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Avant-propos

Depuis le début de cette thése en 2014 a aujourd’hui, la classification des "concombres de
mer"” a connu plusieurs mises a jour di aux révisions systématiques par le biais de nouvelles
techniques tel que la phylogénie moléculaire. Les anciennes classifications des Holothuroidea
sont confirmées et parfois revues et corrigées, c’est le cas de 1’ordre Aspidochirotida, qui de-
puis 2018 a été remplacé par 1’ordre Holothuriida. Du fait que cette nouvelle classification est
acceptée par les bases de données taxinomiques modernes comme WoRMS (Registre mondial
des espéces marines), nous avons utilisé tout le long de cette thése le nouvel ordre "Holothu-
riida” et vue qu’on ne peut changer le titre intiale de la thése (selon les recomandations de la
VRPG de I'université de Mostaganem), nous proposons de changer I’ordre "Aspidochirotes”
mentionné dans le titre initial par 1’ordre "Holothuriida”. Ainsi il est souhaitable de changer le
titre de la these de : "Gestion et valorisation du stock d'holothuries Aspidochirotes de la cote
Ouest Algérienne (Mostaganem)” a : "Gestion et valorisation du stock d'holothuries de 1’ordre

des Holothuriida de la cote Ouest Algérienne (Mostaganem)”
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Résumé

Les holothuries ou "concombres de mer" sont des invertébrés marins d’une grande impor-
tance écologique, économique et nutritionnelle. 1ls sont trés appréciés par les peuples d’Asie
et de ’Extréme-Orient d0 & leurs nombreux effets bénéfiques sur la santé humaine. Dans cer-
tains pays d’Asie, les holothuries constituent la ressource halieutique la plus importante et
leurs transformations en "béches-de-mer" (produit sec) est florissante. Récemment, la péche
aux "concombres de mer" est en train d'émerger en Méditerranée en raison de 1’effondrement
des stocks de I’Indo-Pacifique. Afin promouvoir le potentiel économique, nutritionnelle et
nutraceutique de quatre especes de "concombres de mer" [Holothuria poli (Delle Chiaje,
1824), H. tubulosa (Gmelin, 1791), H. arguinensis (Koehler et VVaney, 1906), et H. sanctori
(Delle Chiaje, 1823)], récoltées sur cing stations de la cote ouest Algérienne [Stidia et Had-
jadj (Mostaganem) ; Port de Kristel, Port d’Oran, et Cap Falcon (Oran)], nous avons réalisé :
1) une étude biométrique sur des échantillons frais afin d’estimer la taille, le poids et
I’épaisseur du tégument ; 2) une transformation en "béche-de-mer" et une digestion a la tryp-
sine afin d’estimer leurs valeurs nutritionnelles ; 3) Une estimation de la composition ap-
proximative de la paroi du corps, du profil lipidique et de 1’activité inhibitrice de I'enzyme de
conversion de I'angiotensine (ECA) ; 4) une élaboration de nanoliposomes et encapsulation
des peptides en utilisant des phospholipides obtenus a partir de la méme source ; 5) une carac-
térisation physico-chimique des nanoliposomes et des peptides ; 6) des analyses in vitro afin
d’estimer la cytotoxicité des nanoliposomes sur des cellules mésenchymateuses humaines
(CMSs).

Les résultats obtenus ont montré que malgré que la taille et le poids des quatre "concombres
de mer" soient inférieurs a ceux des especes Indo-Pacifique, leur valeur nutritionnelle reste
néanmoins importante, car leur tégument est facilement digéré par la trypsine. Ces résultats
ont démontré une teneur élevée en protéines (49,26-69,34 %), et un profil lipidique impres-
sionnant constitué de 27 acides gras, principalement composés d'acides gras polaires (91,16-
93,85 %), avec une teneur élevée en acides gras polyinsaturés (AGPI) (50,90-71,80 %), en
particulier l'acide eicosapentaénoique (EPA) (5,07-8,76 %) et l'acide docosahexaénoique
(DHA) (4,86-7,25 %). Une quantité élevée de phospholipides a également été retrouvee
(55,20-69,85%), principalement composée de phosphatidylcholine (PC) (51,48-58,56%).
Leurs fractions peptidiques présentent une forte activité inhibitrice de 'ECA (Clso 0,30-0,51
mg/mL). Nos résultats ont également montré que les nanoliposomes n'induisent pas de cyto-
toxicité et de mort cellulaire dans les CMSs humaines et aucune perturbation de la proliféra-
tion n’est observee pour toutes les concentrations testées, ainsi que les nanoliposomes et hy-
drolysats (HTS) combinés a une concentration de 0,1 mg/mL. Les quatre especes de "con-
combres de mer" ont un réel potentiel comme nutraceutique, car ils représentent une nouvelle
source de protéines, d'oméga-3, d'oméga-6, et de peptides bioactifs.

Mots clés : "concombres de mer" ; "béche-de-mer" ; valorisation ; AGPI ; peptides ; ACE ;
nanoliposome ; phospholipides ; cte ouest algérienne.



Abstract

Holothurians or "sea cucumbers™ are marine invertebrates of great ecological, economic and
nutritional importance. They are highly valued by Asian and the Far East due to the many
beneficial effects they have on human health. In some Asian countries, “sea cucumber"” are
the most important fisheries resources and their transformation into a dry product or "béche-
de-mer" is flourishing. Recently, the "sea cucumber” fishery is emerging in the Mediterranean
due to the collapse of Indo-Pacific stocks. In order to promote the economic, nutritional and
nutraceutical potential of four species of "sea cucumbers™ [Holothuria poli (Delle Chiaje,
1824), H. tubulosa (Gmelin, 1791), H. arguinensis (Koehler et Vaney, 1906)] and H. sanctori
(Delle Chiaje, 1823)], harvested from three stations of the Algerian west coast [Stidia and
Hadjadj, (Mostaganem) ; Kristel harbor, Oran Harbor, and Falcon Cap,(Oran)] we realized :
1) a biometric study on fresh samples in order to estimate the size, weight and thickness of the
body wall; 2) a transformation into "béches-de-mer“and a trypsin digestion in order to esti-
mate the nutritional value of "béches-de-mer"; 3) an estimation of the approximate composi-
tion of the body wall, the lipid profile and the inhibitory activity of the angiotensin converting
enzyme (ACE); 4) elaboration of nanoliposomes and encapsulation of peptides using phos-
pholipids obtained from the same source; 5) physico-chemical characterization of nanolipo-
somes and peptides; 6) in vitro analyses to estimate the cytotoxicity of nanoliposomes on hu-
man mesenchymal cells (MSCs).

