République Algérienne Démocratique et Populaire

Ministére de ’enseignement Supérieur et de la recherche scientifique
Université A - Mira de Bejaia

Faculté des sciences de la nature et de la vie
Département de microbiologie

Filiere: Sciences biologiques

Spécialité: Microbiologie Fondamentale

Mémoire de fin de cycle
En vue de I’obtention du dipléme

MASTER

Theme

Tasdawit n'Bgayet
Université de Béjaia

Activités biologiques des ceufs d’oursin comestible:
Paracentrotus lividus

Présenté par:

AZZI Tinhinane et BOULAICHE Salima

Soutenu le : 25 Juin 2023

Devant le jury composé de :

Mme. BELHAMICHE N. MAA
Mme. SAIT-DIB  S. MCA
Mme. SADEDDINE-ZENNOUCHE O. MCA
Mme. YANAT B. MCA

Année universitaire: 2022/ 2023

Univ. de Bejaia
Univ. de Bejaia
Univ. de Bejaia

Univ. de Bejaia

Présidente
Promotrice
Co-promotrice

Examinatrice



Remeciements

Nous remercions Dieu Tout Puissant de nous avoir donné le savoir, la force, la santé,

la patience et la faculté de Pouvoir poursuivre nos études et de réaliser ce travail.

Nous tenons a présenter nos remerciements les plus sinceres a notre promotrice Mme
SAIT-DIB Sabrina de nous avoir proposé ce théme, et & exprimer notre reconnaissance
pour votre encadrement attentif, vos conseils avisés et votre disponibilité. Votre expertise
dans le domaine a grandement enrichi ce mémoire, et votre dévouement a notre ¢égard a été
une source constante de motivation

Nous tenant a exprimer notre profonde gratitude a notre Co-promotrice Mme
SADEDDINE-ZENNOUCHE Ouardia pour sa précieuse contribution et son soutien tout au
long de I'¢laboration de ce mémoire. Votre expertise, votre temps et vos commentaires
éclairés ont été d'une valeur inestimable pour la réalisation de ce travail.

Aux membres du jury, Mlles YANAT Betitra et BELHAMICHE Nabila nous vous
sommes reconnaissantes d'avoir accepté de consacrer votre temps et vos compétences a
I'évaluation de notre travail. Vos remarques pertinentes, vos questions stimulantes et vos
suggestions constructives seront d'une aide précieuse pour améliorer la qualit¢é de ce
mémoire.

On tient aussi a exprimer notre gratitude a madame DEBBOU Karima, pour son
aide, son soutien moral, ses encouragements et ses conseils.

Nous aimerons également remercier Mme GHAROUT Alima pour sa gentillesse,
son aide et son soutien.

Un grand merci a tous les membres du laboratoire de 3BS et plus spécialement a Mme

ADEL Khadidja.

Enfin, merci a toute personne ayant contribuée de pres ou de loin a la réalisation de ce

travail.



Dédicaces

Avec mes sentiments de gratitude les plus profonds, je dédie ce modeste travail :

A mes treés chers parents, pour m'avoir encouragée et soutenue durant mes études. Je
suis particuliérement reconnaissante envers ma mere qui prend soin de mon enfant et de moi

jusqu'a ce jour.

A mon tres cher mari, Sofiane, en signe d'amour et de gratitude pour m'avoir soutenue,
compris en permanence et supportée. Ses sacrifices, encouragements, sa fidélité et sa
gentillesse ont été essentiels & mon parcours. Sans lui, je n'aurais pas pu progresser et achever

ce travail.
A mon petit ange, Racime, qui me porte tant de bonheur.

A mes beaux-parents, pour leur gentillesse et leur soutien. je les remercie énormément

pour leur disponibilité a tout moment pour garder mon enfant.
A mes chers fréres, Yacine et sa petite famille, Boubkeur et Y anis.

A mes belles-sceurs, Souhila, Sihem, Souad, ainsi qu'a leurs petites familles, et & mon beau-

frére Samir.

A mon adorable bindme, Salima.

A ma meilleure amie d'enfance, Hamida.
A tous mes amies.

ET enfin a tous ceux qui m’aiment.

TINHINANE



Dédicaces

A Maman, ma source de soutien inconditionnel. Ta bienveillance, ta force et ta douceur m'ont
donné le courage d'affronter les défis de la vie. Tu m'as enseigné la patience et la persévérance. Tu es

une source d'inspiration et de réconfort. Je te serai toujours reconnaissant pour ton amour inébranlable.

A Papa, tu es le modéle de force, et de détermination. Ta présence rassurante et ton soutien
m'ont permis de grandir et de croire en moi-méme. Tu m'as appris la valeur du travail acharné, de
l'intégrité et de la responsabilité. Tu as toujours été 1a pour moi, prét & m'écouter, & me conseiller et a

me guider dans mes décisions. Je suis fier d'étre ton enfant et je t'admire profondément.

A ma sceur Mima, ma confidente et ma complice, tu as partagé chaque étape de ce voyage
avec moi. Nos discussions enrichissantes, nos encouragements mutuels et nos rires ont allégé les

moments les plus difficiles. Merci d'avoir ét¢ ma source de force et de soutien.

A mon petit frére Nadjib, tu as toujours été 1 pour moi, me motivant a donner le meilleur de

moi-méme. Merci d'avoir cru en moi et de m'avoir encouragé a poursuivre mes réves.

A ma chére Nana, a son mari Karim et mes adorables niéce Alae et Nelya, cette dédicace est
une maniere pour moi de vous exprimer tout I'amour, la gratitude et I'admiration que j'ai pour vous.
Vous étes ma famille, ma source de joie, vous avez illuminé ma vie de bonheur, de rires et de

souvenirs précieux.

A toi, mon cher mari, tu as ét¢ mon docteur, mon meilleur ami et mon compagnon de vie.
Merci pour ta patience, ton amour inconditionnel et ton soutien indéfectible. Tu as toujours été la pour

m'écouter, me comprendre et me soutenir dans toutes mes décisions.

A ma chére belle famille, je tiens a vous adresser une petite dédicace emplie de gratitude et
d'affection. Depuis que j'ai rejoint votre famille, vous m'avez accueilli a bras ouverts et m'avez fait
sentir comme un membre a part entiére. Votre amour, votre soutien et votre générosité ont touché mon

cceur de la plus belle fagon.

A mes amis les plus proches sissa, tita et sosso, merci d'avoir été a mes cotés tout au long de
cette aventure. Votre soutien moral, vos encouragements et vos précieux conseils ont été essentiels

pour maintenir ma motivation et ma détermination.

A ma chére bindme et amie avec qui j’ai partagé des moments inoubliables, plein de fou rire et

de joie. Je te souhaite une vie pleine de bonheur et de réussite.

Avec tout mon amour SALIMA



Liste des abreviations

Abs Absorbance

ABTS Acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)
ATCC American Type Culture Collection

CA-SFM Comité de I’ Antibiogramme — Société Francaise de Microbiologie
CFT Composés flavonoides totaux

CMI Concentration minimale inhibitrice

D Diametre

DMSO Diméthyle Sulfoxyde.

DO Densité optique

DPPH 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl

EAG Equivalent en Acide Gallique

EOA Espéces oxygénées activées

EQ Equivalent en Quercétine

ERO Especes Réactives de I’Oxygene

EUCAST European committee on antimicrobial susceptibility testing
EpC équivalent B-caroténe

I1C50 Inhibitory concentration 50%

MH Muller Hinton

MS Matiere seche

R Résistant

ROS Reactive oxygen species

SARM Staphylococcus aureus Résistant a la Méthicilline

SM Solution mere

SOD Superoxyde dismutase

TPC Total phenolic content

UFC Unité formant colonie

Uv

Ultraviolet




Liste des figures

Fig. n°1 : Morphologie externe de I’oursin régulier P .Lividus. A : face orale B : face aborale..4

Fig. n°2 : Anatomie interne de I’oursin Paracentrotus liVidus .............cccceeeeceeeceecieeceeseeiennennes 5
Fig. n° 3 : Distribution géographique de I’oursin livide P.LVIAUS ........cccveveveieciiiieiieieeeieee 6
Fig. n°4 : Représentation Schématique du cycle de reproduction de P. Lividus. ......................... 7

Fig. n°5: Les facteurs endogeénes et exogenes qui favorisent la production des radicaux libre

Menant a I’apparition de stress OXydatif..........cooeriiririiiniiicc e 14
Fig. n°6 : Localisation de la station d’échantillonnage « Aiguades »........cccecevvevievierienienieniennenene 17
Fig. n°7: Image représentent le transport des OUISINS. .....c.ecveueruerieirieinerieieeneeseeeeseee e 18
Fig. n°8 : Oursins Paracentrotus lividus COIECTE. ..........ccooiviiiririiiniiiinereeeeeee e 18
Fig. n°9 : Photographie des gonades femelle de I’oursin Paracentrotus lividus........................... 19
Fig. n° 10 : Protocole du dosage des polyphénols..........cccoeieieiiieieienieieieieieeeeieeeieens 20
Fig. n° 11 : Protocole du dosage des flavonoides...........ccueereirenieinienieireeeeseeesieeeeee e 21
Fig. n° 12 : Pouvoir antiradicalaire DPPH de I’extrait de gonade de P./ividus.............ccccccceuc...... 29
Fig. n° 13 : Pouvoir antiradicalaire ABTS de I’extrait de gonade de P./ividus.............c.cccceuc...... 31

Fig. n° 14 : Photographie des zones d’inhibitions obtenues par I’extrait contre les souches a

GTam NEZALIT ... .cuiiieieiecieeeee et ste et st e et e te e s e beesbesae e seessesseesseseessenseensenseenseenes 35

Fig. n° 15 : Photographie des zones d’inhibitions obtenues par I’extrait contre les souches a

GTAM POSTEE ettt ettt e te et este e beese e beessesseessesseesseessesseessesseessanseensesseenseanes 37



Liste des tableaux

Tableau I. Classification de I’oursin Paracentrotus [iVidus...............c.cococvvevvencincnceninnncennenenne. 3

Tableau II. Classification des principaux composés phénoliques..........ccecveveevvereeciereenieeeenene 11
Tableau III. Tableau représentatif des différentes souches bactériennes testées ..............cuen...... 23
Tableau I'V. Composition phytochimique des gonades de I’oursin P.lividus.........ccccceeverrneeee. 26
Tableau V. Résultats du test d’activité antioxydante par méthode DPPH...............c.cccooeiinin 30
Tableau VI. Résultats du test d’activité antioxydante par méthode ABTS ........ccccccvinincinncns 31

Tableau VII. Test de sensibilité des souches contre 1’extrait des gonades de I’oursin............... 33



