandoura and Bendimerad
(2012). A sample of 100 pL of the extract at different con-
centrations was added to 1.9 mL of daily DPPH methanolic
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solution (0.1 mM). The mixture was incubated in the dark
for 30 min, then the absorbance was measured at 517 nm
against a blank. Ascorbic acid was used as the reference
standard.

Potassium Ferricyanide Reducing Power (PFRAP Assay)

In the PFRAP assay, substances exhibiting antioxidant abil-
ity interact with potassium ferricyanide (K;[Fe(CN)¢]) and
generate potassium ferrocyanide (K,[Fe(CN)¢]). The former
interacts with ferric trichloride, producing ferric ferrocya-
nide, a blue complex, exhibiting maximum absorbance at
700 nm. The reducing power of the astaxanthin extract was
determined according to the method described by Oyaizu
(1986). A sample of 1 mL (astaxanthin extract or ascorbic
acid) was mixed with 2.5 mL of phosphate buffer (0.2 M;
pH=06.6) and 2.5 mL of 1% potassium hexacyanoferrate
[K5Fe(CN)gl. After incubating the mixture at 50 °C for 20
min, 2.5 mL of 10% trichloroacetic acid was added, and
then, the solutions were centrifuged at 3000 rpm for 10 min.
Subsequently, 2.5 mL of the supernatant from each tube was
mixed with 2.5 mL of distilled water and 0.5 mL of FeCl
(0.1%, w/v). The absorbance is then measured at 700 nm
against a blank sample. An increase in the absorbance of
the reaction mixture signifies an enhancement in reducing
power.

Antimicrobial Activity
Microbial Strains

Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC
10536, Listeria monocytogenes ATCC 1392, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, and Salmonella typhimurium
ATCC 13311 were obtained from LBSAS laboratory (Uni-
versity of Mostaganem, Algeria).

Determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) is the lowest
concentration at which no bacterial growth is observed after
incubation. The positive control (gentamicin) and astaxan-
thin extract’s MIC values were determined using the broth
microdilution method as specified by CLSI (2023). A series
of plates with Muller—Hinton broth containing 100 pL of the
diluted extract and 100 pL of each bacteria suspension were
incubated for 24 h at 37 °C. The final concentration of the
inoculum was approximately 5x10° CFU/mL. The growth
in each well was quantified by using a visual observation
method, and the turbidity was interpreted as visible growth
of bacteria.
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Statistical Analysis

Data were analyzed using Statbox Pro (v6.40). Results are
expressed as mean =+ SD of triplicate experiments. Differ-
ences between groups were assessed by one-way ANOVA
with Tukey’s post-hoc test, with the significance threshold
set at p <0.05.

Results and Discussion
Extraction Method Development
Solvent Choice

The determination of astaxanthin in the by-products of red
shrimp revealed that the choice of solvent is crucial for
the extraction process. In this study, some organic GRAS
solvents (ethanol, ethyl acetate, acetone, and isopropanol)
were used to extract astaxanthin. Table 1 indicates that
acetone offers the best carotenoid yield, with a concen-
tration of 590.47 pg/g shrimp waste, followed by ethanol
(543.15 pg/g), and ethyl acetate (483.79 ug/g). Isopropanol
was the least efficient solvent for carotenoid extraction,
yielding only 212.89 ug/g. Acetone, as a moderately polar
organic solvent, is frequently used to extract carotenoids and
xanthophylls (Dave et al. 2020). In a study conducted by
Tsiaka et al. (2015), a high astaxanthin yield of 233.6 pg/g
was obtained with acetone from A. antennatus head. De
Aguiar Saldanha Pinheiro et al. (2023) investigated the effect
of two innovative extraction technologies (pulsed electric
fields (PEFs) and accelerated solvent extraction (ASE)),
using ethanol and DMSO as solvents on the extraction of
astaxanthin from A. antennatus. They reported that astax-
anthin values varied from 169.6 +2.6 to 585.90+6.9 ug/g
dw. The species A. antennatus is considered a good source
of carotenoids, especially astaxanthin, which explains the
excellent extraction yields obtained by the various solvents.
In several studies, authors reported lower values of asta-
xanthin from other species, such as Procambarus clarkii,
Melicertus kerathurus, Litopenaeus vannamei, Litopenaeus
stylirostris, and Litopenaeus setiferus (Hu et al. 2019; De

Table 1 Astaxanthin content obtained with different organic solvents

Solvent Astaxanthin content
(ug/g of shrimp
waste)

Isopropanol 212.89+14.28

Ethanol 543.15+20.04

483.79+11.67
594.46+22.71

Ethyl acetate
Acetone
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Aguiar Saldanha Pinheiro et al. 2023; Gimeno et al. 2007;
Yuan and Chen 1999).

Effect of Solid-Liquid Ratio

After selecting the appropriate solvent for the extraction
of astaxanthin, the influence of the solid-liquid ratio was
explored. The solid-liquid ratio is typically a significant fac-
tor influencing extraction efficiency. Four solid-liquid ratios
were chosen: 1:5, 1:10, 1:20, and 1:30. Based on the results
(Fig. 1A), the extraction efficacy of astaxanthin improved as
the solid-liquid ratio increased. The best yield was obtained
at 1:30 with an astaxanthin content of 1345 pg/g. As no sig-
nificant difference was observed between the 1:20 and 1:30
astaxanthin yields (p > 0.05), the ratio of 1:20 was chosen for
the rest of the extraction optimization for solvent economy.
An adequate enhancement of the extraction solvent could
improve the contact surface between the sample and acetone,
hence facilitating diffusion and improving the extraction
efficiency of astaxanthin. Similar results were obtained in a
study conducted by Zou et al. (2013), who investigated the
effect of solid-liquid ratio on the astaxanthin extraction from
Haematococcus pluvialis. They found that the astaxanthin
yield significantly improved when this ratio decreased from
1:5 to 1:20. After 1:20, the astaxanthin yield was almost
unchanged.

Effect of Extraction Temperature

To investigate the effect of temperature on the extraction
yield of astaxanthin, extractions were carried out at four
increasing temperatures (30, 40, 50, and 60 °C) with a 1:20
solid-liquid ratio of acetone for 1 h. According to the results
obtained (Fig. 1B), the best astaxanthin yield was obtained
at 30 °C. The increase in temperature significantly affects
the astaxanthin yield; 66% of astaxanthin was lost with the
extraction temperature of 50 °C. The lowest astaxanthin
content was obtained with the highest extraction tempera-
ture of 60 °C (297.65 pg/g). This reduction is mainly due
to the boiling point of acetone at 56.2 °C, which causes sol-
vent evaporation. In addition, high temperature can lead to
astaxanthin dissociation from protein molecules, leading to
partial degradation of the molecule by isomerization from
trans to cis form (Yuan and Chen 1999; Santos et al. 2021).
Zou et al. (2013) reported that the astaxanthin content from
Haematococcus pluvialis improved with extraction tempera-
ture ranging from 20 to 40 °C; beyond this temperature, the
yield decreased due to the degradation of astaxanthin.