The results obtained showed that although the size and weight of the four "sea cucumbers™ are
lower than those of the Indo-Pacific species, their nutritional value nevertheless remains im-
portant, because their integument is easily digested by trypsin. The results demonstrated a
high protein content (49,26-69,34%), and an impressive lipid profile of 27 fatty acids, mainly
composed of polar fatty acids (91,16-93,85%), with a high content of polyunsaturated fatty
acids (PUFAs) (50,90-71,80%), in particular eicosapentaenoic acid (EPA) (5,07-8,76%) and
docosahexaenoic acid (DHA) (4,86-7,25%). A high amount of phospholipids was also found
(55,20-69,85%), mainly composed of phosphatidylcholine (PC) (51,48-58,56%). Their pep-
tide fractions had strong ACE inhibitory activity (ICso 0,30-0,51 mg/mL). The results also
showed that nanoliposomes do not induce cytotoxicity and cell death in human MSCs and no
disturbance of proliferation was observed at all concentrations tested, as well as nanolipo-
somes and hydrolysates (HTS) combined at a concentration of 0,1 mg/mL. The four sea cu-
cumbers have real potential as a nutraceutical as they represent a new source of protein, ome-
ga-3, omega-6, and bioactive peptides.

Keywords : "sea cucumber” ; "béche-de-mer" ; valorization ; PUFA ; peptides; ACE ; nano-
liposome ; phospholipids ; Algerian west coast.
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Introduction

Les holothuries ou "concombres de mer" sont des invertébrés marins a corps mou appartenant
au phylum Echinodermata, ils présentent des formes variées, et leur taille va de 2 mm
(Broszeit et al., 2010), a plus de 2 m a I’état de relaxation [cas de 1’holothurie apode de I’ile
de la Réunion Synapta maculata (Flammang et Conand, 2004)]. lls se démarquent des autres
échinodermes par I’existence d’un endosquelette constitué par des sclérites (ou spicules). Ce
sont des pieces microscopiques formées a base de calcaires et éparpillées dans les couches
dermiques du corps (in Mezali, 2008). Les "concombres de mer" sont bien connus pour leurs
nombreuses caractéristiques étonnantes telles que : I’auto-eviscération (Garcia-Arraras et
Greenberg, 2001), l'alimentation par suspension anale (Jaeckle et Strathmann, 2013),
I’autotomie (perte d’une partie du tégument) (Kropp, 1982). lls constituent 1’'une des compo-
santes les plus importantes et les plus abondantes des communautés benthique (Purcell et al.,
2016), avec plus de 1716 espéces appartenant a 160 genres et 25 familles, 70 especes sont
actuellement exploitées sur les marchés commerciaux et dans l'aquaculture (Smiley, 1994 ;
Pawson, 2007 ; Navarro, 2012 ; Xu et Zhao, 2015 ; Pangestuti et Arifin, 2018). On les re-
trouve dans presque tous les milieux marins benthiques, y compris les régions polaires
(O'Loughlin et al., 2010), et la tranchée océanique profonde (Gallo et al., 2015). En méditer-
ranée, les "concombres de mer" sont les principaux représentant du compartiment benthique
de I’écosystéme a Posidonia oceanica (Harmelin et al., 1980 ; Francour, 1990 ; Mezali,
2008 ; Mezali et Francour, 2012). Ces organismes benthiques participent de maniere considé-
rable au recyclage et a la reminéralisation de la matiére organique, créant un “turnover” im-
portant ; ils ont un role essentiel dans le réseau trophique détritivore de 1’écosystéme a Posi-
donia oceanica, et dans I'oxygénation du substrat meuble (Zupo et Fresi, 1984 ; Mezali et al.,
2006 ; Mezali et al., 2013 ; Belbachir et al., 2014 ; 2019). Les "concombres de mer" sont tres
appréciée par les peuples d’Asie et d’Extréme-Orient, ils sont utilises depuis des milliers
d’années dans la médecine traditionnelle comme aliment fonctionnel et tonique (Afkhami et
al., 2012).

Les "concombres de mer" sont principalement récoltés en Chine et dans d'autres pays du Sud-
Est asiatique (Ferdouse, 1999 ; To et Shea, 2012). La péche et ’exportation de leur forme
séchée non périssable relévent d’une tradition déja bien établie (Purcell, 2017). Les cueilleurs
capturent généralement des “"concombres de mer” a la main, a la lance, a I'namecon, au filet

en pataugeant, en plongeant avec un masque-tuba, ou avec un scaphandre autonome (Ander-
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son et al., 2011). Ils sont consommeés crus ou apres une preparation trés simple. Ils sont pro-
POSEs aux consommateurs apres avoir été éviscerés, puis portés a ébullition, et enfin séchés a
I’air (Jangoux, 2014). Le produit sec ainsi obtenu est commercialisé sous plusieurs noms :
"béche-de-mer" ou de "trépang" (Macknight, 1976).

Ces organismes continuent a étre exploités a grande échelle, et leur industrie est en plein es-
sor depuis les annees 1980 en raison de l'intérét croissant pour leurs propriétés nutritionnelles,
biologiques et pharmaceutiques. (Fawzya et al., 2015 ; Shi et al., 2016 ; Li et al., 2019). L'ef-
fondrement des stocks d'holothuries a imposé des moratoires sur la péche ou les exportations
dans 39% des pécheries d'holothuries dans le monde (Robinson et Lovatelli, 2015), sans ga-
rantie que les stocks se rétabliront a I'avenir. La surexploitation entraine le risque d'extinction
des espéces les plus rentables. Les marchés asiatiques sont a la recherche de nouvelles es-
péces cibles provenant principalement de la mer Méditerranée et de I'océan Atlantique nord-
est (Gonzélez-Wanguliemert et al., 2014 ; 2015 ; 2016). Selon INFOPESCA et FAO (2013),
certains pays européens exportent également les holothuries, comme la Grece, I'Espagne et la
France. Les nouvelles especes cibles avec un intérét commercial en Méditerranée sont Holo-
thuria tubulosa (Gmelin, 1788) et Holothuria poli (Delle Chiaje, 1823), deux especes endé-
miques en mer Méditerranée (Mezali et al., 2006 ; Valente et al., 2015), ainsi que 1’espece
herculéenne Holothuria arguinensis (Koehler et VVaney, 1906), présente dans I'Atlantique du
Nord-Est et qui s’est introduite en Méditerranée par le détroit de Gibraltar (Borrero-Pérez et
al., 2011 ; Gonzalez-Wanguemert et Borrero-Pérez, 2012 ; Mezali et Thandar, 2014).