Tables des matiéres

Liste des abréviations
Liste des figures
Liste des tableaux

b 0100 00 LT 5 1) { RO RTRTT

Chapitre I: Généralités sur Paracentrotus lividus
L. Généralités sur Paracentrotus HVIAUS ...........c.ccecoeiveiveieiiiiesee et et 3
I.1. Présentation de I’oursin (Paracentrotus liViAUs)...........ceeeeceeeeecueeeeseeienieieseeieeeeee e
[.2. ClaSSTIICALION ....eitieeiiiieieteetee ettt ettt a e st a e st a e st et e be e st e st e st et eneene e st e st eneeneens
[.3. Caractéres MmOTPROIOZIQUES ......ccueeuiriiiiiiiieiieiieeeee ettt
[.3.1. MOTPROIOZIE EXLEITIE ...ttt ettt bttt sttt enen
[.3.2 ANAtOMIE TNEEITIC .....vevieiiiiieiieiieteetee ettt ettt ettt et s ettt et e et e st et e s s e st e b esensensensansensenes
[.4. Répartition géographique et habitat ...........cccoeieiriiriiniiiieiee e
L.5. REGIME QlIMENTAIIE. .....cveieieieieieeieeiecee ettt ettt ettt ettt ettt e e essesesensensensensans
L6, REPTOAUCTION ..viinienieiieieieteteet ettt ettt e ae bbb b e beebeebe e st e st eseeneeseeneeseeneeneens
L7, INtEIEt ECOMOMIQUE ...uvivviniinieieieieeteeie ettt ettt ettt eteeteeseesee st e st eseeseeseentensententensensessensensensansansansans
L.8. Intérét scientifique du MOAEIE ..........coeuiriieiieiieieiceeeeeee ettt
Chapitre 11: Activités biologiques
IL 1. ANTIOXYAANES ..ovvivienieieieieieciesiet ettt ettt beereesesaeeaeebeeseeseesesseeseeseeseeseeseensesseseenseseans
IL1.1. AntioXydants €NZYMAtIQUES ........cceereereerieieieierieeeeeeeeeeessessessessessessessessessessessensesessessensens

ILT.1..1 SuperoXyde dISIMULASE ........cccveruerierieeieieeieeeetesteestesieesteseeesteseaesseessesseensesseensesseensessaensennes

TL 1. 1.2 CAtALASE .. ettt e e e e e e e e e e e e e eeeeeeaas e aaeeeeeeesaaesaaaaaeeeeesaaannnnnee

IL1.1.3. Glutathion PerOXYdASE......cccvieieriieieriieierieeie ettt ettt a e et aeersesteesaesseesaesseensesseenseenes
I1.1.2. Antioxydants NON €NZYMAtIGUES ......cccerveeeerieerierieeierienieseesseeeesseesesseessesseessesseessesseessesseenses
IL1.2.1. ComMPOSES PRENOTIGUES .....eovviiieiieieieeeese ettt ettt et et esreesaeens
I1.1.2.2. ACIAC @SCOTDIQUE ...uvevieeieiieieetieieeteteet ettt te ettt esaeeaeessesseeaseseesaesaensasseensennes

IL1.2.3. TOCOPRETOIS .....eeivieieiieeete ettt ettt et e e e b e e saesseesseeseesseessensaesseneas
T 1.2.4. ALCALOTAES ...c.vieieiieeieeeeee ettt ettt ettt ettt
TL1.2.5. HELETOSIACS ...cuviviiiiiiiieieeieeteet ettt ettt et et be sttt ne e st eneeneens
I1.1.3. RAAICAUX LIDT@S ...ttt ettt
I11.4. Stress OXYAatif.....cooiiiiiieiee ettt



IL1.5. ActiVité antiOXYAANTC. ....c.ecviruierierieiietieieee ettt ete e ereeseese s eseenseseessesaessessessessessensensesens 15
T1.2. ACEIVIEE QNTIDACLETIENINIE ..ottt e e et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesasneeeesaenereesanseeeesaanneees 15
T1.3. ACTIVITE ANTICANCETEUSE ..evvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeasseeeeeesssseaaasseaereeeessaaessneeeeeeeeessesennnnes 16

Chapitre I11: Matériel et méthodes

III.1. Zone d’étude « Les ATZUAAES »  .eocvieeieiieieieceeseee ettt 17
II1.2. Récolte du matériel BIOIOZIQUE ......cceeeuieiieiieieeieieeie et 17
II1.3. Préparation deS EXITAILS ........cecceereerieerierieeiesiesiestesteesessessesseesesseesseessesseessessesssesseessesssessennes 18
[1.4. Rendement d’eXIraCtiON .........cceeuiruiriruiriiriieiieieeeteee ettt ettt ettt 19
ILS. MIHEUX A€ CUIUTE.....ccuiiiieieeiiceeteee ettt ettt ettt eeaeesaenaeeseenseens 19
II1.6. Dosage des antioOXYAANTS ........ccveeieriieieriieieeierieeeeste et e ste e ste e e e saeesaeesaesseessesseesaesseessesssesseenes 20
[I.6.1. Dosages des pOLypPhenols ..........ooeeiiiiiiiiiii e 20
II1.6.2. Dosage des flavonoides..........coeereriiirieiireniiireerce ettt 20
II1.6.3. D0SaZE dES P-CATOLENES .....cuevireiuirinieienieieiertetetert ettt ettt ettt ettt ettt se e aenen 21
I1.7. Evaluation de I’activité antioXydante...........ccceceeeeiririeieieieieieieiee ettt 21
ML.7.1. Activité scavenger du radical DPPH .........cccccooiiiiiiiiiiiceeeeeee e 21
M1.7.2. Activité scavenger du radical ABTS ......c.ooooiiiiiiiieieeeceeeeee e 22
HL.8. ACtiVité aNtIDACETICNNE. .....cueevieeiieiiieiieieiet ettt ettt b et be e enes 23
IIL.8.1. SOUCKES CIDIES ...ttt eees 23
TI1.8.2. StandardiSAtION ......cc.coueriiruiriirieiertet ettt ettt ettt ettt et tens 23
I11.8.3. Evaluation du pouvoir antiDactEIien.............o...weveeeereeeeeeeeee e seeeseseeeeees s eeeee s 24

Chapitre 1V: Résultats et discussion

IV.1. Rendement d’@XtraCtiOn ......cc.eeueruiruiririirieeieeteiteeeteee ettt ettt 25
IV.2. Estimation des compos€s phytOChIMIQUES. ......c.ccveruieierieeieriieieeeeie ettt 26
IV.2.1. Dosage des polyphénols totaux (TPC) ......cueueiieiieeieieeeeeeeeeee e 26
IV.2.2. Dosage des flavonoides totauX (CEFT)....c.cccucoiiieiiieieiecieceeie e 27
IV.2.3. Dosage des Carot€NOTACS ........cccuerieeierieeiiriieieeiesie et e steete et e sae e e esaesaeessesseesaesseessesseenseenes 27
IV.3. ACtiVIt€s aNtIOXYAANTES ....ccueeuieiieiieiieiietietiete ettt ettt ettt ettt ettt et e benbe s nee 28
IV.3.1. Activité scavenger du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH)....................... 29

IV.3.2. Activité scavenger du radical ABTS ..o e 30



TV.4. ACHIVIEE ANTIDACTETIEIINE .eeneeeeeeeeeeee e e ee et e e et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereesasneeeesaeaeressanseeeessanneees 32

IV.4.1. Activité antibactérienne a I’égard des Gram négatif............ccoceeveririnieieiiecincieeeieeeeenen, 33
IV.4.2. Activité antibactérienne a I’égard des Gram poSitif........cccceecvereeiierienieeiereeeeeeeeee 36
Conclusion et PErSPECHIVES..........c.cooviiieiiieieiieieeeete ettt ettt e st es e stesraesseesaesseeseeseenseenes 40

Références bibliographiques
Annexes

Résumé



INTRODUCTION



Introduction

Introduction

L’oursin Paracentrotus lividus est un échinoide comestible retrouvé en grande
abondance sur les cotes méditerranéennes (Tejada et al, 2013). Les gonades d’oursins sont
un produit tres apprécié et a haute valeur commerciale dans le monde, ainsi des I’ Antiquité, au
IVeéme siecle avant J. —C, Aristote soulignait I’importance des oursins dans 1’alimentation des
européens (Allain, 1972). Les gonades femelles de ce fruit de mer sont connues pour leur
saveur délicate et légerement salée, riche et de couleur orange (Fabbrocini ef al., 2014), ces
dernicres sont trés appréciées dans divers pays du monde (Powell ef al., 2014). Actuellement,
le Chili est considéré comme le principal producteur d'ceufs d'oursins. Le Japon quand a lui
est considéré comme le pays le plus consommateur, avec environ 80 a 90% de l'offre
mondiale. Bien que le marché européen ne soit pas tres significatif (Stefansson et al., 2017),
la France reste I'un des principaux consommateurs d'oursins dont le prix varie entre 130 € et
170 € par kilo de gonade (France et RNM, 2018).

En Algérie, la consommation des oursins est peu importante et reste trés locale et

traditionnelle (Soualili ez al., 2008).

Le caractére trés sensible de Il'oursin livide aux changements des conditions
environnementales est bien établi (Boudouresque et Verlaque, 2020). Au fil des années, il
est devenu un organisme modéle de plus en plus important dans les programmes de
biosurveillance des écosystémes marins, car il est considéré comme un bioindicateur de la
pollution dans ce milieu en raison de sa nature sédentaire et de sa sensibilit¢ avérée aux

polluants (Soualili et al., 2008; Ternengo et al., 2018).

Les antibiotiques ont joué un role crucial dans la lutte contre de nombreuses maladies
au cours des dernieres décennies, mais leur utilisation souvent inappropriée a conduit a
l'apparition de bactéries résistantes aux antibiotiques ce qui a bouleversé le traitement des
maladies infectieuses. Il est en effet trés crucial de trouver de nouvelles alternatives aux

antibiotiques (Soussy, 2007).

Récemment, les oursins ont fait l'objet d'une attention particuliére pour leur
potentiel pharmacologique. Plusieurs études scientifiques ont montré que les gonades en
particulier, sont de riches sources d'acides gras polyinsaturés et de polysaccharides actifs,

et elles peuvent étre utilisées comme aliment fonctionnel contre les maladies
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inflammatoires (Pozharitskaya et al., 2015). De méme, ils possédent un effet antibactérien et
antioxydant (Urakova et al., 2012; Li et al., 2015; Marimuthu et al., 2015; Chamika et al.,
2021).

Toutes ces données de littérature et toute cette attention portée a l'oursin commun
Paracentrotus lividus nous ont conduits a le choisir pour réaliser une analyse
phytochimique de ses gonades et I'évaluation de leurs activités biologiques a savoir I'effet
antibactérien contre 10 souches de référence testées, par la méthode de diffusion en milieu
gélosé ainsi que leur activité antioxydante. A notre connaissance, cette ¢tude est la premicre
dans son genre en Algérie.

Notre manuscrit est structuré en quatre chapitres:

» Le premier chapitre consiste en une revue bibliographique qui rassemble des
généralités sur I’oursin Paracentrotus lividus.

» Le second chapitre illustre théoriquement d’une part I’activité antioxydante et d’autre
part I’activité antibactérienne.

» Le troisiéme chapitre présente une partie expérimentale consacré aux matériel et
méthodes, ou sont détaillée la zone d’étude, I’extraction des gonades, les dosages des
métabolites secondaires et des caroténoides, ainsi que 1’évaluation de Dactivité
antioxydante et antibactérienne.

> Le quatrieme chapitre décrit ’ensemble des résultats obtenus ainsi que la discussion
relative a cette étude.

> En fin une conclusion générale jointe par quelques perspectives, suivi par une liste

globale de toutes les références consultées.
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Chapitre 1 Généralités sur Paracentrotus lividus

1. Généralités sur Paracentrotus lividus

I.1. Présentation de I’oursin (Paracentrotus lividus)

L'oursin violet, ou Paracentrotus lividus, est une espece de la Méditerranée et du
Nord-Est de I'Atlantique. Il est particuliérement commun dans la zone intertidale a des
profondeurs de 10 a 20 m et dans les bassins de marée, principalement sur des pierres solides,
des rochers et des herbes marines. La densité varie généralement de quelques spécimens a dix
individus par meétre carré (Boudouresque et verlaque, 2013). La croissance de cette espece
est rapide pendant les quatre premicres années jusqu'a une taille de 5 cm, puis elle devient tres
lente et la taille maximale de 5-6 cm n'est atteinte qu'au bout d'une dizaine d'années. Des
¢tudes en Ecosse indiquent que cette espece a une saison de ponte annuelle en juin et juillet ou
juillet et aoflit, selon Il'environnement thermique (Le Mao et al, 2020). D’apres
Boudouresque et verlaque (2020), P. lividus est trés résistant au réchauffement climatique et

a l'acidification des océans.