Effect of the Extraction Time

Extraction time was fixed at 30 min, 45 min, 60 min, 75 min,
and 90 min with a solid-liquid ratio of 1:20 of acetone and

a temperature of 30 °C. The astaxanthin extraction yield
escalated, reaching a maximum value of 1346.38 ug/g at an
extraction time of 60 min (Fig. 1C). After a more extended
time, the yield of astaxanthin started decreasing quickly.
This decrease is primarily attributed to the degradation and
isomerization of astaxanthin, which can occur due to pro-
longed exposure to light, oxygen, and organic solvents such
as acetone (Villalobos-Castillejos et al. 2013). Additionally,
chemical extraction processes can accelerate carotenoid
degradation, especially after the disruption of the cellular
matrix, where astaxanthin becomes more vulnerable to oxi-
dation and degradation (Irshad et al. 2019). Consequently,
the ideal extraction time in the present study was 60 min.
The same extraction time was selected in the research of Gao
et al. (2020), who extracted astaxanthin from shrimp waste
(Penaeus vannamei) using ionic liquid-in-water microemul-
sions. They reported that extended extraction time could
break down astaxanthin.

Seasonal Variation

Crustaceans and other aquatic animals do not produce asta-
xanthin; on the other hand, they accumulate it in their bod-
ies by consuming phytoplankton and certain microalgae,
which serve as the primary source of astaxanthin (Senthamil
and Kumaresan 2015). The astaxanthin content of shrimp
waste throughout different seasons was investigated; the
results are reported in Table 2. The astaxanthin content var-
ies significantly (p <0.05) during the four seasons. Shrimp
waste collected during autumn gave the highest yield
(1355.36 +22.71 pg/g), followed by the sample collected in
spring (1211.34 +5.13 pg/g). This variation may be linked
to changes in the shrimp’s feeding habits, as reported in a
study conducted by Kennouche and Nouar (2013), which
investigated seasonal shifts in feeding intensity and somatic
condition of Algerian A. antennatus. The study found that
the vacuity coefficient (percentage of empty stomachs) was
lowest in spring, indicating intense feeding during the pre-
reproductive months, and highest in summer, reflecting
reduced trophic activity during spawning. The vacuity coef-
ficient then decreased again in autumn, reflecting renewed
feeding efforts to restore energy reserves after the repro-
ductive period. Following spawning in summer, the relative
condition factor (K'), a length-standardized index of body
condition, increased to the maximum in autumn to restore
energy reserves depleted during the reproductive phases.
Besides that, algae, the principal carotenoid provider,
depend on environmental conditions associated with dif-
ferent seasons, which causes the carotenoid content in
shrimp to vary accordingly. Yanar et al. (2004) investi-
gated the seasonal variations in total carotenoid content
in two shrimp species from Turkey, Penaeus semisulcatus
and Metapenaeus monoceros. Their study revealed that
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Fig. 1 Influence of solid-liquid
ratio (A), extraction temperature
(B), and extraction time (C)

on astaxanthin content (ug/g)
extracted from A. antennatus
by-products. Data present

mean =+ standard deviation
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Table 2 Astaxanthin content

L . Season  Astaxanthin content
in different seasons of shrimp (ug/g of shrimp
waste waste)
Autumn  1355.36+22.71
Winter  881.72+8.02
Spring  1211.34+5.13

Summer 659.99+11.7

both species exhibited significantly higher carotenoid lev-
els in spring and summer compared to winter and autumn.
The researchers attributed these fluctuations in total
carotenoid content to seasonal changes in the quality and
quantity of algae, which serve as direct or indirect sources
of food for the shrimp. Differences in results may also
stem from geographical variation. Algeria, in particular,
experiences high summer temperatures that are unfavora-
ble for microalgae growth, since excessive heat can stress
and damage algae, reducing growth and even causing cell
death. Temperature plays a critical role in astaxanthin
production in algae, and fluctuations in temperature can
lead to differences in astaxanthin content. According to
a study by Hong et al. (2015), temperatures ranging from
25 to 28 °C promote astaxanthin production in Haemato-
coccus pluvialis. However, temperatures exceeding 30 °C
can stress the algae and inhibit photosynthesis, as noted
by Oslan et al. (2021). Astaxanthin content tends to be
higher during autumn and spring, conditions that favor
astaxanthin synthesis, typically occurring at temperatures
between 24 and 28 °C along with adequate light intensity.

Fig.2 Effect of thermal treat- 1600
ment on astaxanthin content a
(mean + SEM. Different letters

Effect of Thermal Treatment on Astaxanthin

Thermal degradation is a common phenomenon in astax-
anthin. Heat treatment in the presence of oxygen leads to
the degradation and structural isomerization of astaxanthin,
thus reducing the nutritional quality of food color (Zhou
et al. 2018). It is very important to study the effect of cook-
ing on the astaxanthin content. The content of astaxanthin
in raw and cooked meat and waste were investigated after
boiling the sample for 10 min. Astaxanthin content is higher
in the waste either raw or cooked than in the meat of the
shrimp. After cooking, the thermal treatment caused the
loss of 43% and 31% of shrimp waste and meat astaxanthin
(Fig. 2). These results align with the findings of Sachindra
et al. (2005), who investigated the total carotenoid content
in various shrimp species. They reported that the levels
ranged from 10.4 to 17.4 pug/g in the meat, 35.8 to 153.1
pg/g in the head, and 59.8 to 104.7 pg/g in the carapace.
Swastawati (2018) evaluated the effects of boiling, smok-
ing, and frying on the pigment and chemical characteristics
of tiger prawns, at a temperature of 100 °C for 10 min. The
author reported that these cooking methods had a significant
impact (p <0.05) on various factors, including astaxanthin
pigment, pH, moisture, protein, salt content, water activ-
ity, and color. The astaxanthin pigment levels measured in
fresh, boiled, smoked, and fried prawns were as follows:
132.79 £ 1.5 pg/g for fresh prawns, 82.89+0.92 ug/g for
boiled prawns, 78.28 0.1 pg/g for smoked prawns, and
91.35+2.59 pg/g for fried prawns. Zhao et al. (2006) inves-
tigated the stability of standard astaxanthin when subjected
to microwaving and ultrasound at different intensities. Their
study demonstrated that microwaving only converted all-
trans-astaxanthin to its cis-forms, primarily to 13-cis-astax-
anthin. In contrast, ultrasound likely degraded this pigment
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into colorless compounds. Additionally, Zeb and Murkovic
(2011) incorporated astaxanthin into refined olive oils and
heated them at 110 °C for 1 to 14 h. They found that astaxan-
thin degraded and isomerized as the duration of the thermal
treatment increased.