Les holothuries ont aussi fait I'objet d'une attention particuliére en raison de la présence dans
leurs corps de biomolécules qui présentent des avantages pour la santé humaine. Parmi ces
biomolécules citons : 1) les sulfates de chondroitine (Mou et al., 2018) ; 2) les sulfates de
fucan (Ustyuzhanina et al., 2018) ; 3) les polysaccharides (Zhong et al., 2019) ; 4) les glyco-
sides triterpenes (saponines) (Caulier-Mezali et al., 2016). Ces quatre biomolécules ont des
applications dans l'industrie pharmaceutique en raison de leur large panel de bioactivités,
telles que des activités antibactériennes, antifongiques, antiprotozoaires, anti-inflammatoires,
anticoagulantes, antitumorales, antioxydantes et antivirales (Martins et al., 2014 ; Shi et al.,
2016 ; Pangestuti et Arifin, 2018) ; 5) les peptides (Sila et Bougatef, 2016), inhibiteurs de
I'enzyme de conversion de lI'angiotensine (ECA) (Sadegh Vishkaei et al., 2016 ; Chim-Chi et

al., 2017 ; Dewi et al., 2020), et 6) des acides gras polyinsaturés (AGPI) a longue chaine qui
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jouent un réle essentiel dans les activités métaboliques (Anisuzzaman et al, 2019), les mala-
dies coronariennes, l'arthrite, la cicatrisation des plaies et la coagulation du sang (Abdulrazaq
etal., 2017 ; Rao, 2018 ; Harris et al., 2019).

En Algérie, les holothuries sont exploitées a trés petite échelle (principalement comme appats
de péche), mais récemment, il a été révelé I'existence d'un réseau naissant de pécheurs qui
transforment les "concombres de mer" en "béche-de-mer” par eux-mémes (Mezali et al.,
2014; Mecheta et al., 2019 ; Neghli et al., 2019 ; Mezali et Slimane-Tamacha, 2020).

Afin de promouvoir le potentiel économique, nutritionnelle et nutraceutique de quatre espéces
de "concombres de mer"[Holothuria poli, H. tubulosa, H. arguinensis, et H. sanctori], récol-
tées dans la cOte ouest Algérienne, nous avons réalisé : 1) une étude biométrique sur des
échantillons d’holothuries frais afin d’estimer la taille, le poids, et 1’épaisseur du tégument; 2)
une transformation en "béche-de-mer" et une digestion a la trypsine afin d’estimer la valeur
nutritionnelle des béches-de-mer; 3) Une estimation de la composition approximative de la
paroi du corps des échantillons lyophilisés, de leur profil lipidiques et de I’activité inhibitrice
de I'enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA); 4) une élaboration de nanoliposomes et
encapsulation des peptides en utilisant des phospholipides obtenus a partir des quatre especes
d’holothuries ; 5) une caractérisation physico-chimique des nanoliposomes et des peptides et
6) des analyses in vitro afin d’estimer la cytotoxicité des nanoliposomes sur des cellules mé-

senchymateuses humaines (CSMs).
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I.1. L’embranchement des Echinodermes

1.1.1. Généralités

Les échinodermes sont un des plus anciens groupes du monde animal apparus dés le Cam-
brien, ils étaient alors asymétriques ou bilatéraux (Guille et al., 1986). Le terme échinoderme
provient du grec « Echinodermata » et signifie « peau épineuse » (Echino = épineux ; Derme
= peau) (Lambert, 1997), ceci en raison des structures calcaires épineuses que 1’on retrouve

dans leur peau (Samyn et al., 2006).

Les échinodermes comptent environ 7000 espéces, qui se distinguent par trois caractéristiques

principales :

e Une symétrie pentalatérale parfois masquée par une symétrie bilatérale superpo-
sée (Guille et al., 1986) ;

e Un squelette interne calcaires (squelette sous-épidermique formé de plaques ou spi-
cules calcaires (Guille et al., 1986) ;

e Un appareil aquifere appelé systéme ambulacraire formé d’un systéme de canaux in-
ternes connectés a des extensions externes, permettant principalement le mouvement
et la nutrition des échinodermes (Guille et al., 1986 ; Lambert, 1997 ; Samyn et al.,
2006).

Le phylum Echinodermata figure entre les invertébrés marins les plus connus, également le
seul embranchement uniquement marin, réparti en cinq classes trés différentes d’aspect : les
étoiles de mer (Asteroidea), les ophiures (Ophiuroidea), les oursins de mer (Echinoidea), lys
de mer (Crinoidea), et les holothuries ou "concombres de mer” (Holothuroidea) (Baker et al.,
1986 ; Guille et al., 1986 ; Calva, 2002). Les cinq classes constituent des groupes monophylé-
tiques. Les Crinoidea représentent la ligne évolutive la plus ancienne, les autres classes sont
étroitement apparentées formant le sous-embranchement Eleutherozoa. Les Holothuroidea et
les Echinoidea forment le groupe Echinozoa. Les liens de parenté entre les Asteroidea et les
Ophiuroidea restent floues, mais les derniéres études semblent indiquer que les astérides et les

ophiures forment le groupe Asterozoa (Samyn et al., 2006) (Figure 1).
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Figure 1. Classification des échinodermes selon Cary et Hinman (2017 modifiée).
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1.2. Les holothuries
1.2.1. L'évolution des holothuroides

Les holothuries remontent a 1’¢re 1’ordovicien inferieur, et plus de 460 millions d’années
d’évolution leur ont fallu pour arriver au stade de développement actuel (Gilliland, 1993 ; Reich,
1999 ; 2001). Les spicules endosquelettiques fossilisés représentent une base d’informations sur les
fossiles d’échinodermes, ainsi que sur 1’évolution des holothuroides (Croneis et Cormack, 1932 ;
Frizzell et Exline, 1955 ; Gilliland, 1993). Selon Fell (1965), le premier "concombre de mer” aurait
évolué de I’Helicoplacus au Cambrien (-541 a -485,4 millions d’années) ou de 1'Eothurie a 1'0Ordovi-
cien (-485,4 a -443,4 millions d’années). L’Helicoplacus est grélé, recouvert de petites spicules en
spirale, et possede des épines (sclérites spécialisés pointus). L'Eothurie est composée de spicules
similaires a ceux des Ypsilothuriidae de Dactylochirotida. Plusieurs études se sont concentrées sur
I'évolution des spicules des holothuries. Rowe (1969) a considéré que les spicules en forme de
plaques et boutons se sont développés a partir de spicules en forme de rosettes et de batonnets, mais
Deichmann (1958) et Levin (1999) ont déduit que les plaques et les boutons étaient la forme ances-

trale des spicules (Figure 2).