1.2. Classification

La position systématique de I’oursin Paracentrotus lividus est la suivante :

Tableau 1. Classification de I’oursin Paracentrotus lividus.(Anonyme 1)

Embranchement Echinodermata
Sous-embranchement Echinozoa

Classe Echinoidea
Sous-classe Euechinoidea
Super ordre Echinacea

Ordre Camarodonta
Famille Parechinidae

Genre Paracentrotus
Espéce Paracentrotus lividus

I.3. Caracteres morphologiques

1.3.1. Morphologie externe
La structure du corps de P.lividus est composée de cinq plaques calcaires a symétrique
pentaradiée et de I'é¢piderme (Fig.n°1). La forme de cet animal est aplatie sur les deux pdles.

Le test possede un squelette calcaire continu formé de plaques soudées et d’un diameétre
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Chapitre 1 Généralités sur Paracentrotus lividus

maximal d'environ 7 centimétres (Grosjean, 2001). Il est recouvert d'épines mobiles et de
podia. Les épines sont fixées a la coquille par des muscles. A la surface inférieure est située la
lanterne d'Aristote qui est ’appareil masticateur, elle est composée de cinq plaques
triangulaires avec des dents a l'extrémité. La bouche est reliée au test par une membrane

péristomiale (Zuber, 2016).

Piquants

Branchie

Membrane péristomiale

Pédicellaire

Podia buccale

5 e ~. -,
D R A% Pore genital

“  Plague génital
Dent de la Lanterne

d’Aristote Plague ambulocraire

Plaque interambulocraire

Fig. n°1: Morphologie externe de I’oursin régulier P .Lividus.

A : face orale B : face aborale (Grosjean, 2001).

1.3.2. Anatomie interne

La lanterne d'Aristote dite la bouche est un syst¢tme complexe composé de 5
pyramides se terminant chacune par une dent, par ou part le pharynx suivi du tube digestif
(Ouréns et al.,2011).

Le tube digestif forme deux tours complets autour de la face interne de la paroi du
test, I'un dans un sens et l'autre dans l'autre sens, laissant beaucoup d'espace dans la cavité
interne pour les gonades (Fig.n°2) (Sugni et al., 2013). Il est attaché par des lames
mésentériques a la paroi du corps. Dans tout son parcours, il n’offre pas la méme consistance
en vue du role physiologique que jouent ses différentes parties (Harmelin ef al.,, 1981). Dans
une des moitiés s’effectue la digestion, le tube digestif y possede une épaisseur plus grande

que dans la seconde moitié¢ ou a lieu la respiration. Il existe un canal de communication qui
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relie la partie antérieure du tube digestif a la partie postérieure appelé siphon (Roule et al.,
1889).

Les gonades sont constituées de deux types de cellules : les cellules germinales dont
la fonction est la production des gameétes, les phagocytes nutritifs quant & eux fournissent les
nutriments et 1’énergie nécessaires aux gametes en développement (Walker et al., 2007;

Boudouresque et verlaque, 2013; Zuber, 2016).

anneau nerveux bouche

Fig. n°2: Anatomie interne de ’oursin Paracentrotus lividus.(Anonyme 2)

L.4. Répartition géographique et habitat

L’oursin comestible Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816), espéce des mers qui
occupe surtout 1’étage infralittoral (Grass et al., 1970), dont la distribution géographique est
connue dans I’ Atlantique depuis I’Irlande au nord jusqu’aux coétes du Maroc, aux Agores et
aux Canaries, ainsi que dans toute la Méditerrané (Fig. n°3). Les oursins vivent sur des fonds
rocheux, des posidonies ou des herbiers, parfois sur des fonds sableux ou coralliens jusqu'a
80 m de profondeur. Les densités les plus ¢élevées sont observées entre 0 et 10 m (Lecchini ef
al., 2002; Lawrence, 2013). 11 vit généralement dans des cavités creusées a I’aide de ses
piquants et de ses dents (Jamila et al., 2018), ou il s'ancre solidement, ce qui lui permet de

résister aux vagues et de dissuader les prédateurs potentiels.
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Fig. n° 3 : Distribution géographique de I’oursin livide P./ividus (Soualili et al., 2008).

Il est particulierement commun dans les régions tempérées ou les conditions
thermiques océaniques fluctuent entre 10 et 15°C en hiver et 18 et 25°C en été (Jacinto et al.,

2013).

A mesure que I’on se rapproche de la source de pollution domestique La densité

moyenne des individus augmente (Delmas et Regis, 1985).
L.5. Régime alimentaire

Le régime alimentaire de l'oursin Paracentrotus lividus se révele étre trés variable
sutvant la région occupée. Ils sont principalement herbivores et peuvent influencer la

composition et 1'abondance des assemblages d’algues (Yeruham et al., 2015).

Paracentrotus lividus se nourrit principalement des algues photophiles du genre
Cystoseina buliarica et Podia pavonica (Regis, 1978). Il montre une certaine sélectivité dans
les herbiers de Posidonia. Cette sélectivité alimentaire varie avec leur taille (Verlaque,

1987).

Chez P.lividus, on observe une alternance de phase de nutrition et de phase de repos
alimentaire (Verlaque et Nedelec, 1983), ces derniéres ont été observées chez la méme

espece des cotes algériennes par (Semroud et Kada, 1987). Aussi, la capacité d’absorption
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a travers le test et les piquants de la matiere organique dissoute et particulaire chez 1’oursin a

été¢ démontré par Régis (1986) et Verlaque (1987).
1.6. Reproduction

L’oursin est une espéce gonochorique, et ne présente pas de dimorphisme sexuel. La
fécondation se fait directement dans 1’eau apres I’émission de gametes qui aboutit a une
larve pélagique a symétrie bilatérale, a partir de laquelle se formera I’oursin (Fig.n°4)

(Calderon et al., 2012; Limatola et al., 2020).

Le cycle de reproduction chez l'oursin P.lividus est annuel, en Méditerranée, ils
présentent 1 ou 2 pics saisonniers de croissance des gonades qui, cependant, peuvent différer

de maniere significative entre des lieux proches (Sellem et Guillou 2007).

Les données sur la variabilité du cycle de reproduction de P. /lividus sont diverses et
souvent contradictoires. En effet, l'espéce suit des schémas différents en fonction de
I'emplacement géographique et de nombreux facteurs environnementaux tels que la qualité et
la disponibilité¢ des nutriments, la profondeur, la température, la photopériode et la périodicité

lunaire (Lawrence et Lane, 1982).

oursins adultes
mé&le femelle

-
spermatozoides

fecondation
larve externe

L -

cellule - ceauf

Fig. n°4 : Représentation Schématique du cycle de reproduction de P. Lividus. (Anonyme 3)
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L.7. Intérét économique

Trés pris€é pour la qualité de sa chair, I'oursin est devenu une espece surpéchée et
braconnée dans de nombreux pays du monde au cours du XXeme siecle. Voici quelques

aspects de son intérét économique :

1.  Industrie alimentaire: P.lividus est une ressource extrémement précieuse a
grand profit économiques, il est consommé dans de nombreuses cultures et est
particulierement appréciés dans la cuisine japonaise et méditerranéenne. Les ceufs d'oursin,
sont appréciés pour leur texture crémeuse et leur saveur riche, ils sont utilisés dans une variété
de plats, tels que les sushis, les pates et les sauces. La péche et la vente d'oursins destinés a la
consommation humaine peuvent donc représenter une source de revenus significative pour les
pécheurs locaux et l'industrie de la transformation des aliments (Machado et al, 2019; Le
Mao et al., 2020; Santos et al., 2020; Lourenco et al., 2021).

2. Produits dérivés: De plus, des recherches sont en cours pour étudier les
propriétés médicinales potentielles des composés trouvés dans les oursins, tels que les anti-

inflammatoires et les antioxydants (Zhang et al., 2002; Soleimani ez al., 2017).
L.8. Intérét scientifique du modéle

L'oursin P.lividus (Lamarck, 1816) est considéré comme une espéce modele pour la

recherche dans différents domaines (Paredes et Bellas, 2009), notamment dans :

e Lamise en ceuvre rapide comme bio essai.

e [’oursin représente un modele expérimental de choix en biologie du développement.

e Situ¢ a la base des deutérostomes, leur génome n’a pas subi de duplication, facilitant
les analyses fonctionnelles des genes du fait de la quasi absence de leur redondance.

e [’¢évaluation de I’impact de la présence de métaux lourds, du pH (Mos et al., 2020), et
de contaminants (Ruocco ez al., 2020).

e Utilisation pour I’évaluation des risques de toxicologie.

e Il représente aussi un modele puissant pour les études du cycle cellulaire.

e Permet la compréhension des mécanismes de prolifération des tumeurs chez I’humain

par I’étude des modes de reproduction (Bellé et al., 2007; Chassé et al., 2016).

Page 8



Chapitre 1 Généralités sur Paracentrotus lividus

o L’espéce Paracentrotus lividus a été retenue comme modele au niveau européen a
cause du nombre important d’outils génomiques qui ont été développés au sein du

programme « Marine Genomics ». (Anonyme 4)
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Chapitre I1 Activités biologiques

II.1. Antioxydants

Les antioxydants sont des molécules qui peuvent inhiber la production, limiter
I’accumulation ou détruire les substances réactives de 1’oxygene, et ainsi prévenir les
dommages dus aux radicaux libres. Ils peuvent étre produits dans 1’organisme, fournit par de
nombreux aliments ou issus par une synthése chimique (Berger, 2006; Kalander et al.,
2012). De nombreux antioxydants interviennent, il s’agit principalement des systémes

enzymatiques et non enzymatiques (Yoo et al., 2008; Salim, 2016).
I1.1.1. Antioxydants enzymatiques

Le corps humain possede un systeme enzymatique par lequel il neutralise les radicaux
libres, cette ligne de défense met en ceuvre trois enzymes la glutathion peroxydase, la
superoxyde dismutase et la catalase afin de former un systeme antioxydant enzymatique qui

réduit les especes réactives de 'oxygene (ROS) et limite leur toxicité (Pei et al., 2023).
I1.1.1.1 Superoxyde dismutase

Le superoxyde dismutase (SOD), est une métallo-enzyme qui catalyse 1’anion
superoxyde par une réaction de dismutation, elle produit une molécule d’O; et du peroxyde

d’hydrogene (Jacques et André, 2004).
I1.1.1.2. Catalase

La catalase est une enzyme intracellulaire qui catalyse la réaction de détoxification du
H,0; (Ignea et al., 2013). Elle évite accumulation du peroxyde d’hydrogéne qui a subit une
réaction de Fenton, en transforment deux molécules de peroxyde d’hydrogene en O, et en

H,O qui sont des composés plus stables (Jacques ef André, 2004).
I1.1.1.3. Glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase est une enzyme capable de détoxifier le peroxyde
d’hydrogene, mais aussi d’autres hydroperoxydes résultant de I’oxydation des acides gras ou
du cholestérol. L’enzyme existe dans le cytoplasme et dans les mitochondries, elle nécessite la
présence de deux cofacteurs: le glutathion réduit et le sélénium. En présence de deux
molécules de glutathion réduit, la glutathion peroxydase catalyse la transformation de

peroxyde d’hydrogéne en deux molécules d’eau (Pei ef al., 2023).
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I1.1.2. Antioxydants non enzymatiques