Identification and Quantification of Astaxanthin
by HPLC-DAD-APCI-MS

The HPLC-DAD-APCI-MS method with a C30 reversed-
phase column was applied for the determination of the
astaxanthin content in the by-products of A. antenna-
tus. Identification was based on the elution order, UV-
Vis and MS spectra. The chromatogram (Fig. 3) showed
the presence of four main astaxanthin isomers, namely
13-cis-astaxanthin, all-trans astaxanthin, 15-cis-astax-
anthin, and 9-cis-astaxanthin. It has been reported that
astaxanthin is found in nature as a mixture of geometri-
cal isomers, including small amounts of the 9-cis, 13-cis,
and 15-cis forms, along with the predominant all-trans
form (Nishida et al. 2023). These isomers exhibit differ-
ent UV-Vis spectra, allowing immediate identification
(Britton et al. 2012). Yang et al. (2015) reported that the
presence of a cis double bond causes a shift to a shorter
wavelength with respect to all-trans-astaxanthin forms.

Fig.3 HPLC chromatogram

In fact, compared to all-trans-astaxanthin, the 9-cis and
13-cis isomers exhibit hypsochromic shifts ranging from
4 to 8 nm. In some cases, the all-trans and the cis iso-
mers may convert to each other when affected by selected
conditions such as high temperature, light exposure, and
the presence of acids and organic or metal ion solvents
(Brotosudarmo et al. 2020). The quantitative analysis of
the identified compounds in A. antennatus waste revealed
that all-trans-astaxanthin is the major compound with a
concentration of 499.49 +4.71 ug/g of waste, followed
by 13-cis-astaxanthin (121.23 +1.94 pg/g) and 9-cis-
astaxanthin (100.08 +2.72 ug/g) as reported in Table 3.
The total amount of different astaxanthin isomers in the
shrimp waste obtained with the developed method was
812.34 +7.33 pg/g. De Aguiar Saldanha Pinheiro et al.
(2023) investigated the astaxanthin contents in A. antenna-
tus and camarote prawn (Melicertus kerathurus) extracted
with different techniques. They reported that A. anten-
natus had the highest astaxanthin content, ranging from
169.6 +2.6 to 585.90+6.9 pg/g dw. Lower levels were
obtained with M. kerathurus (47.3+1.2 to 213.1+3.4
pg/g dw). Data on the characterization of A. antennatus
isomers is limited; most studies have been carried out on
other species. Astaxanthin levels can vary among crusta-
ceans depending on species, body parts, feed carotenoids
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content, environmental conditions, and extraction meth-
ods (Sachindra et al. 2005). Su et al. (2018) conducted a
study comparing the carotenoids found in various parts
of four shrimp species cultured in China: Penaeus mono-
don, Fenneropenaeus chinensis, Litopenaeus vannamei,
and Exopalaemon carinicauda. They discovered that all-
trans-astaxanthin was the dominant carotenoid, accounting
for 70.44% to 77.11% of the total carotenoids identified in
the shells of these species. The levels of 13-cis-astaxanthin
ranged from 10.45% to 16.95%, while 9-cis astaxanthin
varied between 5.81% and 10.36%. Lastly, the content
of 15-cis astaxanthin in the shells ranged from 1.67% to
3.42%. Overall, the results obtained in the present study
indicate for all-trans-astaxanthin, 13-cis-astaxanthin,

Fig.4 The antioxidant activity 80
of astaxanthin extract with A
DPPH and B PFRAP tests
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40

Inhibition (%)

9-cis-astaxanthin, and 15-cis-astaxanthin, percentages of
61.49%, 14.92%, 12.32%, and 11.27%, respectively.

Antioxidant Activity

The antioxidant activity of astaxanthin extract from the
waste of A. antennatus was investigated using DPPH and
FRAP. In both tests (Fig. 4), the antioxidant activity of asta-
xanthin extract increased with increasing concentrations. In
the DPPH test, the inhibition exceeded 40% at only 0.005
mg/mL of astaxanthin extract and continued to increase
steadily, reaching 72% with a concentration of 0.125 mg/
mL. In the reducing power test, the absorbance values of the
extract and ascorbic acid progressively increased with rising
concentration, demonstrating a dose-dependent relationship.
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An increase in absorbance is generally correlated with high
antioxidant activity. At 0.25 mg/mL, the astaxanthin extract
exhibited an absorbance of 0.29 +0.01, surpassing ascorbic
acid (0.25+0.02). The concentration of astaxanthin extract
required to cause 50% DPPH inhibition was almost 71%
lower than the one obtained with ascorbic acid (25.42+1.43
and 87.25 +3.15 pg/mL, respectively). These results are
similar to those obtained by Chintong et al. (2019), who
investigated the antioxidant activity of astaxanthin extracted
from shrimp shells (Litopenaeus vannamei) extracted by
ethanol. Their extract exhibited stronger antioxidant activ-
ity compared to ascorbic acid with IC5, of 17.5+3.6 ug/mL.
In another study, Seeger et al. (2023) found that the purified
form of astaxanthin isolated from Corynebacterium glutami-
cum exhibited an EC value of 4.5+0.2 pg/mL, demonstrat-
ing approximately fivefold greater antioxidant activity rela-
tive to BHT and ascorbic acid, and nearly nine-fold greater
antioxidant activity compared to synthetic astaxanthin (ICs,
of 41.9+0.7 pg/mL).

Astaxanthin has excellent antioxidant properties and is
considered to play an important role in the regulation of oxi-
dative stress, inflammation, cell life cycle management, and
lipid metabolism in the body, thereby positively affecting
skin health, visual function, cardiovascular function, nervous
system function, physical performance, and immune system
efficacy (Dang et al. 2024). Carotenoids possess a polyene
chain with significant conjugated double bonds, which pro-
vide antioxidant functions by neutralizing singlet oxygen and
scavenging radicals to block chain reactions. Astaxanthin
has a distinctive chemical configuration featuring hydroxyl
and keto groups on each ionone ring, which contribute to its
potent antioxidant effects (Ambati et al. 2014). Astaxanthin’s
distinctive molecular structure breaches the bilayer mem-
brane, offering a powerful defense against oxidative dam-
age. It can scavenge and neutralize reactive oxygen species
(ROS) and free radicals (such as superoxide anion, hydrogen
peroxide, and singlet oxygen) in both the inner and outer
layers of the cellular membrane, unlike most antioxidants,
which operate exclusively on either the inner (e.g., vitamin
E and p-carotene) or the outer side of the membrane (e.g.,
vitamin C) (Sztretye et al. 2019).