L’arrivée de nouvelles techniques d’analyses moléculaires, a facilit¢ la compréhension de
I’évolution des holothuries. Kerr et al. (2005) ont étudié la phylogénie moléculaire de huit espéces
au sein de I’ordre des Holothuriida (anciennement appelé Aspidochirotida), les résultats ont confir-
mé l'augmentation de la complexité des spicules au fil du temps. Wen et al. (2011) ont étudié I'évo-
lution des spicules de quinze espéces de Stichopodidae et d’Holothuroidea sur la base de séquences
partielles du gene de I'ARNTr 16S, les résultats ont montré que les plaques et les boutons étaient les

formes ancestrales et ont ensuite évolué en batonnets et rosettes.

1.2.2. Identification des holothuries

La description de caractéres morphologiques externes et internes est largement utilisée dans la clas-
sification taxonomique des "concombres de mer” au niveau de 1’ordre, de la famille, du genre et de

I'espéce (Zetina et al., 2002).

Les holothuries se distinguent des autres échinodermes par I’absence d’un squelette externe, et par la
présence d’un endosquelette constitué de sclérites (Figure 2). Leur identification dépend presque
entierement de : la forme et la combinaison des spicules calcaires trouvés dans la paroi du corps et
les podia, la forme de l'anneau calcaire (Figure 3), et la disposition des pieds ambulacraires

(Rowe,1969). Les sclérites soutiennent la paroi du corps des holothuries et leur tissus internes, elles
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sont des caractéristiques taxonomiques importantes, et d’une grande utilité pour la systématique
(Hampton, 1958 ; Rowe, 1969 ; Cutress, 1996 ; Zetina et al., 2002). Elles représentent des millions
de pieces calcaires microscopiques (environ vingt-et-un millions de spicules chez un seule individu),
éparpillées dans leur couches dermiques (Samyn et al., 2006, Mezali, 2008), et constituées d’un
complexe isomorphique de carbonate de calcium (CaCOz), de magnésium (Mg), de carbonates
(CO3?) et d’éléments-traces (Hampton, 1958 ; Raup, 1966). Chez certaines especes, les sclérites
sont retrouvées dans pratiquement tous les organes, alors que chez d’autres especes elles ne sont

présentes que dans quelques parties du corps (Ahmed, 2009) (Figure 2).
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Figure 2. Quelques types de sclérites (spicules) chez les holothuries : 1. Tourelles ; 2.
Boucles ; 3. plaques perforées ; 4. Batonnets ; 5. Ancre ; 6. Corpuscule crépu ; 7. Plaque

anchorale ; 8. Pseudo-bouton ; 9. Roues ; 10. Rosette (Rowe, 1969 ; Samyn et al., 2006
modifiée).

3 6 7 8

Figure 3. Quelques types d’anneaux calcaires chez les holothuries : 1. H. edulis ;
2. Pearsonothuria graeffei ; 3. Bohadschia vitiensis ; 4. B. argus ; 5. B. atra ;

6. H. flavomaculata ; 7. H. fuscogilva ; 8. H. leucospilota (Cherbonnier et Féral, 1984 ;
Cherbonnier, 1988 ; Massin et al., 1999).
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D'autres caractéres anatomiques, tels que le nombre et la disposition des tentacules, la présence ou
non de "dents anales”, de papilles, de vésicules de Poli, et d'organes de Cuvier qui sont variables
méme au sein d'une méme espéce, peuvent étre utilisés mais de maniére insuffisante pour la classifi-
cation des especes (Rowe,1969). L’identification de nombreuses holothuries reste incertaine en rai-

son de la grande variabilité morphologique intraspécifique (Zhao, 2015).

Avec I’augmentation de la surpéche ces derniéres années, la classification des "concombres de mer"
devient essentielle pour une meilleure gestion des populations naturelles. Les sequences d'/ADN geé-
nomique mitochondrial (ADNmt) sont désormais utilisees pour identifier les especes et déduire leurs

relations phylogénétiques (Zhao, 2015).

1.2.3. Classification des Holothuroidea

Cannon et Silver (1986 in Preston, 1993) proposérent une classification basique des holothuries,
basée sur des études réalisées sur des espéces d’holothuries d’Australie (Figurel). Par la suite Kerr
(2000) propose une classification basée principalement sur la forme de la couronne calcaire, des
tentacules, ainsi que la présence ou non de certains organes, tel que les arbres respiratoires ou les
muscles rétracteurs de la région orale. Il propose donc une description modifiee des différents ordres
a partir de celle de Pawson (1982 in Kerr, 2000) et de Smiley (1994 in Kerr, 2000).

Les "concombres de mer" sont des animaux marins de I'embranchement des Echinodermata (Leuck-
art,1854). lls appartiennent tous a la classe des Holothuroidea, qui se distinguent par la présence ou
I'absence des pieds ambulacraires, la forme des tentacules buccales (digités, dendritiques, pennés ou
peltés), la présence ou l'absence de muscles rétracteurs oraux, d'arbres respiratoires, et de tubes de
Cuvier (Hendler et al., 1995). .

Avec I’arrivée de nouvelles techniques tel que la phylogénie moléculaire, les anciennes classifica-
tions des Holothuroidea sont confirmées et parfois revues et corrigées. Leur classification acceptée
par les bases de données taxinomiques modernes comme WoRMS, prend en compte les études phy-
logénétiques récente publiées par Smirnov (2012) et Miller et al. (2017). Smirnov (2012) a publié
une taxonomie des Holothuroidea aprés prise en compte des points de vue de Becher (1909) et Kerr
et Kim (2001), ainsi que les résultats de recherches publiées précedemment (Smith, 1997 ; Lacey et
al., 2005) et non publiées (Solis-Marin, 2003) sur la phylogenétique moléeculaire et la paléontologie
(Reich, 2010a ; 2010b). Smirnov (2012) a proposé que le premier groupe (Synaptacea) comprend les

holothuries avec des spicules en forme de roue et sans arbres respiratoires, et que le second groupe (Ho-
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lothuriacea et Elpidiacea) comprennent les holothuries avec des arbres respiratoires absents. Il a
également érigé un troisieme groupe Mesothuriidae pour séparer les Mesothuria et Zygothuria des
Synallactidae. Il a aussi etabli quatre sous-familles au sein des Dendrochirotida.