Ce sont des antioxydants naturels issus de notre alimentation capables de prévenir les
dommages oxydatifs et éviter les effets néfastes des radicaux libres. Soit par les interventions
directes sur les molécules prooxydantes piegent les radicaux libres ou de fagcons indirectes, en
chélatant les métaux de transition. Leurs avantages sont dus a leurs petites tailles, qui
facilitent la pénétration au cceur des cellules et la localisation a proximité des cibles
biologiques. Ces antioxydants regroupent des substances hydrophiles ou lipophiles (Marc et

al., 2004; Rolland, 2004; Zama et al., 2007). Notons a titre d’exemples, les plus importants :
I1.1.2.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaire caractérisés par la présence
d‘un groupement phénoliques c'est-a-dire d’un ou plusieurs cycle aromatique a six carbones
(benzénique) lui-méme liés & un ou plusieurs groupements hydroxyles libres (-OH) ou
attachés a d’autres fonctions (Muand, 2010). Ces composés sont synthétisés durant le
développement normal et également en réponse aux conditions du stress telles que les
infections, les blessures et les rayonnements UV (Roman et al., 2013). D’apres Menaa et al.
(2014) les polyphénols protégent contre le stress photo-oxydatif cutané causé par le soleil, ce
qui les rend utiles pour la protection de la peau et le traitement du vieillissement cellulaire.
En plus d’étre utilisé dans la thérapeutique comme inhibiteurs enzymatiques, antioxydants,
antimicrobiens, vasoconstricteurs, et anti-inflammatoires (Bahorun, 1997; Cetkovic et al.,
2008; Pernin 2018; Ozarowski er al, 2022). Environ la moitié de notre apport en
polyphénols (Tableau II) proviennent des fruits et Iégumes (Bouzabata, 2015).

Tableau II. Classification des principaux composés phénoliques.

Classe Définition Origine

- Acide phénolique Composé organique qui posséde au moins une fonction | Epices, fraise,
*Hydroxybenzonates carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ils ont une | saumon.

*Hydroxycinammates origine commune qui est l'acide aminé aromatique, la
phénylalanine .Les acides phénoliques sont subdivisé€s en

deux groupes (Bravo, 1998; Balasundram et al., 2006).
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- Flavonoides Sont des substances pigmentaires hydrosolubles | Fruit, légumes,
* Flavonoles responsables de la couleur des plantes, allant du jaune | fleurs,  thon,
* Flavones pale au rouge foncé (Sousa et al., 2013). Joue un rdle | truite.

* Flavanones dans les processus photosynthétiques (Tapiero et al.,

* Flavanols 2002), dans la régulation de gene et dans le métabolisme

* Isoflavones )
de croissance (Havsteen, 2002).

* Anthocyanes

* Aurones

- Tanins Composés poly phénoliques de structures variées et non | Raisin, rouge,

*Tannins hydrolysables | azoté, caractéris¢ par leur capacit¢é a précipiter les | Kaki, algues

* Tannins condensés alcaloides (Boutaoui, 2012), la gélatine et d’autres | brunes.
protéines (Vermerris et Nicholson, 2006).

- Stilbénes Composés contenant au minimum deux noyaux | Vigne,
aromatiques reliés par une double liaison formant un | crustacés.
systtme conjugué¢ (Perret, 2001). Ce sont des
phytoalexines, composés produits par les plantes en
réponse a lattaque par les microbes pathogénes
fongiques, bactériens et viraux (Bais ef al, 2000;

Stevanovic, 2005; Crozier et al., 2006).

- Lignanes Les lignanes sont des composés dont la formation | Pin.
implique la condensation d‘unités phénylpropaniques
(C6-C3) (Kumar et al., 2014). Ce sont des composés
mineurs non nutritifs et non caloriques, associés aux
fibres alimentaires, ils se sont révélés produire des effets
physiologiques importants (Ajila ez al., 2016).

- Lignines La lignine est le résultat de polymérisation d‘unités en | Bois, noyaux
C6-C3 des lignanes. Elles sont localisées dans les parois | des fruits.

cellulaires et plus spécialement au niveau des vaisseaux
conduisant la séve, contribuant a la résistance mécanique
et a la rigidit¢ des tiges lignifiées (Vermerris et

Nicholson, 2006).
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I1.1.2.2. Acide ascorbique

Est une vitamine hydrosoluble, thermolabile et sensible a ’oxygene. L’organisme
humain ne peut pas la synthétisée. Donc il est nécessaire qu’il se 1’approvisionne par la
consommation de fruits et légumes frais. L’ascorbate est un antioxydant puissant avec la
capacit¢ de capter et neutraliser des radicaux libres oxygénés telles que les radicaux
superoxydes, hydroxyles, peroxyles et I’oxygene singulet (Oatttara, 2023). Et cela méme a
des concertations faibles. Le radical (Re) est neutralisé par le transfert d’un électron provenant
de la vitamine C. Elle intervient dans la régénération de la vitamine E, et son activité

réductrice peut limiter la peroxydation lipidique (Zylinska et al ., 2023).
11.1.2.3. Tocophérols

Les tocophérols sont des antioxydants liposolubles, l'alpha-tocophérol aussi appelé
Vitamine E est l'antioxydant majeur le plus abondant dans la nature (Berset, 2006), et le plus
active biologiquement. Sa propriété liposoluble lui permet de s'insérer entre les acides gras
des phospholipides constituants les membranes et les lipoprotéines et donc de les protéger
conte les radicaux libres (Gardes-Albert ef al., 2003). 11 s'accumule au sein de cellules ou la
production des radicaux d'oxygene est plus importante et joue un rdéle dans la suppression de

la peroxydation lipidique en réduisant les peroxydes lipidiques en alcool.

La vitamine E peut avoir ainsi un réle dans l'atténuation du stress oxydatif, et des

symptomes des maladies liées au mode de vie (Vidya Muthulakshmi e? al., 2023).
I1.1.2.4. Alcaloides

Ce sont des substances azotées, alcalines et de structure complexe (noyau
hétérocyclique) et possédant des propriétés physiologiques prononcées et une activité
biologique forte méme a faible dose (Dontatien, 2009; Wichtl, 2009). IIs constituent la
plupart des principes actifs des plantes médicinales. Les variétés de leurs propriétés
biologiques les rendent bénéfiques dans les traitements de différentes pathologies humaines.
La plupart d’entre eux sont solubles dans l'eau et l'alcool, ont un golt amer, et certains

peuvent étre tres toxiques (Herbert ef al., 1998).
I1.1.2.5. Hétérosides

Sont des polysaccharides complexes, résultants de la combinaison d’un ose avec un

composé¢ non glucidique, appelés génine ou aglycone et reliés par une liaison glycosidique.
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Ce sont les ¢éléments du métabolisme secondaire les plus anciennement connues (Guignard,

2000).
I1.1.3. Radicaux libres

Un radical libre ce définie comme toute molécule qui posseéde un ou plusieurs
¢lectrons non appari€s, trés instables et particulierement toxiques au niveau cellulaire et qui a
la capacité d’avoir une existence indépendante. Ces ¢€lectrons offrent une trés grande réactivité
chimique et afin d’acquérir de la stabilité¢ les radicaux libres réagissent rapidement avec
d’autres composants, en essayant de capturer I’€lectron nécessaire pour se stabiliser. Les trois
types de radicaux libres les plus connus sont I'anion superoxyde (O , ), le radical hydroxyle
(HO ™) et le peroxyde d'hydrogene (H » O » ) (Sebbar et al., 2023).

Il est important de préciser que tous les radicaux libres ne sont pas nécessairement

des oxydants et vice ver ¢a. (Anderson et al., 1996; Fosting, 2004; Leger, 2019).
I1.1.4. Stress oxydatif

Est un déséquilibre entre la production d’espéces oxygénées activées (EOA) et les
substances antioxydantes de notre organisme (Hartman, 2022). Ainsi que la capacité du
corps a neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs (Ghedira, 2005) engendrant en
conséquence des dégats qui peuvent étre irréversibles pour les cellules (Aravodis, 2005).
Contribuent ainsi a I’accélération du vieillissement cellulaire, et ce qui implique le risque de
développer des pathologies cardiovasculaires, le cancer, l'athérosclérose, le diabéte,

I’Alzheimer (Fig.n°5) (Hennebelle et al, 2004; Benhammou et al., 2009; zhang et al.,

2015; Sebbar et al., 2023).

Pollution 2 Stress
Tabagisme ! = Infection
I
Rayons UV - - - " Inflammation
-

Nutritions Vieillissement

(K -

Produits chimigues DéEficic immunitaire

-
» g Radicaux libres [ROS)
mp Facteurs endogines (Interne)

= Facteurs exogénes [Exverme])

Fig. n°5: Les facteurs endogenes et exogeénes qui favorisent la production des radicaux

libre Menant a I’apparition de stress oxydatif.
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I1.1.5. Activité antioxydante

Actuellement, il n'existe pas de méthode de conversion générale, unique et fiable
pour la mesure de la capacité antioxydante. En effet, pour juger l'effet antioxydant global
des extraits, plusieurs tests d'activité doivent étre utilisés (Rezaire, 2012).

L’action antioxydante de ces composés s’exerce non seulement par I’inhibition des
radicaux libres, mais aussi par la neutralisation d’enzymes oxydantes et par la chélation d’ions
métalliques responsables de la production des especes réactives de I’oxygeéne (Cotelle, 2001;

Bammou et al., 2020; Xiao et al., 2020; Boudaha et al., 2022).
I1.2. Activité antibactérienne

L'activité¢ antibactérienne se distingue sous deux sortes d‘effets (Hammer, 1999): la

capacité d’une substance a tuer les bactéries, ou a inhiber leur croissance.

Activité Inhibitrice (bactériostatique): est la mesure de I’efficacité d’une substance a

ralentir ou arréter temporairement la croissance d‘une population bactérienne.

Activité létale (bactéricide): est la propriété d’un agent antibactérien a détruire les

cellules bactériennes dans des conditions définies.

Les composés bioactifs possedent plusieurs modes d‘action sur les souches
bactériennes. Les phénols sont des précurseurs des polymeéres structurels, qui peuvent agir
comme agents antimicrobiens a différent niveaux (Hammerschmidt, 2005).

e Action sur la membrane cellulaire : soit en attaquent la paroi bactérienne, provoquant
une augmentation de la perméabilité membranaire puis la fuite du constituants
cellulaires. Ou en pénétrant dans la cellule bactérienne et en coagulant leur contenue
(Ullah et Khan, 2008).

e Action sur les enzymes et privation de substrat : Par I’inhibition des enzymes via
I’interaction des composés phénoliques avec les protéines enzymatiques en se liant a
leur site actif. Ou également en se liant a des molécules substrats les rendant moins
accessibles aux enzymes (Calsamiglia et al., 2007).

e Acidification de l'intérieur de la cellule: en fonction de leurs propriétés physico-
chimiques, certains polyphénols provoquent I’acidification du cytoplasme bloquant

ainsi la synthése des composants de structure (Pernin, 2018).
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I1.3. Activité anticancéreuse

L'une des applications potentielles reconnues de plusieurs produits naturels marins
est liée a la prévention et au traitement du cancer. Des études réalisées sur des composés
extraits d'éponges, de mollusques, de coraux mous et de tuniciers ont démontré leurs
propriétés cytotoxiques et antitumorales contre différentes lignées de cellules cancéreuses

humaines in vitro (Lazzara et al., 2019 ; Luparello 2021).