Antimicrobial Activity

The antimicrobial activity of astaxanthin extracted from A.
antennatus shrimp waste was evaluated against two Gram-
positive strains (S. aureus, L. monocytogenes) and three
Gram-negative bacteria (E. coli, P. aeruginosa, and S. typh-
imurium). The results are reported in Table 4. The effect of
astaxanthin was more pronounced on Gram-positive than
Gram-negative bacteria. This selective efficacy is likely due
to structural differences in their cell envelopes; although
Gram-positive bacteria possess a thicker peptidoglycan
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Table4 MIC values (ug/mL) of astaxanthin and gentamicin against
Gram-positive (S. aureus, L. monocytogenes) and Gram-negative bac-
teria (E. coli, P. aeruginosa, and S. typhimurium)

Strains Astaxanthin Gentamicin
Escherichia coli 750 0.5
Staphylococcus aureus 25 0.25
Listeria monocytogenes 50 0.5
Pseudomonas aeruginosa 1500 1
Salmonella typhimurium 1500 2

layer, it remains more permeable to certain compounds
compared to the outer membrane in Gram-negative bacteria,
which serves as a significant barrier to many antimicrobial
agents (Tetteh et al. 2020). S. aureus was the most sensitive
strain with a MIC value of 25 pg/mL, followed by L. mono-
cytogenes (50 pg/mL). On the other hand, Gram-negative
bacteria showed higher MIC values ranging from 750 to
1500 pg/mL. In comparison, MIC values for the reference
antibiotic gentamicin were substantially lower across all
tested strains, ranging from 0.25 to 2 pg/mL. These results
underscore the moderate antimicrobial activity of astaxan-
thin when compared to conventional antibiotics. It has been
reported by Karpiriski et al. (2025) that astaxanthin exhibits
a moderate to weak antibacterial effect. The MICs of asta-
xanthin for Gram-positive bacteria (Staphylococcus, Strep-
tococcus, and Enterococcus) ranged from 1250 to 2500 pg/
mL. The MIC values for Gram-negative bacteria were 2500
pg/mL for Salmonella Paratyphi A, Shigella flexneri, and
Yersinia enterocolitica and 2500-5000 pg/mL for Escheri-
chia coli and Klebsiella pneumoniae. Reyhani Poul and
Yeganeh (2023) investigated the antimicrobial effect of free
and encapsulated forms of astaxanthin from Haematococcus
pluvialis against four Gram-positive strains (Listeria mono-
cytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus iniae, and
Bacillus subtilis) and three Gram-negative bacteria (Yers-
inia ruckeri, Escherichia coli, and Enterobacter aerogenes).
They demonstrated that encapsulation increases the antimi-
crobial potential of this carotenoid with MIC values obtained
with S. aureus and L. monocytogenes that were higher than
in the present study (200 and 100 pg/mL, respectively). The
relatively lower MIC values observed in our study, which
reflect greater antimicrobial potency, may be attributed to
the shrimp-waste origin of the astaxanthin and the specific
extraction conditions used. However, several limitations
must be acknowledged. First, the astaxanthin extract used
in this study was not subjected to a purification step, which
may have led to the presence of co-extracted compounds that
either enhanced or interfered with its actual antimicrobial
activity. Second, the findings are based solely on in vitro
assays, and the effectiveness of the extract in real food sys-
tems or in vivo models remains to be validated.
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Further studies are needed to isolate and characterize the
active compounds, optimize delivery methods (e.g., through
encapsulation), and assess potential synergistic effects with
other preservatives or food processing interventions. Such
investigations would be essential to determine the feasibility
of applying shrimp-derived astaxanthin as a natural antimi-
crobial agent in the food industry.

Conclusion

An optimized method was developed for extracting astax-
anthin from A. antennatus by-products using GRAS organic
solvents, yielding higher astaxanthin content than previously
reported in the literature. The use of acetone at a solid-liquid
ratio of 1/20, 30 °C, and 60-min extraction time achieved the
highest recovery. As data on A. antennatus astaxanthin iso-
mers is limited, with most studies focused on other species,
this work offers novel insight through detailed characteri-
zation. HPLC-DAD-APCI-MS analysis revealed a diverse
astaxanthin profile, with all-trans-astaxanthin predominant.
This study is the first to demonstrate that seasonal variation
in A. antennatus by-product astaxanthin yield depends on
geographical region, with optimal recovery in autumn, in
contrast to other studies reporting summer as the peak sea-
son. The extracted astaxanthin showed strong antioxidant
capacity, outperforming ascorbic acid, and exhibited mod-
erate antimicrobial activity. From an industrial perspective,
beyond applications in food, nutraceutical, and cosmetics,
the extracted astaxanthin can also be proposed as a func-
tional feed ingredient in aquaculture, particularly for red
tilapia, a rapidly growing industry in Algeria.
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INTRODUCTION
Inflammation is a fundamental physiological response

prolonged use, including gastrotoxicity, cardiovascular
complications, and immunosuppression [7,8]. This

that acts as the body’s initial defense mechanism against
threats such as pathogens, cellular injury, and irritants.
While acute inflammation plays a vital role in tissue repair
and the restoration of normal function, persistent or
chronic inflammation is associated with the development
of numerous diseases, including cancer, cardiovascular
illnesses, neurodegenerative disorders, and autoimmune
disorders [1,2,3,4].

The complex inflammatory cascade involves multiple
signaling pathways and mediators that orchestrate both
the initiation and resolution of the inflammatory
response. When dysregulated, these pathways contribute
significantly to tissue damage and disease progression
[5,6]. Current therapeutic approaches primarily rely on
non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and
corticosteroids, which, despite their efficacy, are
associated with considerable adverse effects during

therapeutic challenge has intensified the search for
natural bioactive compounds with broad-spectrum anti-
inflammatory properties and improved safety profiles.
Astaxanthin is a red-orange keto-carotenoid
(C40Hs5204) belonging to the carotenoid family,
distinguished by its extended chain of conjugated double
bonds and terminal B-ionone rings, as well as the presence
of both hydroxyl and ketone functional groups at
positions 3 and 4 on each end of the molecule. This unique
molecular structure not only imparts astaxanthin with its
characteristic intense red color but also contributes to its

potent antioxidant properties [9,10]. Naturally,
astaxanthin is synthesized by microalgae such as
Haematococcus pluvialis, yeast (Xanthophyllomyces

dendrorhous), and certain bacteria, and it accumulates in
aquatic animals like salmon, trout, krill, and especially
crustaceans, where it is responsible for the reddish
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coloration of their shells and tissues [11,12, 13,14]. In
crustaceans such as shrimp, astaxanthin is predominantly
found in the shell rather than the flesh, becoming visually
prominent after cooking as the pigment is released from
protein complexes [15].