Miller et al. (2017) ont publié la classification phylogénétique des Holothuroidea la plus récente.
Les auteurs ont constaté que parmi les cinq ordres d’holothuries acceptées, trois sont non-
monophylétiques. Miller et al. (2017) ont proposé de diviser la classe Holothuroidea en deux sous-
classes : Apodida et Actinopoda. La sous-classe des Actinopoda est subdivisée en quatre ordres dis-
tincts : Elasipodida, Pneumonophora, Holothuriida et Neoholothuriida. Miller et al. (2017) ont aussi
suggéré d’arréter l'utilisation du terme Aspidochirotida qui est considéré comme un groupe paraphy-
Iétique (les descendants n’ont pas le méme ancétre), qui inclue les représentants de trois ordres
(Molpadida, Dendrochirotida et Elasipodida), et d’ériger un nouvel ordre similaire & Pneumonopho-
ra, appelé Neoholothuriida. 1ls ont aussi proposé de diviser les Neoholothuriida en quatre clades
(groupes monophylétiques) majeurs bien soutenus : Dendrochirotida, Synallactida, Molpadida et
Persiculida.

En résumé, la classe des Holothuroidea est divisée en deux sous-classes: Paractinopoda et Actino-
poda (Ludwig, 1891; Miller et al., 2017). Les Paractinopoda se composent d’un seul ordre Apodida.
La sous-classe des Actinopodasont divisés en six ordres : Dendrochirotida, Elasipodida, Holothurii-
da, Molpadida, Persiculida, Synallactida (Miller et al., 2017). L’ordre des Holothuriida se compose
de deux familles : Holothuriidae et Mesothuriidae (Burmeister, 1837 ; Smirnov, 2012). La famille
des Holothuriidae représente 11% de la diversité totale de la classe des Holothuroidea. Les Holothu-
riidae sont classées en cing genres, Actinopyga (Bronn, 1860), Bohadshia (Jaeger, 1833), Holothu-
ria (Linnaeus, 1767), Labidodemas (Selenka, 1867), et Pearsonothuria (Levin et al., 1984) (in Me-
zali, 2008). Le genre Holothuria est actuellement reconnu pour inclure dix-huit sous-genres, pré-
sents dans la mer Méditerranée et I'Atlantique du Nord-Est. Les especes appartenant au genre Holo-
thuria présentent peu de caractéristiques morphologiques informatives sur le plan taxonomique,
mais une grande diversité interspécifique (Clouse et al., 2005).

En Méditerranée, il existe environ trente-sept especes d'holothuries appartenant neuf familles (Tor-
tonese, 1965 ; Fischer et al., 1987, Mezali et al., sous presse). Les especes les plus connues sont :
Holothuria tubulosa (Gmelin, 1791), Holothuria poli (Delle Chiaje, 1824), Holothuria stellati
(Delle Chiaje, 1824), Holothuria mammata (Grube 1840), Holothuria sanctori (Delle Chiaje, 1823),
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Holothuria forskali (Delle Chiaje, 1823), et Holothuria arguinensis (Koehler et Vaney, 1906), une
espéce invasive originaire de I'océan Atlantique rapporté par Mezali et Thandar (2014). Récemment,
une espece d’holothurie appartenant a I'ordre des Synallactida a été signalée par Benzait et al.

(2020), il s’agit de I’holothurie royale Parastichopus regalis (Cuvier, 1817).

1.2.4. Morphologie et anatomie des holothuries
1.2.4.1. Morphologie externe

Les "concombres de mer" ont un corps cylindrique de taille variable (de quelques mm a plus de 2 m)
(Flammang et Conand, 2004 ; Broszeit et al., 2010), légérement effilées aux extrémités, allongé le
long d’un axe oral-aboral (Mezali, 2001 ; Samyn et al., 2006) (Figure 4). Leur paroi (tégument) est
généralement trés coriace, épaisse, et parfois gluante ou cuirassée. Elle est constituée de plusieurs
couches, de I'extérieur vers l'intérieur : une couche de cuticule fine, d'épiderme mince, de derme
épais qui occupe la majeure partie de son épaisseur, et d’une couche musculaire circulaire qui est
interrompue a cing endroits par des paires de muscles longitudinaux. (Florkin et Schoffenibls, 1969 ;
Nichols, 1969 ; Guille et al., 1986 ; Tortonese et Vadon, 1987 ; Arnold et Birtles, 1989).

Bivium= face dorsale Papilles

Bouche entourée

Trivium= face ventrale de tentacules peltés
Figure 4. Morphologie externe d’une holothurie de I’ordre des Holothuriida (in Samyn
et al., 2006).

Les "concombres de mer" présentent souvent une symétrie bilatérale masquée par symeétrie radiaire
pentamérique, soulignée le long de cing radius et rendus visibles par une ou plusieurs rangées de
podia (Guille et al., 1986 ; Tortonese et Vadon, 1987). Cette disposition n’est parfois pas visible pour

certaines especes d’holothuries, en particulier chez les Holothuriida et les Dendochirotida (Clark et
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Rowe, 1971). La face ventrale des "concombres de mer" appelée trivium (Figure 4), est caractérisée
par la présence de trois radius légérement aplatis, elle est couverte de nombreux pieds ambulacraires
(ou podia) qui se terminent par une ventouse, ces structures permettent a I’animal de se fixer et de se
déplacer sur le substrat. Le nombre de pieds ambulacraires augmente avec I'age de 1’holothurie, mais
a peu d'importance taxonomique (Clark, 1922). La face dorsale des "concombres de mer" est appe-
Iée bivium (Figure 3), elle est caractérisée par la présence de deux radius, et de podia sans ventouse
appelés papilles (Tortonese et Vadon, 1987 ; Samyn et al., 2006 ; Ahmed, 2009). Les papilles sont
des podia spécialisées pour la perception sensorielle, leur nombre et leur proéminence varient avec

I'dge du spécimen, ils augmentent a la maturité et diminuent pendant la sénescence (Figure 4).