Les oursins ont ¢été signalés comme une source potentielle de métabolites ayant une
activité anticancéreuse. Plusieurs composé€s ont été identifiés avec succes : la bonellinine, les
sulfolipides, la scopolétine, la pluméricine, I'acide ursolique et le sitostérol .Le polysaccharide
de la gonade de S. nudus aurait une activité anticancéreuse contre le carcinome
hépatocellulaire. D'autres études ont fait état d'un polysaccharide hydrosoluble provenant de
l'intestin de l'oursin et présentant une activité anticancéreuse contre les cellules tumorales
gastriques humaines (SGC-7901) et les cellules d'hépatome (Bel-7402) .Un sulfoquinovosyl
monoacylglycérol isolé de l'intestin de I'oursin a efficacement inhibé la croissance de tumeurs
solides. Divers composés isolés de l'oursin et ayant une activité anticancéreuse sont le 3'-
Sulfonoquinovosyl-1"-monoacylglycérol, le 3'-Azido3'-désoxythymidine, le polysaccharide
sulfaté XB-1, polysaccharide, sulfolipides, stéroides, lipides, peuvent étre trouvés dans

l'oursin de mer signalé comme agent anti-tumoral potentiel l'activité anticancéreuse

(Wulandari et al., 2022).
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ITLI.1. Zone d’étude « Les Aiguades »

Afin d’¢évaluer [Dactivité antibactérienne et antioxydante des oceufs d’oursin
Paracentrotus lividus, nous avons effectué des échantillonnages dans la zone coticre de la

région de Bejaia au niveau d’une station jugée propre « les Aiguades ».

Les Aiguades représentent une petite baie située au centre du parc national de Gouraya
(36° 45' 54.3321" N, 5° 6'10.8931" E) (Fig n°.6). D’apres la définition donnée par le Centre
National de Ressources Textuelles et Lexicales (https://www.cnrtl.fr), elle est ¢loignée de
tout activité industrielle et aménagement urbaine ce qui la caractérise de non polluée. Les
Aiguades sont définies comme une zone rocheuse ou on peut rencontrer plusieurs especes
végétales. Ainsi qu’une faune marine diversifie dont I’espéce Paracentrus lividus est
fréquemment abondante approximativement a une profondeur qui varie de 0.5m allant aux

grandes profondeurs.
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Fig. n°6 : Localisation de la station d’échantillonnage « Aiguades » ( Google Maps).

I1L.2. Récolte du matériel biologique

La collecte de P.lividus a été réalisée au niveau des Aiguades, le 12 avril 2023 entre

8h et 10 h du matin. Plus d’une centaine d’oursins ont été récolté et mis dans des glacicres
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remplies d’eau de mer (Fig.n°7) et transport¢ au laboratoire (Fig.n°8) ou ils ont été

disséqués et nettoyés le jour méme afin d’extraire les gonades.

Fig n°7: Image représentent le transport des oursins.

Fig. n°8 : Oursins Paracentrotus lividus collectés.

IT1.3. Préparation des extraits

Pour réaliser notre étude un extrait aqueux a été préparé selon la méthode rapportée

par Bragadeeswaran et al.(2013), dont les étapes sont:

- Une macération des gonades (100g) faite avec 1’ajout de 128 ml d’eau distillé, suivie

d’une agitation pendant plus 12 heures sur plaque agitatrice sans chauffage
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- Une Filtration de I’extrait sur un papier filtre Whatman®No.1.
- L’extrait obtenu a été évaporé a I’étuve a 40 °C jusqu’a obtention d’une masse constante.
- Puis reconstituée, a une concentration de 100 mg/ml, dans le DMSO a 30% et conservée dans des

flacons fumés a 4°C. En vue d’analyse.

ol

Fig. n°9 : Photographie des gonades femelles de 1’oursin Paracentrotus lividus.

I11.4. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est le rapport entre la masse de 1’extrait obtenue apres
¢vaporation du solvant, et la masse initiale de la matiére soumise a 1’extraction. Il est exprimé

en pourcentage (%) est calculé selon la formule suivante:

( )
Rendement d’extraction (%) = [(P1 - P0)/ E] x 100

PO : poids du cristallisoir vide (g);

P1 : poids du cristallisoir contenant I'extrait apres I'évaporation (g);

E :poids de I’extrait (g).
. J

II1.5. Milieux de culture

En se basant sur les méthodes mises en ceuvre et les souches analysées, nous avons

utilisé deux milieux : la gélose nutritive et la gélose Muller Hinton. Dont la composition est

indiquée en annexe .
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II1.6. Dosage des antioxydants

I11.6.1. Dosages des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé en utilisant la méthode du Folin-
Ciocalteu décrite par Singleton ef al. (1999). Basée sur la réduction en milieu alcalin du
mélange d’acide phosphotunguestique (H3PW204) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMo01,049), conduisant a la formation de produit de réduction de couleur bleue de
tungsténe (WgOy3) et de molybdéne (MogO,3) (Enneb ef al., 2015). Le dosage des

polyphénols totaux a été évalué en référence a (Georgé et al., 2005).

250 pl d’extrait

Additionner 1,25 ml du Folin-Ciocalteu

Agitation et incubation dans I’obscurité a
température ambiante (3 min)

J
Additionner 100 pl de bicarbonate de
sodium (Na,COs)a 7,5 %
J
Agitation et incubation dans I’obscurité a
température ambiante (2 heures)
J
Mesure de I’absorbance a 765nm J

Fig. n° 10 : Protocole du dosage des polyphénols (Georgé et al., 2005).

Les concentrations en composés phénoliques des extraits sont déterminées en se
référant a une courbe d'étalonnage, obtenue avec l'acide gallique (annexe II). Les résultats

sont exprimés en mg équivalents d'acide gallique par g de matiére seche (mg EAG/g MS).

I11.6.2. Dosage des flavonoides

La concentration en flavonoides dans I’extrait a ét¢ mesuré selon la méthode adoptée

par (Quettier-Deleu et al., 2000). Dont les étapes sont comme suit:
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2 ml d’extrait
J
2mld’AlICl; a (2 %)
J
Agitation et incubation dans I’obscurité a
température ambiante (10 min)
J
Mesure a une absorbance de 415 nm
7

Fig. n° 11 : Protocole du dosage des flavonoides (Quettier-Deleu et al., 2000)

Les concentrations en flavonoides sont déterminées en se référant & une courbe
d’¢étalonnage réalisée avec la quercétine (Annexe II). Les résultats sont exprimés en mg
équivalents quercétine par g de matiere séche (mg EQ/g MS).

I11.6.3. Dosage des B-caroténes

L’extraction a été réalisée selon la méthode décrite par (Sass-Kiss et al., 2005). La
poudre de I’extrait (1g) a été additionnée de 10ml du mélange hexane/acétone/éthanol (2/1/1).
Aprés 30min d’agitation et séparation des deux phases, la phase supérieure, de couleur
jaunatre renfermant les caroténoides est récupérée. Le dosage des caroténoides totaux a été
réalisé par spectrophotométrie a 420nm. Les teneurs en caroténoides ont été exprimées en mg
équivalent B-caroténe/100g de matiere seéche (MS). Une courbe d’étalonnage a été¢ préparée

avec du fB-carotene (mg/ml) (Annexe II).

II1.7. Evaluation de P’activité antioxydante

II1.7.1. Activité scavenger du radical DPPH

Afin d'étudier l'activité antiradicalaire de l'extrait de l'oursin, nous avons utilisé la
méthode du DPPH (2,2-Diphényle-1-picrylhydrazyl) qui est un radical relativement stable,
dans ce test, les antioxydants réduisent le diphénylpicrylhydrazyl ayant une couleur violette
en un composé jaune, le diphénylpicryl hydrazine, dont la couleur est inversement
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu & donner des protons

(Sanchez-Moreno, 2002).
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Mise dans des tubes a hémolyse 50 ul des dilutions de I’extrait.
Additionner 2 ml de la solution diluée de DPPH (Absorbance de 0,8 + 0,02);
Incubation du mélange de 30 min et a 1’obscurité.

La variation de 1’absorbance est déterminée a 517 nm.

YV V V VYV VY

Un contrdle contenant du DMSO (30%) et du DPPH a été préparé dans les mémes

conditions.

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH est calculé¢ en utilisant I’équation

suivante :

i % Inhibition DPPH = [(Abs controle — Abs échantillon) / Abs contréle] x100

La concentration inhibitrice a 50% (IC50) est définie comme la quantité
d'antioxydants nécessaires pour diminuer la concentration du radical DPPH initial de 50%
(Ismail et Hong, 2002). Les valeurs de I’'IC50 sont déterminées a partir du tracé graphique de

l'activité par rapport a une gamme de concentration d’extraits.

II1.7.2. Activité scavenger du radical ABTS

Ce test est basé sur la capacité d'un antioxydant a stabiliser un radical cationique
ABTS de coloration bleu-verte en le transformant en ABTS incolore. Par piégeage d'un
proton par l'antioxydant suivant la méthode de (Katalinic ef al, 2006). Le protocole suivi est
celui décrit par (Re et al., 1999).
» Une série de dilutions a été préparée avec du DMSO (30 %).
» Mise dans des tubes a hémolyse 20 pl des dilutions de I’extrait, puis chacune est
additionnée par 2ml d’ABTS.
» Un controle contenant du DMSO (30%) et de ’ABTS a été préparé dans les mémes
conditions.
» Le tout a été agité et incubé pendant six minutes, a température ambiante et a
I’ obscurité.

» Les absorbances ont été mesurées au spectromeétre a 734 nm.

Le pourcentage d’inhibition est calculé selon I’équation ci-dessous :

% Inhibition ABTS = [(Abs controle — Abs échantillon) / Abs controle] x100
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Les valeurs de I'IC50 sont déterminées a partir du tracé graphique de l'activité par

rapport a une gamme de concentration d’extraits.

I11.8. Activité antibactérienne
I11.8.1. Souches cibles

Les microorganismes utilisés pour évaluer ’activité antibactérienne de I’extrait de P.
lividus sont des souches de référence ATCC (American Type Culture Collection) et des

souches de laboratoire. Le tableau III représente les souches bactériennes testées.

Tableau III. Tableau représentatif des différentes souches bactériennes testées.

Souches bactériennes

Souche Référence Gram

SARM ATCC 43300 Positif
Klebsiella pneumoniae *E47 Négatif
Salmonella sp Souches de laboratoire Négatif
Bacillus cereus Souches de laboratoire Positif
Escherichia coli ATCC 25922 Négatif
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Positif

clinique
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Positif
Alimentaire

Enterobacter faecalis ATCC 29212 Négatif
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Négatif
Acinetobacter baumanni ATCC 610 Neégatif

*SARM: Staphylococcus aureus Résistant a la Méthicilline. *Résistant aux quinolones.

Les souches a tester ont été¢ ensemencées dans une gélose nutritive par la méthode des

stries et incubées a 37 °C pendant 24 h.
I11.8.2. Standardisation

L’activité des agents antibactériens est dépendante de la densité de I’inoculum de la

souche cible utilisée, elles constituent donc un élément essentiel afin de garantir la qualité
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des résultats de l'antibiogramme, d’ou I'importance de standardiser la suspension

bactérienne.

L’moculum bactérien a été préparé, a partir d’une culture pure de 18 h a 24 h dans de

I’eau physiologique a 0.9% de Na Cl, pour chaque souche bactérienne.