Astaxanthin has emerged as a particularly promising
anti-inflammatory agent. Characterized by its distinctive
molecular structure featuring a polyene chain with 13
conjugated double bonds and terminal (-ionone,
astaxanthin exhibits exceptional antioxidant capacity-
significantly stronger than other carotenoids and
conventional antioxidants like vitamin E and vitamin C
[16,17,18]. This structural uniqueness confers
astaxanthin with distinctive pharmacological properties,
including remarkable stability within cellular membranes
and superior reactive oxygen species (ROS) scavenging
abilities [[19].

The anti-inflammatory mechanisms of astaxanthin
have been partially elucidated through both in vitro and
in vivo experimental models [20, 21,22, 23]. Research has
demonstrated that astaxanthin effectively inhibits nitric
oxide (NO) production and intracellular reactive oxygen
and nitrogen species (RONS) in a dose-dependent
manner. Furthermore, astaxanthin suppresses the
hydrogen peroxide-induced activation of nuclear factor
kappa B (NF-«kB) and inhibits inducible nitric oxide
synthase (iNOS) expression, consequently reducing pro-
inflammatory cytokine production, including tumor
necrosis factor-a (TNF-a) and interleukin-1f (IL-1pB) [24,
25].

Computational approaches have significantly
advanced our understanding of astaxanthin's molecular
interactions. Recent network pharmacology analyses,
molecular docking simulations, and molecular dynamics
studies have begun to elucidate the structural basis for
astaxanthin's interactions with inflammatory mediators.
However, comprehensive characterization of the specific
structural features that facilitate astaxanthin's
simultaneous inhibition of multiple inflammatory
pathways remains incomplete. In this study, a green
method was developed for the extraction of astaxanthin
from shrimp by-products, then the anti-inflammatory
activity was explored with in vitro and in silico tests.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of Shrimp Waste Powder

Shrimp waste from Aristeus antennatus-including
heads, shells, and tails-was collected from fisheries in
Mostaganem (Algeria). The waste was transported to
the laboratory, and was thoroughly washed several
times with tap water to remove impurities, then freeze-
dried. The dried material was ground and sieved to
obtain a fine powder with a particle size of 0.5 mm. The
resulting shrimp waste powder was stored at -4°C until
further use.

0il Extraction of Astaxanthin

Five different vegetable oils (argan, coconut, sunflower,
industrial olive oil, and traditional olive oil) were
evaluated for their efficiency in extracting astaxanthin.

The extraction procedure was based on the method
described by Sachindra and Mahendrakar [26], with
minor modifications. One gram of shrimp by-product
powder was mixed with 5 mL of the selected vegetable oil.
The mixture was vortexed thoroughly to ensure
homogenization, then incubated in a water bath at 60°C
for 1 hour. After incubation, the mixture was filtered
through Whatman filter paper and subsequently
centrifuged at 4,000 rpm for 20 minutes. The pigmented
oil phase was carefully collected.

Based on the initial screening, the oils yielding the
highest carotenoid content were selected for further
optimization. Extraction parameters including solid-
liquid ratio (1:5, 1:10, and 1:15 w/v), temperature (50°C,
60°C, and 70°C), and extraction time (30, 60, and 90
minutes) were assessed. This systematic approach
allowed us to determine the optimal conditions for
maximizing carotenoid recovery from shrimp by-
products.

Spectrophotometric Determination of Astaxanthin
Content

The astaxanthin content of each extract was determined
using UV-Vis spectrophotometric analysis. Quantification
was performed by measuring the absorbance of the
samples at 476 nm, and concentrations were calculated
using linear calibration equations as described by Asker
et al. [27]. The results were expressed as micrograms of
astaxanthin per gram of shrimp waste, and all
measurements were carried out in triplicate.

In Vitro Anti-inflammatory Activity of Astaxanthin
The anti-inflammatory potential of astaxanthin extract
was assessed using a bovine serum albumin (BSA)
denaturation inhibition assay, modified from established
protocols. Briefly, 1 mL aliquots of test compounds at
varying concentrations were mixed with 1 mL of 1 mM
BSA solution prepared in phosphate buffer (pH 6.4). After
15 minutes, the mixture was heated at 70 * 1°C for 10
minutes. Post-cooling, the absorbance was measured at
660 nm. Diclofenac (20 mg/kg body weight) served as the
reference standard [28]. The percentage inhibition of
denaturation was calculated using:

Inhibition (%) = ((Asample' Acontrol)/ Acontrol) x100

In Silico Anti-inflammatory Activity of Astaxanthin
NF-kB Inhibition by Astaxanthin

Molecular Docking Protocol: Molecular docking was
performed using the online CB-Dock platform. The
docking parameters were set with a grid size of 38x38x38
A and an RMSD clustering threshold of 2.0 A. The protein
structure used as the target was the p50/p65 subunit of
NF-xB (PDB: 1NFI), which plays a key role in the
regulation of inflammatory processes.

Binding Pocket Analysis

Potential binding sites on the NF-kB protein were
identified using the CASTp tool. CASTp allows for the
localization and characterization of protein cavities by
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calculating their volumes and geometric coordinates, thus
facilitating the precise targeting of possible interactions
with astaxanthin.

COX-2 Inhibition by Astaxanthin

Molecular Docking Protocol: Molecular interaction
modeling was performed using the CB-Dock platform with
the following parameters: Crystallographic structure:
Human COX-2 (PDB: 5U7N), prepared by removing water
molecules and adding polar hydrogens. Grid dimensions:
38 x 38 x 38 A centered on the catalytic site (coordinates
derived from CASTp analysis). Execution parameters: 10
independent docking runs with pose clustering (RMSD
threshold < 2.0 A). Validation: Redocking of the native
ligand (arachidonic acid) to verify protocol accuracy
(RMSD < 1.5 A).

Structural Analysis

Molecular interactions were characterized using: PyMOL
(v2.5): For 3D visualization of ligand-protein complexes
and rendering of key residues (e.g., TYR385, ARG120).
LigPlot+ (v2.2): To generate 2D interaction diagrams,
mapping hydrogen bonds, hydrophobic contacts, and van
der Waals interactions. CASTp (v3.0): For quantitative
analysis of binding pocket geometry, including volume
calculation (A%) and identification of catalytic residues.