La bouche et I'anus des holothuries débouchent au niveau des extrémités opposées du corps (Florkin
et Schoffenibls, 1969 ; Guille et al., 1986 ; Pawson et al., 2010). La bouche est entourée d’un an-
neau de huit a trente tentacules rétractables, des podia trés développés qui servent essentiellement a
I'ingestion des particules alimentaires. La structure des tentacules (Figure 5) differe énormément
entre les groupes d'holothuries, ce qui les rend utiles pour la séparation au niveau de la sous-classe et
de l'ordre. Les tentacules prennent plusieurs formes : dendritiques, digitées, pennées, et peltées
(Lambert, 1997). Cette modification de la forme et de la structure des tentacules est liée & leur mode
d’alimentation, soit "suspensivores” ou "deposit-feeders"”. Les "suspensivores” ont des tentacules
tres ramifiés (dendritiques), constitués de nombreuses petites structures portant chacune un groupe
de branches en forme de bouclier (Pawson et al., 2010), capable de capturer les particules orga-
niques en suspension dans les eaux en mouvement. Quant au “deposit-feeders”, ils ont des tentacules
peltés adaptés au broutage du substrat en masse (Rowe, 1969) (Figure 5). La position de la bouche
dépend également des habitudes alimentaires : les suspensivores ont leur bouche orientée vers le

haut de la face dorsale, alors que les "deposit-feeders™ leur bouche est sur la face ventral.
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Figure 5. Les différentes formes de tentacules chez les "concombres de mer" (Lambert,
1997, modifiée).
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1.2.4.2. Anatomie interne

L'anatomie interne genérale des "concombres de mer" est illustrée dans la figure 6. La bouche des
holothuries mene au pharynx qui est situé au centre du bulbe aquapharyngien qui traverse I'anneau
calcaire ainsi que l'anneau vasculaire (Khanna et Yadav, 2005). La couronne calcaire péeripharyn-
gienne est formée de cing piéces radiales et de cing pieces interradiales macroscopiques qui soutien-
nent le pharynx, I'anneau nerveux et I’anneau aquifére (Borradail et al., 1963) (Figure 6). Ce dernier
est constitué de cing bandes musculaires longitudinales en position radiale, antérieurement attachés
aux pieces radiales de la couronne calcaire et postérieurement attachés au cloaque via ses muscles
rétracteurs (Guille et al., 1986 ; Samyn et al., 2006). Les muscles longitudinaux ainsi que les
muscles circulaires du corps permettent au "concombre de mer" de se contracter et de se dilater.
L'anneau calcaire sert également de point d'insertion pour les muscles longitudinaux et les muscles
rétracteurs lorsqu'ils sont présents (Miller et Pawson, 1984), ou ils sont fixes spécifiqguement au ni-
veau des plaques radiales qui sont plus grandes que les plaques interradiales (Arnold et Birtles,
1989) (Figure 6). Chez les dendrochirotes, les muscles longitudinaux se détachent antérieurement de
la paroi avant de s’accrocher a la couronne calcaire. Ceci permet a la bouche et aux tentacules qui
I’entourent et a une partie de la peau appelé introvert, de facilement se rétracté dans la cavité gené-
rale ou ceelome (Guille et al., 1986 ; Samyn et al., 2006). Le ceelome de I’holothurie est une vaste
cavité remplie d’un liquide appelé liquide ccelomique (similaire a I’eau de mer) dans lequel baignent

le tube digestif, les arbres respiratoires et les gonades (Figure 6).
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Figure 6. Anatomie interne d’une holothurie de I’ordre des Holothuriida montrant les
principaux organes (in Samyn et al., 2006).
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1.2.4.3. Systeme aquifere

Les holothuries sont pourvues d'un systeme aquifere ou ambulacraire a symétrie pentaradiale. Le
systeme aquifere est un réseau complexe de canaux remplis du liquide ceelomique, communiquant
avec I’extérieur par la madréporite (Tortonese et Vadon, 1987). L'anneau aquifere a l'arriere de I'an-
neau calcaire dégage cing canaux radiaux qui se connectent a deux appendices : les vésicules Poli et
le canal de sable. Le canal de sable est un court tube calcaire qui relie la madréporite au canal radial
(Figure 7). 11 s’ouvre sur la surface médio-dorsale a travers un hydropore. A I'dge adulte, la con-
nexion avec la surface est perdue a I'exception de quelques holothuries, en particulier de I'ordre Ela-
sipodida (Miller et Pawson, 1984 ; Khanna et Yadav, 2005). La terminaison madréporite constitue
un sac de forme ronde a allongée qui se trouve dans le ceelome. La position interne de la madrépo-
rite est caractéristique de la plupart des holothuries, unique ou au contraire multiples (Figure 7). Les
madréporites débouchent dans la cavité de I'holothurie, chacun a I'extrémité d'un ou de multiples
canaux hydrophores (Miller et Pawson, 1984 ; Guille et al., 1986). La madréporite fonctionne
comme régulateur de pression pour le canal radial par I'afflux ou la sortie d'eau a travers les pores de

la plague madréporite (Miller et Pawson, 1984) (Figure 7).

Madréporite

Canal du sable

Anneau aquifére | \\

Figure 7. Schéma du systeme aquifére chez les échinodermes (Tortonese et Vadon, 1987).

1.2.4.4. Systéme digestif

Le systeme digestif des holothuries est caractérisé par la présence d’un tube digestif long qui fait
souvent deux a trois fois la taille du corps. Il occupe la majeure partie de la cavité générale et fait un
tour de spire complet, cette longueur augmente la zone d'absorption des nutriments (Feral et Massin,
1982 ; Lambert, 1997 ; Samyn et al., 2006) (Figure 8). Il est subdivisé en trois parties en fonction

de leurs fonctions physiologiques respectives (Massin et jangoux, 1976 ; Mezali, 1998).
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Le tube digestif s’ouvre antérieurement au niveau de la bouche arrondie, entourée d’une couronne
de tentacules qui se trouve dans le centre de la membrane buccale (péristome) (Feral et Massin,
1982 ; Samyn et al., 2006). La bouche est suivie du pharynx, de 1’cesophage et du sphincter, cette
premiére partie représente la zone de stockage du sable. La deuxieme partie dite zone digestive cor-
respond au segment digestif entouré par le réseau admirable, composé de la région stomacale,
I'intestin antérieur descendant, et I'intestin antérieur ascendant. La partie antérieure de l'intestin est
suspendue a la paroi médio-dorsale du corps de I’holothurie par des mésentéres ou des brides (Mas-
sin et jangoux, 1976 ; Lambert, 1997 ; Mezali, 1998 ; Samyn et al., 2006). La derniére partie dite
zone d'élimination se compose de la quasi-totalité du deuxieme trongcon digestif descendant : I'intes-
tin postérieur (rectum), le cloaque et se termine postériecurement au niveau de I’anus (Massin et jan-
goux, 1976 ; Mezali, 1998 ; Samyn et al., 2006) (Figure 8). La partie postérieure de I'intestin au coté
gauche est liée a la paroi ventrale du corps par des mésentéres. La position de ces mésenteres varie
dans différents groupes de "concombres de mer", et cette disposition est un caractére important dans
la classification des holothuries (Lambert, 1997) (Figure 8). Le tractus digestif peut avoir d’autre
fonctions que la digestion et I’absorption, il a la capacité de stocker les lipides et les protéines, qui

seront utilisé par I’animal durant I’hiver ou lors de la période de reproduction (Massin, 1982).
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Figure 8. Schéma du systeme digestif des "concombres de mer" (Cuénot, 1948 modifié).
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1.2.4.5. Systeme respiratoire