Préparation de la suspension bactérienne initiale par homogénéisation de cette dernicre
et ’ajuster 4 une DO de 0.08 a 0.13 lue a 625nm contentent environ 108 UFC/ml. Dont

I’opacité est équivalente a une absorbance de 0,5 Mc Ferland.
I11.8.3. Evaluation du pouvoir antibactérien

L’activité antibactérienne des extraits de Paracentrotus lividus est évaluée en utilisant

la méthode de diffusion sur milieu gélosé " méthode de I'antibiogramme".

Dans notre présente étude, le protocole suivi pour réaliser cet antibiogramme, est rapporté
par CA-SFM / EUCAST (2019) suivant ces étapes :

*+ Méthode de diffusion par disque

» Couler des boites de Pétri avec le milieu gélosé Mueller Hinton a une épaisseur de 4
mm.

» Ensemencer les géloses MH, par écouvillonnage, a partir de suspensions de souches
tests de 108 UFC/ml.

» Déposer des disques de papier stériles de 9 mm de diameétres dans les boites de Pétri
ensemencées, puis imprégner avec un volume de 20 pl de Dextrait a différents
concentrations (SM,1/2,1/4, 1/8 : 1/16) :

» Mise des Dboites de Pétri au réfrigérateur a 4°C pendant deux heures pour une
prédiffusion de I’extrait.

» Incubation des boites de Pétri dans une étuve a 37°C/ 24h.

» Mesure des diamétres de zones d’inhibition autour des disques en millimétres apres
incubation.

» Le solvant d’extraction "DMS030%" est utilis€¢ comme témoin négatif.
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Récemment, une grande attention a été portée sur le potentiel thérapeutique des
polyphénols et d’autres micronutriments d’origine marin en raison de leurs multiples bienfaits
pour la santé. Les polyphénols, des composés naturels présents dans divers organismes
marins, possedent des propriétés antioxydantes, antibactériennes et anti-inflammatoires. Les
sources marines renferment également d'autres micronutriments tels que les acides gras
oméga-3, les vitamines et les minéraux, qui ont tous été associés a divers avantages pour la

santé¢ (Khalil ez al., 2022).

IV.1. Rendement d’extraction

Le taux d’extraction ainsi que la nature des composés extraits sont influencés par les
conditions de l'extraction, a savoir le type de solvant, la taille des particules, I’état du matériel
végétal et les conditions thermiques de l'extraction (Naczk et Shahidi, 2006; Lim et
Murtijaya, 2007). Le temps de macération et le volume du solvant sont aussi des parameétres
qui affectent le taux d’extraction (Hayouni ez al., 2007). Il est important de souligner que la
méthode utilisée (le choix des solvants), ainsi que les conditions dans lesquelles 1’extraction
est effectuée (a chaud ou a froid), affectent tous le contenu total en métabolites secondaires, et

par conséquent affecte les activités biologiques méditées par ces métabolites (Lee ef al,
2003).

Dans notre travail, nous avons opté pour I'eau comme solvant d’extraction, car les
solvants polaires donnent de meilleurs taux d’extraction et sont hautement sélectifs pour les

polyphénols (Spigno et al., 2007).

Nos résultats montrent que I’extrait aqueux a un rendement d’ordre 13,32 %.

Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie, car le
rendement n’est que relative et semble étre 1ié aux propriétés génétiques des gonades ainsi
qu’a I’origine géographique, aux conditions et a la durée de stockage de la récolte et aussi aux

méthodes d’extraction appliquées.

En plus de ces aspects quantitatives, quelque soit la méthode d’extraction appliquée
elle doit tenir compte de la qualité d’extrait, autrement dit de la bio-activité de ces principes
actifs. Dans la présente étude, la méthode de macération sous agitation permet d’accélérer le
processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec I’extrait tout en

préservant la bio-activité de ses constituants.
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IV.2. Estimation des composés phytochimiques

Le dosage des composés phénoliques dans les gonades de l'oursin revét une
importance scientifique car il permet de mieux comprendre la composition chimique et les
propriétés bioactives de ces tissus. Ces informations peuvent €tre utiles pour évaluer le
potentiel nutritionnel, médicinal ou fonctionnel des oursins, ainsi que pour étudier les

interactions €écologiques et les roles biologiques des polyphénols dans ces organismes marins.

Les caroténoides sont connus pour leur role dans la protection contre le stress
oxydatif, ainsi que pour leurs effets bénéfiques sur la santé humaine. Les caroténoides sont
des composés organiques naturels qui jouent un réle crucial dans la coloration des organismes

marins, y compris les oursins.

La détermination de la teneur en polyphénols totaux, en flavonoides et en caroténoides
a été¢ estimée par le dosage spectrophotométrique. Le tableau IV indique le profil des

métabolites secondaires ainsi que leurs concentrations.

Tableau IV. Composition phytochimique des gonades de I’oursin P.lividus.

Composés Concentration (mg/g de matiére séche MS)
Polyphénols 5,77 mg EAG/g MS
Flavonoides 1,896 mg EQ/g MS
Caroténoides 1.46 mg EBC/g MS

*EAG: Equivalent d’Acide Gallique ; *EQ: Equivalent Quercetine ; *EBC : Equivalent Beta-Caroténe

IV.2.1. Dosage des polyphénols totaux (TPC).

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé en utilisant la méthode du Folin-
Ciocalteu décrite par (Singleton et al., 1999). L’acide gallique a été utilis€ comme standard et

I‘absorbance a ét¢ enregistrée a 765 nm.

Le taux de phénols totaux est détermin¢ a partir de I’équation de régression linéaire de
la gamme d’étalonnage d’acide gallique : y = =0,011x - 0,063 sachant que le coefficient de

détermination est R* =0,991 (Annexe II).

Le résultat est exprimé en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de

matiere séche (mgEAG/gMS) (Tableau IV).
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Le résultat de notre étude montre que les gonades d’oursin Paracentrotus lividus ont
une teneur en polyphénols totaux d’environ (5,77mg /g). Paradoxalement, I’étude menée par
Chamika ez al., (2021) qui ont utilisé I’extraction a ’eau subcritique a une température de
230°C, un taux plus élevé de polyphénols totaux (22,68 £ 0,05mg GAE/g MS) a été observe
chez I’espece Stomopneustes variolari. Cependant, il convient de noter que la teneur en
polyphénols peut varier en fonction de divers facteurs tels que l'dge, 1'alimentation et
I'environnement de l'organisme étudié ainsi que les méthodes d'extraction et de dosage

utilisées par chaque étude.
IV.2.2. Dosage des flavonoides totaux (CFT)

Le dosage des flavonoides totaux (CFT) a été réalisé selon la méthode au trichlorure
d’aluminium (AICl3) décrite par (Quettier-Deleu ez al., 2000) . La Quercétine a été utilisée

comme standard. L.’absorbance a été lue a une longueur d’onde de 415 nm.

Le taux des flavonoides est déterminé a partir de I’équation de régression linéaire de la
gamme d’étalonnage de la Quercétine (Annexe II), ayant I’équation: y = 0,034x + 0,023 avec
un coefficient de détermination de R? = 0,991. Le résultat est rapporté¢ en milligramme

d’équivalent de la Quercétine par gramme d’extrait sec (mg ER/g d’extrait sec).

La teneur en flavonoides de ’ordre de 1.896 mg/g de I’extrait sec (Tableau IV), estimée
dans I’extrait des gonades d’oursin P./ividus s’est avérée tres faible, comparativement a celle
rapportée par (Chamika et al., 2021) qui a enregistré une teneur de (27,11 = 0,10 mg RE/g)
dans les gonades de I’espéce Stomopneustes variolaris en utilisant la méthode d’extraction a
l'eau subcritique a une température de 230°C. En revanche, la teneur en flavonoides totaux
extraits par l'acétate d'éthyle des gonades de l'oursin violet E. Mathaei , estimée a 3,9 + 0,41

mg BHT/g MS par rapporté par Soleimani et al., (2016), semble plus élevée que la notre.
1V.2.3. Dosage des caroténoides

Il est a noter, que la B-caroténe a été isolée pour la premicre fois des gonades de
I’espéce de Paracentrotus lividus par Lederer en 1935 et elle a ¢t¢é nommée échinenone par

Goodwin et Taha (1950).

La quantification des caroténoides exprimée en milligrammes équivalent -caroténe

par gramme de matiére seche (mg EBC/g MS) est illustrée dans le (Tableau IV).
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Le résultat indique que les gonades de 1’oursin Paracentrotus lividus contiennent une
teneur de 1,46mg/g de caroténoides qui est pauvre par rapport a celle (2.60 = 0.26 mg/100g)
détectée par (Pozharitskaya et al, 2015) dans les gonades d'oursins Strongylocentrotus
droebachiensis. Ce résultat coincide avec celui de (Tsushima ez al., 1995), qui ont trouvé que
I'échinénone et le B-caroténe étaient les caroténoides majeurs dans les gonades de 19 des 20
especes d'oursins examinées. Une étude menée par (Suckling e al.2020) qui a duré 12 mois,
a montré que les niveaux totaux de caroténoides dans l'intestin sont six fois plus élevés que
ceux de la gonade et ceux dans les gonades ont diminué apres (juin-juillet) et ont atteint leur
maximum en octobre. Ces mémes auteurs ont noté que le parameétre couleur est lié a la teneur
en caroténoides en raison de leur constatation qui porte sur: les gonades de couleur plus
foncée (brune/grise) contiennent des niveaux plus élevés de caroténoides totaux que les

gonades de couleur plus claire (jaune pale et orange terne).

L’écart entre nos résultats et ceux rapportés par la littérature en termes de composition
phytochimique, peut étre di a la capacité de détection du test phytochimique (Artini et al.,
2013), aux conditions environnementales différentes et a I'dge des oursins (Sidiqi et al.,
2019). L’espéce ainsi que sa couleur, la maturité de la gonade et la texture peuvent influencer
la teneur en protéines, en lipides, en glucides et en métabolites secondaires, notamment les
caroténoides (Laviola, 2023), ainsi que la méthode d’extraction (le choix des solvants), ainsi
que les conditions dans lesquelles I’extraction est effectuée (a chaud ou a froid) et les facteurs

a savoir ; abiotiques, nutritionnels et qualité¢ de I'eau (Suckling et al., 2020).

IV.3. Activités antioxydantes

Les activités antioxydantes des gonades d'oursin sont étroitement liées a la présence de
molécules telles que les polyphénols, les flavonoides, les caroténoides et d'autres antioxydants

naturels.

Les activités antioxydantes des gonades d'oursin sont principalement liées a leur capa-
cité¢ a neutraliser les radicaux libres et a réduire les dommages oxydatifs dans I'organisme. Les
antioxydants contenus dans les gonades d'oursin peuvent protéger les cellules et les tissus
contre les effets néfastes des radicaux libres, qui sont associés a diverses maladies et au vieil-

lissement prématuré.
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IV.3.1. Activité scavenger du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH)

Cette méthode est basée sur ’utilisation d’un radical libre synthétique le 2,2 diphenyl
1 picryl hydrazyl (DPPHe*) qui est de couleur violette, vire au jaune, en présence de capteurs
de radical libres et se réduit en 2,2 diphenyl 1 picryl hydrazine (DPPH-H), avec un maximum
d’absorbance a 517 nm ( Maisuthiakul ez al., 2007).