ADMET Prediction

The pharmacokinetic and toxicological properties of
astaxanthin were evaluated in silico using the SwissADME
and pkCSM platforms. The parameters assessed included
intestinal  absorption, blood-brain barrier (BBB)
permeability, and the potential for interaction with
cytochrome P450 (CYP) isoenzymes. SwissADME provides
robust predictions for gastrointestinal absorption
(BOILED-Egg model), membrane permeability, and CYP
inhibition, while pkCSM employs molecular signatures to
estimate absorption, distribution, metabolism, excretion,
and toxicity. These complementary tools enabled the
generation of a comprehensive and reliable ADMET profile
for astaxanthin, which is essential for evaluating its
potential as an anti-inflammatory agent.

RESULTS

Astaxanthin Extraction Method Development

The extraction of astaxanthin from shrimp by-products
showed a significant variation among the tested vegetable
oils (tablel). Sunflower oil yielded the highest carotenoid
content (240 = 14.04 pg/g), followed by coconut oil (233
+10.44 pg/g) and traditional olive oil (220.91 £ 9.5 nug/g).
In contrast, argan oil exhibited the lowest extraction
efficiency, with a yield of 133.59 + 6.37 pg/g. Sachindra et
al. [26] compared the extraction efficiency of different
vegetable oils on astaxanthin extraction from pink
shrimps (sunflower oil, groundnut oil, gingelly oil,
mustard oil, soy oil, coconut oil and rice bran oil).
Sunflower oil provided the highest yield of astaxanthin
(26.3 pg/g). The solubility and extraction efficiency of
carotenoids in vegetable oils are determined by several
factors, including oil density, viscosity, and polarity [29].

Table 1: Carotenoid content in different vegetable oils from shrimp

waste
Vegetable oil Total carotenoid content
(pg/g shrimp waste)

Coconut Oil 233 +10,44

Traditional olive oil 220,91+ 9,5

Industrial olive oil 182,75+12,6

Argan oil 133,59 + 6,37

Sunflower oil 240 + 14,04

Parjikolaei et al. [30] demonstrated that the high efficiency of
sunflower oil is mainly due to its low viscosity, which allows
the oil to penetrate shrimp waste more effectively, thereby
increasing the diffusion coefficient and facilitating the
transfer of astaxanthin into the oil phase.

Effect of Solid-Liquid Ratio

Astaxanthin content increased as the solid-to-liquid ratio
varied from 1:5 to 1:10, reaching a maximum yield of
264.96 pg/g (Figure 1A). However, further increasing the
ratio to 1:20 did not enhance significantly the astaxanthin
yield (p= 0.05). This suggests that a moderate solid-to-
liquid ratio (1:10) optimizes extraction, likely by
balancing solvent availability for efficient pigment
diffusion without excessive dilution. These findings align
with Parjikolaei et al. [30], who tested sunflower oil at
liquid-to-waste ratios of 1:3, 1:6, and 1:9 (v/w), observing
peak extraction at 1:9. Higher ratios improve solvent
penetration into cell matrices, enhancing mass transfer
coefficients [31]. Similarly, Zhao et al. [32] demonstrated
that increasing the oil-to-waste ratio directly improved
both pigment extraction rates and oil recovery,
identifying it as a critical parameter for maximizing
astaxanthin yield. Collectively, these studies underscore
the importance of optimizing solvent-to-solid ratios to
achieve efficient carotenoid extraction.

Effect of Extraction Temperature

The effect of extraction temperature on astaxanthin yield is
clearly depicted in Figure 1B. Astaxanthin content increased
from approximately 223.39 ug/g at 50 °C to a maximum of
26496 pg/g at 60°C, indicating that moderate heating
enhances the efficiency of pigment extraction, likely by
improving solvent penetration and mass transfer with the
reduction of oil viscosity [33]. However, a further increase in
temperature to 70°C resulted in a marked decline in
astaxanthin content to around 88.50pg/g. This sharp
decrease at higher temperature suggests significant thermal
degradation of astaxanthin, which is known to be sensitive to
heat. It could be explained also by the formation of peroxides,
resulting from the oxidation of the oil at high temperatures
and the consequent reduction in the quality and quantity of
extracted compounds [34]. These results underscore the
importance of optimizing extraction temperature, with 60 °C
identified as the optimal condition for maximizing astaxanthin
recovery while minimizing pigment loss due to thermal
breakdown.

Effect of the Extraction Time
Figure 1C demonstrates the critical role of extraction time
on astaxanthin yield from shrimp by-products. The results
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reveal a pronounced time-dependent pattern, with
astaxanthin content increasing from 102.75 pg/g at 30
minutes to a maximum yield of approximately 264.96
ug/g at 60 minutes. However, extending the extraction
time to 90 minutes resulted in a significant decline in
astaxanthin content to approximately 122.88 pg/g. This
suggests that optimal extraction requires sufficient time
for complete solvent penetration and pigment
solubilization, but excessive exposure time under heating
temperatures leads to the oxidation and the degradation
of the extracted astaxanthin. These findings highlight the
importance of precise time control during the extraction
process, with 60 minutes representing the optimal
extraction duration that balances maximum pigment
recovery with minimal degradation.

Salazar-Gonzalez et al. [B5] showed that a longer
contact time between the matrix and the sunflower oil
resulted in greater interaction between the particles, and
consequently, a higher concentration of carotenoids in the
extracts. Rudi et al. [B6] Confirmed in their study that
after 180 min at a temperature of 60°C, the astaxanthin
extract in vegetable oils oxidises due to the oxidation of
the fatty acids. In addition, vegetable oil begins to oxidise
after a certain period of time, and the loss of volatile
elements can lead to a decrease in the amount of oil
containing astaxanthin. Ahmadkelayeh et al. [37]
confirmed that at higher temperatures, the astaxanthin
yield starts to decrease with increasing extraction time.