Le systeme respiratoire des holothuries consiste en deux arbres respiratoires appelées improprement
"poumons”, ils sont arborescents, ramifiés, et creux (Feral et Massin, 1982 ; Guille et al., 1986 ;
Mezali, 1998 ; Samyn et al., 2006) (Figure 6). Ces organes se trouvent a l'intérieur de la cavité cce-
lomique de chaque c6té de l'intestin, leur base est connectée au cloaque (Samyn et al., 2006). Les
arbres respiratoires droit et gauche sont des évaginations tres ramifiées de la paroi du cloaque s'éten-
dant le long de la cavité corporelle dans le ccelome périviscéral et sont entourés de fluide ceelo-
mique. Les arbres respiratoires sont ancrés a la paroi corporelle par de fins fils de tissu conjonctif et
I'arbre respiratoire gauche est intimement associé a I’intestin (Slater et Chen, 2015). Les "con-
combres de mer" respirent en élargissant le cloaque pour aspirer I'eau oxygénée a travers l'anus. Le
sphincter postérieur se ferme, puis les muscles cloacaux se contractent pour forcer I'eau vers les
arbres respiratoires. L'oxygene est transféré a travers la membrane mince dans les fluides de la cavi-
té cecelomique. Lorsque I'oxygéne est épuisé, la paroi principale du corps se contracte pour évacuer
I'eau des arbres respiratoires (Guille et al., 1986 ; Samyn et al., 2006).

Les arbres respiratoires jouent un rdle important dans la régulation de la consommation d’oxygene,
la statique des holothuries, et sont lieu d’élection pour la phagocytose éliminatoire (Feral et Massin,
1982). En plus des arbres respiratoires, toute la peau du "concombre de mer" a une fonction respira-
toire. La peau est capable de remplir pleinement toutes les fonctions respiratoires en cas d'éviscéra-
tion des arbres respiratoires (Slater et Chen, 2015). Parfois des protozoaires symbiotiques ciliés (Bo-

veria labialis) se trouvent a l'intérieur des arbres respiratoires (Figure 9).

A4

Boveria labialis

I»
-
Figure 9. Le protozoaire endosymbiote Boveria labialis a I'intérieur de I'arbre respiratoire
d’une holothurie (in Slater et Chen, 2015)
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1.2.4.6. Systeme nerveux

Le systéme nerveux des holothuries est constitué comme chez tous autres échinodermes d’un anneau
nerveux péri-stomacal, rond ou pentagonal, duquel partent cing nerfs radiaux qui innervent tout le
corps et notamment les aires ambulacraires. Les organes sensoriels des holothuries sont représentés
par des cellules nerveuses intraépidermiques, reparties sur la surface du corps (Cauliet et al., 2011).
Les cellules nerveuses et de support qui aident a coordonner les signaux sensoriels et a contréler les
muscles et les glandes de I’animal (Mitu et al., 2017). Il existe aussi un plexus nerveux dans le der-
me et des récepteurs chimiosensoriels et mécanosensoriels qui sont présents dans 1’épiderme des
holothuries. Une étude récente realisée par Liu et al. (2020), a démontré que les "concombres de
mer" pourraient avoir des photorécepteurs spécifiques pour percevoir l'intensité et la direction de la

lumiére.

1.2.4.7. Appareil reproducteur

Les holothuries sont généralement gonochoriques, certaines especes comportent des individus her-
maphrodites (Herrero-Pérezrul, 1994 ; Purcell et al., 2016). 1l n'y a cependant pas de dimorphisme
sexuel, seul ’examen microscopique des gonades permet de reconnaitre les males des femelles
(Hawaida et al., 2004 ; Mah et al., 2015) (Figure 10). L’appareil reproducteur est constitué d’une
seule gonade fixée a la paroi arriére du corps et formée par une ou deux touffes de tubes, ramifiés ou
non. Un simple gonoducte s’étale du mésentere dorsal au gonopore, il est situé sur la ligne médiane
dorsale avant I’anneau tentaculaire (Ruppert et Barnes, 1994 ; Hendler et al., 1995 ; Samyn et al.,
2006 ; Purcell et al., 2016) (Figure 6). Lors de la maturation, la couche germinative de la gonade
subit des changements marqués et s’€paissit, ce qui permet une augmentation significative de la sur-
face de développement des gametes (Costello, 1985 ; Cameron et Fankboner, 1986). La morpholo-
gie des gonades différe entre les familles, et les espéces de la méme famille par : la forme (tubules,
nodules, sacs), la taille, le degré de ramification, I'épaisseur, et le stade de développement (Smiley,
1988 ; Hamel et Mercier, 1996 ; Sewell et al., 1997 ; Foglietta et al., 2004).
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Figure 10. Micrographie des gonades femelles et males matures de Holothuria notabilis
(Razafimandimby, 2008 modifiée).

1.2.5. Reproduction et cycle de vie chez les holothuries
1.2.5.1. Reproduction sexuée

Les holothuries peuvent avoir un cycle de reproduction annuel, bisannuel, voire ne pas avoir de
cycle de reproduction particulier (Hamel et Mercier, 1996 ; Herrero-Pérezrul et al., 1999 ; Shiell et
Uthicke, 2006).

Pour la reproduction sexuée, les holothuries sont des reproducteurs a la volée (les gametes matures
sont rejetés dans I'eau de mer), ou la femelle produira des ovocytes qui seront libérés dans la co-
lonne d’eau, puis fécondés a I'extérieur par des spermatozoides mobiles libérés par un méle. Lorsque
I’ceuf est fécondé et éclot, la minuscule larve planctonique dérive avec les courants océaniques. Elle
finira par s'installer sur le fond marin et se développera en adulte. La réussite de la reproduction dé-
pend de deux facteurs : la densité d’individus adultes (nombre important d’ovocytes et de sperma-
tozoides), des courants marins essentiels au transport des gameétes (Toral-Granda, 2006a). Apres
fécondation, I’ceuf fertilisé donne naissance a une larve nageuse appelée blastula aprés les premiéres
24 heures, a partir de ce stade une gastrula éclos apres 64 heure, puis une larve auricularia qui se
nourrit de microalgues éclos apres 6 a 13 jours environ. Cette derniére se métamorphose a son tour
en une larve doliolaria au bout de 65 a 125 jours, puis en une larve pentacula environ deux jours
apres le stade doliolaria. Les larves restent pélagiques avant de se fixer sur divers substrats lorsqu'ils
atteignent le stade larvaire final (Cameron et Frankboner, 1989 ; Toral-Granda, 2006a) (Figure 10).
La grande majorité des familles (environ vingt-deux familles), n’ont néanmoins pas de stade auricu-

laria, leur développement passe du stade doliolaria au juvénile (Samyn et al., 2006).
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Figure 11. Reproduction sexuée et cycle de vie général des "concombres de mer"

(Cameron et Frankboner, 1989 modifiée).