Le tableau V et Figure 12 présentés ci-dessous, illustrent 1’activité antioxydante de
I’extrait de gonade d’oursin Paracentrus lividus. La valeur d’ICsy correspond a la
concentration des polyphénols nécessaire pour inhiber ou réduire 50% de la concentration
initiale du DPPH" plus cette valeur est faible plus I’activité antioxydante de la substance testée
est importante (Sabilu et Jafriati, 2022). Cette valeur est calculée a partir de I’équation de

régression linéaire dans le graphe, d’ou ICso=1,95mg/ml.

100
90 - y=1,586x+46,91
80 -
70
60 -
50 A
40
30 A
20 -
10 -

¢ % d'inhibition

radical DPPH

Pourcentage d'inhibition du

0 5 10 15 20 25 30

Les différentes concentration d'extrait

Fig. n° 12: Pouvoir antiradicalaire DPPH de I’extrait de gonade de P.lividus.

D’apres la valeur d’ICsp on conclue que I’extrait de gonade de P. lividus présente une
capacité ¢élevée de piégeage du radical DPPH avec un pourcentage d'inhibition de 97,47%.0n
constate que l’effet scavenger du radical DPPH augmente au fur et a mesure que les

concentrations en extrait augmentent.

Page 29



Chapitre IV Résultats et discussion

Tableau V. Résultats du test d’activité antioxydante par méthode DPPH.

Concentration (mg/ml) | Pourcentage d'inhibition (%) | Valeur ICsy(mg/ml)

100 97,47
50 96,91
25 85,15

12,5 71,98

6,25 57,98 1,95

3,125 56

1,562 48,46

0,781 46

Une étude menée par Archana et Babu (2016) a rapporté que I’extrait méthanoique
des gonades de stomopneustes variolaris (oursin noir) avait une ICs5=57.81 ug ml™' qui est

inferieure a celle de l'extrait de 'oursin obtenu dans notre étude.

Une autre étude présentée par Francis et Chakraborty (2020) a partir des gonades de
Salmacis bicolor posseéde une activité antioxydante lorsqu'il est testé¢ a l'aide des essais de
piégeage DPPH a une valeur ICsp = 1,24 mM . Les résultats obtenus dans notre étude sont
meilleurs a ceux obtenus par Sabilu et Jafriati, (2022) qui a montré que la valeur d’ICsg est de
4460,1505 pg/ml de I’extrait de gonades de Diadema setosum, conclut que I’extrait n’a pas

de potentiel antioxydant car il a une valeur ICs élevée.
IV.3.2. Activité scavenger du radical ABTS

Le test ABTS est un parametre déterminant de 1’activité antioxydante des composés

donneur d’hydrogene (Marc et al., 2004).

Pour se renseigner sur le pouvoir de réduction du radical et la puissance de I’extrait
étudié, nous avons testé une gamme de concentrations de I’extrait. Les résultats du pouvoir
antiradicalaire exprimés en pourcentage d’inhibition du radical ABTS sont illustrés dans la

Figure 13.
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Fig. n° 13: Pouvoir antiradicalaire ABTS de I’extrait de gonade de P.lividus.

Selon les résultats obtenus, la plus part concentrations testés ont présenté un pouvoir
antiradicalaire supérieur a 50% a une concentration de 20mg/ml. La concentration 100mg/ml
a présenté le pouvoir antiradicalaire du radical ABTS avec un pourcentage d’inhibition de

70,82 % montrant ainsi une forte activité antioxydante.

La valeur d’IC50 exprimée mg/ml est représentée dans le tableau VI. Le résultat ob-
tenu montre que l'extrait d'oursin présente une capacité élevée de piégeage de ABTSe, avec
une valeur ICsp= 8,98 mg/ml.

Tableau VI. Résultats du test d’activité antioxydante par méthode ABTS.

Concentration (mg/ml) | Pourcentage d'inhibition (%) | Valeur ICso(mg/ml)
100 70,82
50 63,2
25
59,48
12,5
53,64
6,25 43,92 8,98
3,125 39
1,562
35
0,781 33
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Par contre en comparant aux résultats obtenus par Chamika et al. (2021) portant sur
I’extraction des gonades a I’eau subcrtitique a des température de 110°C, 150°C,190°C,
230°C, leur a permis d’avoir des pourcentage d’inhibition allant de 80% a 91% présentant

une activité antioxydante plus €élevé que celle de nos résultat.

Le Salmachroman est un composé isolé a partir des gonades de I’oursin Salmacis
bicolor et qui ¢’est avéré avoir une activité antioxydante lors des tests de piégeage ABTS

avec une valeur de IC 50 de 1.19 mM (Francis et Chakraborty, 2020).

L‘¢tude de (Wulandari et al., 2022) a rapporté que plusieurs espéces d’oursin

pouvant avoir un potentiel antioxydant.
IV.4. Activité antibactérienne

La résistance aux antibiotiques est un probleme majeur de santé publique et les micro-
organismes marins peuvent y remédier, nous avons étudié in vitro I’activité antibactérienne de
I’extrait des gonades de ’oursin Paracentrotus lividus par la méthode de diffusion en milieu
gélosé en mesurent le diamétre de la zone d’inhibition au tour des disques, la présence ou
l'absence d’une zone d’inhibition expliquerait la sensibilité ou la résistance des germes vis-a-
vis de I’extrait des gonades de I’oursin Paracentrotus lividus étudié. La présence de I’activité
antibactérienne est considérée comme un indicateur de la capacité de des gonades de 1’oursin

de synthétiser des métabolites secondaires bioactifs (Pozharitskaya et al., 2015).

Cette partie est consacrée aux résultats de l'activité antibactérienne de I’extrait des
gonades de 1'oursin Paracentrotus lividus sur 10 souches bactériennes. Ces souches sont
responsables de diverses pathologies chez 'homme et sont aussi des agents d’intoxication

alimentaire.

Les résultats sont exprimés selon trois niveaux d’activité : Résistant : D<9mm,

intermédiaire : 15 mm>D>9 mm et sensible : D>15 mm (Bansemir et al., 2006).

L’activité antibactérienne de 1’extrait des gonades de I’oursin étudi¢ est illustrée dans

le tableau VI.
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Tableau VII. Test de sensibilité des souches contre I’extrait des gonades de 1’oursin.

Diamétre des zones d’inhibition (mm)
SM 12 1/4 1/8 1/16
(100mg/ml)

Pseudomonas aeruginosa 0 0 11+0,01 18+0,01 11+0,02

E.coli 0 0 0 0 0

Enterobacter faecalis 0 10£0,02 0 14+0,01 10,5+0,03

Acinetobacter baumannii 0 11+0,01 14+0,03 11+0,02 10+0,01

Kiebsiella Pneumoniae 0 0 13+0,01 12+0,03 0
Salmonella sp 0 0 12+0,02 12+0,01 10+0,02
Staphycoccus aureus Ali- 0 11,5£0,01 | 110,01 13+0,01 12+0,02

mentaire
Staphycoccus aureus Cli- 17+0,01 20+0,02 0 0 17+0,01
nique
SARM 0 0 0 12,5+0,02 0
Bacillus cereus 13+0,03 14+0,01 16+0,03 0 0

Les résultats obtenus dans le tableau VI indiquent que les bactéries a Gram négatif se
sont avéré les moins sensibles alors que les bactéries a Gram positif sont les plus sensibles.
Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés dans plusieurs publications concernant les
extraits de plantes médicinales ou les bactéries a Gram négatif dévoilent une forte résistance
aux extraits de plantes par rapport aux bactéries a Gram positif (Perry et al., 2004; Murray

etal.,2009; Athamina et al., 2010).

IV.4.1. Activité antibactérienne a I’égard des bactéries a Gram négatif

Pour les bactéries a Gram négatif, on remarque que la souche Acinetobacter
baumannii est la plus sensible aux différentes dilutions avec des diameétres compris entre 10

mm et 14 mm.
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Salmonella sp est résistante a des dilutions plus concentré (SM et 1/2) et sensible aux

restes dilutions avec des diamétres de 10mm et 12 mm.

Enterobacter faecalis a marqué une sensibilit¢ de 10mm, 14mm et 10,5mm aux

dilutions 1/2, 1/8 et 1/16 respectivement. Et aucune sensibilités pour le reste des dilutions.

Pseudomonas aeruginosa n’a présenté¢ aucune zone d’inhibitions aux dilutions SM et
1/2 et marque une sensibilité pour les extraits moins concentré avec des diameétres allant de
Ilmm a 18mm.

Klebsiella Pneumoniae a marqué une sensibilité de 13mm et 12mm aux dilutions 1/4

et 1/8 et aucunes sensibilités pour le reste des dilutions.

Pour E.coli elle ne présente aucune sensibilité pour I’extrait aux différentes

concentrations.

Shushizadeh et al., (2019) ont rapporté que tous les extraits de l'intestin, des gonades,
des tests, de la coquille et des épines d'Echinometra mathaei ont montré une activité
bactérienne contre les bactéries Gram négatif (E.coli et Pseudomonas aeruginosa). Par contre

I’étude de (Zuber, 2016) n’a révél¢ aucune activité contre 1’espéce bactérienne E.coli.

Alors que des études antérieures ont confirmé que les extraits d'échinochrome A et de
spinochrome C de diverses espéces d'oursins tropicaux étaient efficaces pour détruire la

souche de Pseudomonas, et de E.coli ( Soleimani et al., 2022).

Page 34



Chapitre IV

Résultats et discussion

Enterobacter faecalis

Klebsiella Pneumoniae

Acinetobacter baumannii

Salmonella sp

Fig. n° 14: Photographie des zones d’inhibitions obtenues par I’extrait contre les

souches a Gram négatif
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IV.4.2. Activité antibactérienne a I’égard des bactéries a Gram positif

Pour les bactéries G+, on remarque que Staphycoccus aureus Alimentaire est la
souche la plus sensible aux différentes dilutions avec des diametres compris entre 11 mm et

13 mm.

Les résultats ont également montré que Staphycoccus aureus Clinique est aussi tres
sensible au contacte avec l'extrait, avec des zones d’inhibition allant de 17mm a 20mm tandis

que I’extrait ne représente aucune activité aux dilutions 1/4 et 1/8

Pour les souches SARM aucune zone d’inhibition n’a été retrouvée aux dilutions SM,
1/2,1/4 et 1/16. Par contre la souche est sensible a la dilution 1/8 avec un diamétre de

12,5mm.

Une activité contre Bacillus cereus est remarquée avec les extraits aux dilutions SM,
1/2 et 1/4 avec des diameétres de 13, 14 et 16 respectivement. En revanche I’extrait a 1/8 et
1/16 n’a marqué aucune zone d’inhibition.

I’étude de (Zuber, 2016) n’a révélé aucune activité contre Kocuria rhizophila hors

que, I’étude de (Soleimani ef al., 2022) a révélé des zones d’inhibitions contre B. subtilis.

Une étude sur D. setosum (L'oursin-diadéme) a montré une activité contre S. aureus
(Rompas et al., 2022) par contre I’étude de Sidiqi ef al., (2019) a enregistré qu’aucune zone

d'inhibition ne s'été formée dans l'extrait méthanolique de gonade de D. setosum.
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Bacillus cereus

Staphycoccus aureus Clinique

Fig. n° 15: Photographie des zones d’inhibitions obtenues par I’extrait contre les

souches a Gram positif

Les résultats ont clairement montré une activité antibactérienne des gonades d'extrait
d'oursins Paracentrotus lividus contre les bactéries a gram positif et négatif testées. Nos
résultats sont en accord avec (Shushizadeh et al., 2019), qui ont clairement montré la forte
activité antimicrobienne du test et des €pines des extraits d'oursins du golfe Persique contre
diverses bactéries Gram-positives et Gram-négatives. Des résultats similaires on été observé
dans I’étude de (Bragadeeswaran ef al., 2013).