In Vitro Anti-Inflammatory Effect of Astaxanthin
Extract
In the in vitro model for assessing anti-inflammatory
activity, the inhibitory effect of astaxanthin extracted
from shrimp waste and diclofenac of albumin
denaturation was assessed. Both  compounds
demonstrate a clear concentration-dependent inhibitory
effect across the tested range (15-250 ug/mL) (Figure 2).
Diclofenac, a standard non-steroidal anti-inflammatory
drug, consistently exhibits superior inhibitory potential
compared to astaxanthin. At 250 pg/mlL, diclofenac
achieved approximately 80% inhibition, whereas
astaxanthin reached approximately 64% inhibition. The
dose-response curves for both compounds show similar
patterns, with steeper increases observed at lower
concentrations (15-50 pg/mL) followed by more gradual
increases at higher concentrations, suggesting
approaching saturation kinetics. These findings indicate
that while astaxanthin possesses significant anti-
denaturation activity, its potency remains lower than that
of the reference drug diclofenac. Nevertheless, the
substantial inhibitory effect demonstrated by astaxanthin
suggests its potential as a natural anti-inflammatory
agent, which could be particularly valuable in contexts
where alternatives to synthetic drugs are sought.
Astaxanthin has demonstrated significant potential in
alleviating both chronic and acute inflammation across a
range of diseases. Experimental studies have shown its
beneficial effects in models of neurodegenerative
disorders, diabetes, gastrointestinal diseases, renal
inflammation, as well as skin and eye conditions
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Figure 1: The effect of (A) solid-liquid ratio, (B)
temperature, and (C) the extraction time on astaxanthin
content

[21,38,25]. These findings highlight astaxanthin as a
promising candidate for the treatment of inflammation-
related diseases. Many in vitro and in vivo studies have
demonstrated the anti-inflammatory effects of
astaxanthin [22, 24,39,40]. In vitro, astaxanthin has been
shown to suppress the production of key pro-
inflammatory mediators such as nitric oxide (NO),
prostaglandin E2 (PGE2), and tumor necrosis factor-alpha
(TNF-a) in macrophage cell lines, indicating a dose-
dependent anti-inflammatory effect by directly inhibiting
inducible nitric oxide synthase (iNOS) activity and
inflammatory cytokine production [39,41]. In vivo studies,
such as those involving endotoxin-induced uveitis in rats,
confirmed that astaxanthin reduces inflammatory cell
infiltration and protein concentration in aqueous humor,
with effects comparable to prednisolone. Additionally,
astaxanthin modulates inflammatory pathways by
suppressing NF-kB activation, which downregulates pro-
inflammatory genes including IL-1f, IL-6, TNF-qa, iNOS,
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Figure 2: Dose-Dependent Inhibition of Albumin Denaturation by Astaxanthin and Diclofenac

Figure 3: Selectivity of the C4 Pocket-Surface Representation of the NF-kB - Astaxanthin

and cyclooxygenase-2 (COX-2), contributing to its anti-
inflammatory and antioxidant properties [22, 24, 39,40].

In Silico Anti-inflammatory Activity of Astaxanthin
Structural and Mechanistic Analysis of NF-kB
Inhibition

Selectivity of the C4 Pocket: The C4 pocket of NF-xB,
characterized by its reduced volume (462 A3), exhibits
exceptional affinity for astaxanthin, as demonstrated by a
Vina docking score of -7.9 kcal/mol (Figure 3). This
remarkable selectivity is explained by several key factors:
Optimal Steric Complementarity: The rigid structure of
astaxanthin, featuring 13 conjugated double bonds, fits
precisely into the compact geometry of the C4 pocket. This
molecular adaptation minimizes steric clashes and
maximizes favorable contacts, supporting stable ligand
binding.  Targeted Hydrophobic Environment: The
PHE247 and VAL248 residues create a "hydrophobic
nest" ideally suited for anchoring the B-ionone rings of
astaxanthin. The measured interatomic distances (3.8-4.2
A) fall within the optimal range for van der Waals

interactions, significantly contributing to the stability of
the complex. These in silico findings are consistent with
experimental studies showing that astaxanthin effectively
inhibits NF-xB activation and downstream inflammatory
signaling by stabilizing interactions within key regulatory
sites of the protein [2@, 26{]. Molecular docking and
network pharmacology approaches have further
confirmed the strong binding affinity of astaxanthin for
NF-kB and related inflammatory targets, supporting its
potential as a chemopreventive and anti-inflammatory

agent [@, 42].

Dynamics of Hydrogen Bonding

The analysis of polar interactions reveals two critical
hydrogen bonds that contribute significantly to the
stability and specificity of astaxanthin binding within the
C4 pocket of NF-kB. ASN335 (2.9 A): This hydrogen bond
exhibits a donor-acceptor angle of 150-160°, which is
close to the theoretical ideal of 180°, indicating maximal
bonding strength and optimal geometric alignment.
LYS336 (3.1 A): This interaction further stabilizes the
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hydroxyl groups of astaxanthin, reinforcing the overall
ligand-protein complex. Each hydrogen bond is estimated
to contribute approximately -1.5 kcal/mol to the total
binding energy, representing nearly 40% of the overall
binding affinity. This substantial energetic input
underscores the importance of specific polar interactions
in the high-affinity and selective inhibition of NF-kB by
astaxanthin (Figure 4).

These findings are consistent with the unique
molecular features of astaxanthin, such as its hydroxyl
and keto groups, which are known to facilitate strong
hydrogen bonding and contribute to its potent
antioxidant and anti-inflammatory properties [41, 43]. By
stabilizing key residues within the NF-kB binding pocket,
astaxanthin effectively modulates inflammatory signaling
pathways, supporting its therapeutic potential in
inflammation-related disorders [41].

A particularly notable finding involves the atypical m-o
orbital interaction between the {-ionone ring of
astaxanthin and the PHE347 residue of NF-xB: Partial
overlap of the m orbitals (astaxanthin’s conjugated double
bonds) and o orbitals (PHE347 side chain) generates
additional stabilization energy estimated at -1.2
kcal/mol. This non-covalent interaction arises from the
unique electronic configuration of astaxanthin’s polyene
backbone and the aromatic system of phenylalanine. Such
interactions are rarely observed in protein-ligand
complexes and may explain astaxanthin’s unique
specificity for NF-kB compared to other carotenoids (e.g.,
[B-carotene or lutein). The spatial alignment required for
m-0 overlap likely imposes strict geometric constraints
that favor astaxanthin’s rigid, planar structure over more
flexible analogues. This interaction, combined with the
hydrophobic anchoring and hydrogen bonding described
earlier, contributes to a binding mode that sterically
blocks NF-kB’s DNA-binding domain. Experimental
studies have shown that astaxanthin suppresses NF-kB
nuclear translocation and downstream pro-inflammatory

cytokine production (e.g, TNF-a, IL-6) in models of
oxidative stress, consistent with the in-silico prediction of
high-affinity binding to the p50/p65 subunit [44].

COX-2 Inhibition by Astaxanthin

Characterization of Binding Sites: CB-Dock analysis
identified five potential interaction sites on COX-2, with
the three most prominent sites summarized in table 2.
The C1 pocket exhibited the highest binding affinity (-10.4
kcal/mol), surpassing the reference inhibitor celecoxib (-
9.1 kcal/mol) (figure 5). Its large volume (4893 A%)
accommodates astaxanthin’s extended polyene backbone,
similar to its interaction with stromelysin-1’s S1 pocket.
Hydrophobic residues (PHE154, HIS117) dominate the
binding interface, with hydrogen bonds stabilizing the (3-
ionone rings. The compact C4 pocket (736 A3%) engages
astaxanthin via -0 interactions with PHE86, analogous to
its interaction with human COX-2 His386/Asn382. This
site’s geometry favors rigid ligands like astaxanthin over
flexible analogues (e.g, [-carotene), explaining its
selectivity. Astaxanthin’s dual binding to C1 (catalytic
site) and C4 (allosteric site) suggests a multi-mechanistic
inhibition profile, comparable to
bisdemethoxycurcumin’s dual NF-kB/COX-2 targeting.
The large C1 pocket may enable broader anti-
inflammatory effects by blocking both substrate entry
(arachidonic acid) and prostaglandin release, as observed
in rotenone-induced inflammation models. Astaxanthin’s
extended conformation spans the COX-2 catalytic cleft,
sterically hindering arachidonic acid access while
stabilizing the inactive enzyme conformation. This dual
action-competitive inhibition (C1) and allosteric
modulation (C4)-could explain its superior efficacy over
single-target NSAIDs in preclinical models.

Molecular Interactions
Dominant Hydrophobic Interactions Residues: PHE154,
PHE86, and PHE88 form a hydrophobic network with
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astaxanthin’s polyene backbone. Distances: 3.7-4.2 A,
optimal for van der Waals interactions. Energetic
Contribution: ~62% of the total binding energy (-6.5
kcal/mol), highlighting their critical role in stabilizing the
complex. Crucial Hydrogen Bond Residue: HIS117 forms a
hydrogen bond with the terminal keto group of
astaxanthin. Geometry: Bond distance = 2.8 A; donor-
acceptor angle 158° (near the ideal 180°). This
interaction anchors the polar end of astaxanthin,
preventing displacement during catalytic activity. Unique
Ph-Sigma (m-0) Interaction Residue: ALA87 interacts with
the B-ionone ring of astaxanthin via partial orbital
overlap. Distance: 4.3 A, within the range for non-covalent
stabilization. Rare in protein-ligand complexes, this
interaction enhances molecular specificity, differentiating
astaxanthin from structurally similar carotenoids like (-
carotene.

bioavailability, with research showing that only
approximately 10% of orally ingested astaxanthin is
actually absorbed by the body, while 90% passes through
the intestinal tract. Other sources place oral
bioavailability in the range of 10-50% due to astaxanthin's
poor water solubility and limited absorption by intestinal
epithelial cells [46,47]. While the table indicates low BBB
penetration (0.392), more recent research suggests
astaxanthin can indeed cross the blood-brain barrier, as
demonstrated by Grimmig et al. [@]. This ability to reach
brain tissue contributes to its neuroprotective properties
and potential applications in cognitive health.

The "Non" designation for CYP3A4 metabolism aligns
with findings that astaxanthin does not undergo
autoinduction of metabolism via CYP3A4 or CYP2B6.

Table 2: Key parameters of identified binding pockets

Site | Score Volume | Key Residues Interaction Types
s . . (kcal/mol) | (A3
Phal.‘machmetlc Prqpertles of Astaxa.nthlnl 1 104 4893 PHE154, HIS117 | Hydrophobic,
The intestinal absorption rate of 74.6% listed in the table Hydrogen bond
3 appears optimistic compared to literature findings [@]. C4 |-94 736 PHE86,ALA87 | Hydrophobic, -0
Multiple  studies  indicate  significantly = lower  LC2 [-9.2 2451 | PHE88 PRO110 | Hydrophobic
P
G111
PHE
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Figure 5: The three-dimensional interactions within the C1 binding site of COX-2
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Table 3: Pharmacokinetic Properties of Astaxanthin

Parameter Value Interpretation

Intestinal absorption 74.6% Limited by high lipophilicity
BBB permeability 0.392 Low brain penetration
CYP3A4 metabolism No Low risk of interactions

Table 4: Comparative Molecular Specificity

Compound NF-kB Score | COX-2 Score | Specificity Profile
(kcal/mol) (kcal/mol)
Astaxanthin -7.9 -10.4 Dual-target
Curcumin -6.8 -7.3 Moderate
Quercetin -6.5 -8.1 Single-target
predominant

However, research shows astaxanthin is metabolized into
several compounds including 3-hydroxy-4-oxo-beta-
ionol, 3-hydroxy-4-oxo-beta-ionone, and their reduced
forms [49].

The two violations noted (MW = 596 g/mol and LogP
= 9.696) are consistent with search results showing
astaxanthin's molecular weight as 596.84 g/mol [50].
These characteristics contribute to its poor oral
bioavailability and have led to research on enhanced
delivery systems such as nanoemulsions, liposomes, and
lipid-based formulations to improve bioavailability [51,
52]. Studies have shown that lipid-based formulations can
significantly enhance astaxanthin bioavailability by up to
3.7-fold compared to standard formulations. After
absorption, astaxanthin reaches maximum blood
concentration at approximately 2 hours and has an
elimination half-life of around 16 hours (15.9+5.3h) [53].
These findings confirm that while astaxanthin has
promising biological activities, its pharmacokinetic
profile presents challenges for oral administration that
require advanced formulation strategies to overcome.

Comparative Molecular Specificity

Comparative analysis against other natural inhibitors
(Table 4) reveals astaxanthin's superior binding
characteristics and dual-targeting capability. The
molecular structure of astaxanthin reveals its extended
conjugated polyene chain with terminal ionone rings,
which confers optimal spatial configuration for
simultaneously engaging both NF-kB and COX-2 binding
pockets. This unique structural arrangement enables the
formation of critical hydrogen bonds and hydrophobic
interactions with key residues in both targets.
Astaxanthin's exceptional dual specificity, combined with
its superior binding affinity for both inflammatory
mediators, positions it as a prime candidate for developing
next-generation anti-inflammatory therapeutics with
enhanced efficacy and reduced side effects compared to
conventional single-target approaches.

CONCLUSION

This study demonstrates the successful valorization of
shrimp processing waste (Aristeus antennatus) from
Algerian fisheries into a sustainable source of astaxanthin,
leveraging eco-friendly extraction methods with
vegetable oils. Sunflower oil emerged as the most effective
solvent, yielding 264.96 ug/g astaxanthin under
optimized conditions (1:10 solid-liquid ratio, 60°C, 60

minutes). The extracted astaxanthin exhibited significant
anti-inflammatory activity in vitro, inhibiting bovine
serum albumin denaturation by 64% at 250 pg/mL, with
molecular docking revealing dual-target inhibition of NF-
kB (-79kcal/mol) and COX-2 (-10.4kcal/mol).
Structural analyses identified key interactions, including
hydrophobic anchoring, hydrogen bonding, and m-o
orbital contacts, underpinning its mechanism of action.
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