Les bactéries a Gram négatif se sont avérées les plus résistantes contrairement aux
bactéries a Gram positif qui sont sensibles. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés

dans plusieurs publications concernant les extraits de plantes médicinales et de fruits de mer
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(Perry et al., 2004; Murray et al., 2009; Athamina et al., 2010; Zuber, 2016;
Shushizadeh ez al., 2019).

Cette différence peut étre due aux différences morphologiques entre les bactéries a
Gram négatif et les bactéries a Gram positif. Outre la couche peptidoglycane; la paroi des
bactéries a Gram négatif présente trois structures polymériques externes ou liées au
peptidoglycane: des lipoprotéines, une membrane externe et lipopolysaccharides qui sont
attachés a la membrane externe. Ces ¢€léments rendent la paroi cellulaire imperméable au
passage des solutés liposolubles. Quant aux porines situées au niveau de la membrane externe,
elles permettent le passage uniquement de petites molécules hydrophiles (600 dalton) (Perry
et al., 2004; Athamina et al., 2010). De plus, selon Shan et al(2007), la membrane des
bactéries a Gram négatives se trouve associée a des enzymes dans l'espace périplasmique qui
sont capables de détruire les molécules intruses (a travers les porines). Les bactéries a Gram
positif sont plus sensibles aux agents antibactériens car elles possedent uniquement le
peptidoglycane qui ne constitue pas une véritable barriere sélective a ces composés (Arias et
al., 2004).

Certains résultats obtenus ne sont pas forcement identique par rapport au autres
recherches, plusieurs raisons peuvent expliquer cette différence, notamment le processus de
séchage de l'extrait (Tee et al, 2017), la taille et le sexe des gonades extraites
(Darsono,1986), la résistance bactérienne (Pfaller, 2012) et la concentration des molécules

bioactives trop faibles (Ariyanti et al., 2012).

Plusieurs facteurs peuvent étre a I’origine de la différence entre nos résultats et ceux
rapportés dans des études antérieures. Parmi ces facteurs, la variabilité intraspécifique de la
production de métabolites secondaires liée a des variations saisonnicres ( Rajasulochana et
al., 2009). Plusieurs auteurs ont expliqué que les différences entre les résultats sont dues aux
protocoles et aux solvants d’extraction ainsi qu’a la différence des méthodes utilisées
(Karabay-Yavasoglu et al., 2007; Kandhasamy et Arunachalam, 2008; Abou-Elela et al.,
2009).

Les résultats obtenus ont montré que l'inhibition de la croissance bactérienne était
dépendante de 3 facteurs, a savoir les bactéries utilisées, la nature de I'extrait testé et sa
concentration. Cependant, les extraits sont des mélanges complexes de nombreux composés
et leurs fractions actives peuvent étre trés faibles. D'autres recherches devraient se
concentrer sur les tentatives de purification du composé actif pour élucider sa structure

chimique (Aouissi, 2018).
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Le dosage des antioxydants a révélé la présence des polyphénols et flavonoides dans
l'extrait avec des teneurs importantes (Polyphénols et flavonoides). Ces composés sont
connus pour leurs activités antibactériennes; ce qui pourrait expliquer le pouvoir
antimicrobien d'extrait de 'oursin (Freddy et al, 2006; Aleksic et Knezevic, 2014; Zuber,
2016; Shushizadeh et al., 2019).

Selon (Chen et al., 2010), les polyphénols et les flavonoides présentent des activités
antimicrobiens sur des pathogeénes. Havsteen, (2002) a noté que la plupart des souches
bactériennes couramment rencontrées chez 'Homme sont éliminées par les flavonoides.
L'effet bactéricide des flavonoides peut bien étre le résultat d'une perturbation métabolique.

Cette partie a permis de mettre en évidence les propriétés antibactériennes de I’extrait
des gonades de Paracentrotus lividus étudié. Les résultats obtenus révelent la présence des

principes actifs antibactériens qui exercent des effets inhibiteurs.

IV.5. Intérét de I’étude

Les oursins possédent de nombreuses propriétés biologiques intéressantes, dont

certaines sont liées a leurs activités antibactériennes et antioxydantes.

Une activité antibactérienne a été détectée dans des extraits de plusieurs tissus
d’oursins (Brasseur et al., 2017), cette activité peut étre attribuée a la présence de divers
composés bioactifs dans leur organisme, tels que Les pigments quinonoides qui sont situés
dans la coquille des oursins, et qui peuvent avoir évolué pour la protection contre les
pathogénes (Haug et al., 2002; Brasseur ef al., 2017). Offrant ainsi une certaine protection

contre les infections (Bragadeeswaran et al., 2013).

En outre, les recherches établies par Qin et al. (2011) ont démontré que les gonades de
I’oursin Paracentrotus lividus contiennent une activité antioxydante. De plus, il a été prouvé
que les molécules bioactives extraites des gonades d'oursins sont de puissants antioxydants
dans la peroxydation des lipides et les systémes alimentaires (Kuwahara et al ., 2009;
Kuwahara et al .,2010). Les antioxydants présents dans les oursins peuvent donc contribuer a

prévenir ces problémes de santé en protégeant les cellules contre les dommages oxydatifs.

C’est pour cela que notre présente étude a été réalisée afin de rechercher les propriétés
antibactériennes et antioxydantes de 1’oursin violet Paracentrotus lividus.
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Conclusion et perspectives

Conclusion

Ce travail indique la richesse potentielle des gonades de I’oursin Paracentrotus lividus
en molécules bioactives. La présente ¢tude s’intéresse au dosage des antioxydants des
échantillons de gonades d’oursin P. lividus récoltée dans les régions des Aiguades de la
wilaya de Bejaia, et de leurs activité antioxydante ainsi qu’a I’évaluation de Dactivité
antibactérienne, vis-a-vis des souches bactériennes Gram positives et Gram négatives.
L’extrait de gonades a été obtenu par macération suivie d’une évaporation a 1’étuve a jusqu’a
obtention d’une masse constante, un rendement de 1’ordre de 13.32% a ¢été obtenu. Le
screening phytochimique de I’extrait de gonades a révélé des teneurs en polyphénols de
(5,77 mg EAG/g MS ), en flavonoides de (1,896 mg ER/g MS) et en caroténoides de (1.46
mg EBC/g MS). L’évaluation de I’activité antiradicalaire a confirmé les propriétés puissantes
des extraits de gonades a piéger les radicaux libres DPPH et ABTS. Les résultats obtenus ont
montrés une activité antioxydante avec des concentrations d’inhibition a 50% (IC50) de
1,95mg/ml pour test DPPH et de 8.98 mg/ml pour le test ABTS. L’extrait étudié a montré
également une activité antibactérienne variable contre les souches bactériennes testées,
certaines souches se sont révélées avoir une sensibilité envers 1’extrait, tandis que E.coli a
révélé étre résistant aux différentes concentrations de I’extrait. Ce travail suggére que les
gonades d’oursin pourraient étre explorées plus en avant pour ses propriétés potentielles
contre les agents pathogénes humains. En perspective, dans une étude plus approfondie il sera

mtéressent de;

» Varier les méthodes d’extraction a fin d’obtenir des meilleurs rendements.

» Doser et purifier des molécules bioactifs responsables des différentes activités
biologiques.

» Evaluer ’activité antibactérienne par CMI.

» FEtudier Iactivité antibactérienne sur une large gamme de souches pathogénes et
résistantes aux antibiotiques.

» Evaluer Activité antifongique.

Y

Réaliser des synergies de I’extrait avec des antibiotiques.

» Evaluer les propriétés biologiques des gonades d’oursin in vivo.
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Annexe I

Tableau : Composition des milieux de culture

Milieu Compositions

Gélose nutritive Extrait de viande .......ccoevviiiiiniiiiiiiniiiiiiieiiinicinnioinnecnns 1g
Extraitde levure .....cccviiiiiiiiiiniiiiinniiiiinniiiinniceinnsecsnnnes 2,5¢g
Peptone ....coiiiniiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiintiiiinsiiiinstictensson S5¢
Chlorure de SOdium ......covvuviiiinniiiiiniieiinnieeiinsscsennscscnnsens S5¢g
. N 1 s N 1 15¢g
Eau distillé ......cccvvviiniiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinaee 1000ml
pH=7

Gé¢lose Muller Infusion de viande de beeuf (déshydratée) ...........ceu.ee.e... 300g

Hinton Hydrolysat de caséine .......ccccoveviueineiiniieiiecineiiecieninenn 17,5¢g
2 N 111 15 11 1 1,50¢g
W N2 ) o ¥ . 1 17¢g
Eau distillé.......cccovvviiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieennne. 1000ml

pH=175




Annexes

Annexe I1

Les courbes d’étalonnages

1. Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux
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Abs 420nm

1,2
. .

: y=3,622x% + 0,050
0,8 ¥ R?=0,999
0,6 '

0,4 o
F
0,2 P
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

B-caroténe mg/mL



Résumé

L’oursin Paracenrotus lividus est un échinoide comestible retrouvé en grande
abondance sur les cotes méditerranéennes. Le but de notre étude est d’évalué I’activité
antioxydante et antibactérienne de I’extrait des gonades de I’oursin Paracentrotus lividus vis-
a-vis de 10 souches de référence. L’extrait a ét€ obtenue par macération avec un rendement de
13.32%. Une analyse phytochimique par le dosage spectrophotométrique a permis de mettre
en évidence la présence de polyphénols (5,77 mg EAG/g MS), de flavonoides (1,896 mg ER/g
MS), et de caroténoides (1.46 mg EBC/g MS). L’activité antioxydante a été estimée par les
tests antiradicalaires : DPPH et ABTS, dont la concentration inhibitrice a 50% (IC50) du test
DPPH est notée a une valeur de I’ordres de IC50= 1,95mg/ml et IC50 du test ABTS a (8.98
mg/ml). L’effet antibactérienne a été¢ évalu¢ par la méthode de diffusion sur milieu gélosé,
l'extrait a montrée une activité antibactérienne sur tout les souches excepté pour la souche
E.coli ATCC 25922. Les résultats ont clairement montré une forte activité antibactérienne des
gonades d'extrait d'oursins Paracentrotus lividus contre les bactéries a gram positif et négatif
testées.

Mots clés: Paracentrotus lividus, substances bioactives, activité antibactérienne,activité
antioxydante.

Abstract

The sea urchin Paracenrotus lividus is an edible echinoid found in great abundance on
Mediterranean coasts. The aim of our study was to evaluate the antioxidant and antibacterial activity
of sea urchin Paracentrotus lividus gonad extract against 10 reference strains. The extract was
obtained by maceration, with a yield of around 13.32%. Phytochemical analysis by
spectrophotometric assay revealed the presence of polyphenols (5.77 mg EAG/g MS), flavonoids
(1.896 mg ER/g MS), and carotenoids (1.46 mg EBC/g MS). Antioxidant activity was assessed by the
DPPH and ABTS free radical scavenging assays, with the 50% inhibitory concentration (IC50) of the
DPPH assay noted at a value of the order of IC50= 1.95mg/ml and IC50 of the ABTS assay at (8.98
mg/ml). The antibacterial effect was assessed by the agar diffusion method. the extract showed
antibacterial activity against all strains except E.coli ATCC 25922. The results clearly demonstrated
the high antibacterial activity of Paracentrotus lividus sea urchin gonads against the gram-positive and
gram-negative bacteria tested.

Key words: Paracentrotus lividus, bioactive substances, antibacterial activity, antioxidant activity.
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