1.2.5.2. Reproduction asexuee

Il existe plusieurs études sur la reproduction asexuée autonome des holothuries, la seule forme de

reproduction asexuée rapportée pour ces organismes est la fission, destinée a la production de nou-

veaux individus, elle ne se produit que chez les Holothuriida et Dendrochirotida (Giese et al., 1991 ;

Mladenov et Campbell, 1996). La scission des holothuries se produit en trois étapes, I'animal est fixé

au substrat a l'avant et a l'arriere par I'intermédiaire des pieds ambulacraires, les extrémités com-

mencent a se déplacer doucement dans le sens opposé, le milieu du corps commence a se rétrécir et

s'amincit jusqu'a ce qu'il se casse. Les deux parties séparees restent reliées par un petit résidu, qui se

décompose ultérieurement (Giese et al., 1991) (Figure 12).
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Figure 12. Holothuria arenicola induisant une fission : A. les parties antérieure et
postérieure s’étirent avant de se fendre ; B. la partie antérieure apres la fission ; C. la
partie postérieure apres la fission (Abdel Razek et al., 2007 modifiée).

1.2.6. Alimentation des holothuries

Selon la physiologie alimentaire, il convient de distinguer deux grands groupes d’holothuries, les
"suspensivores” ou les "suspension feeders" et "dépositivores" ou "deposit-feeders” (Robert et
Bryce, 1982 ; Massin et Doumen, 1986 ; Berthon, 1987 ; Coulon et al., 1991 ; Coulon et Jangoux,
1993).

1.2.6.1. Les ""suspension-feeders™

Les holothuries "suspension-feeders™ ont des tentacules dendritiques et pélto-dendritiques, avec les-
quelles elles capturent les particules immobiles ou peu mobiles (Massin, 1982 ; Billett, 1991). En
eau cOtiere, les holothuries "suspension-feeders" capturent le phytoplancton, le zooplancton, les pro-
tozoaires et la matiere organique en suspension (Massin, 1982). Les juvéniles des holothuries peu-

vent étre des "suspension-feeders" (Billett, 1991).

1.2.6.2. Les ""deposit-feeders"

La plupart des "concombres de mer" sont dépositivores (Roberts et al., 2000). La matiere fécale
d’holothuries ou d’autres animaux, les détritus inorganiques (débris de corail, restes de mollusques
gastéropodes, les foraminiféres, et restes inorganiques du benthos), les détritus organiques (feuilles

de phanérogames marines, algues, et débris d’animaux marins en dégradation), les microorganismes
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(bactéries, diatomées, protozoaires, et cyanobactéries) sont leurs principales sources d’alimentation
(Massin, 1982 ; Moriarty, 1982; Amon et Herndl, 1991 ; Ramofafia et al., 1997 ; Uthicke, 1999;
Michio et al., 2003) (Figure 13). Le taux d'assimilation de la matiére organique serait relativement
important chez les holothuries tropicales (environ 50 %) (Guille et al., 1986). Les "concombres de
mer" ingérent de grandes quantités de sédiment, la plupart du temps en se déplacant lentement sur le
fond marin (Guille et al., 1986). Les tentacules qui entourent leur bouche sont utilisés pour ingérer
des particules alimentaires raclées a partir des cing premiers millimétres de sédiments par des proce-
dés meécaniques et adhésifs (Mezali, 1998 ; Roberts et al., 2000 ; Chekaba, 2002). La sélection ac-
tive des particules par taille et/ou le contenu organique a été suggéré précédemment pour les holo-
thuries (Conand, 1990 ; 1994 ; Hudson et al., 2005 ; Slater et al., 2009 ; Zamora et Jeffs, 2011), avec
un degreé différent de sélectivité en fonction des especes (Uthicke, 1999). Les choix alimentaires sont
censés étre entrainé par : la sélectivité granulométrique pour des particules plus fines ou plus
grandes que la moyenne du sédiment environnant (Roberts, 1979 ; Franklin, 1980 ; Roberts et
Bryce, 1982 ; Mezali et al., 2003 ; Mezali, 2004b ; 2008 ; Slater et al., 2011 ; Zamora et Jeffs, 2011).
La capacité chémosensoriel est couplé avec le piégeage préférentiel dans les tentacules des parti-
cules riches en matiéres organiques (Conand, 1994 ; Slater et al., 2011 ; Zamora et Jeffs, 2011). La
taille des particules ingérées varie selon les especes et les localités, parfois des sediments de granu-
lométries différentes peuvent étre consommés par la méme espéce (Guille et al., 1986). Selon les

espéces d’holothuries et les biotopes qu’elles fréquentent, le temps de transit digestif est de 2 a 36

heures (Figure 13).
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Figure 13. Schéma montrant le transit digestif d'une holothurie (in Conand, 1994 modifiée
par Belbachir, 2012).
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Figure 14. Observation au microscope électronique a balayage des contenus digestifs
des holothuries. A. Nanoplancton ; B. Agglomérat organo-minéral ; C. Pelote fécale ;
D. Quartz encrouté par la matiére organique ; E. Pelote fécale d'un bivalve ; F. Débri
d’origine végétale (Khripounoff et Sibuet,1980).

1.2.7. Habitat et distribution des holothuries

Les "concombres de mer" se trouvent dans ’ensemble des milieux marins, des mers intertidales de
faibles profondeurs aux profondeurs abyssales. Beaucoup d’entre eux vivent dans les eaux cotieres
peu profondes ou ils sont facilement accessibles aux pécheurs (Bakus et Green, 1974 ; Pawson,
1977) (Figure 15). lls peuvent étre benthiques ou pélagiques (formes abyssales surtout), la plus
grande densité d’espéces se trouve dans les océans Indien et Pacifique

Ouest (Toral-Granda, 2006a). La plupart des especes sont sedentaires ou légerement actif, mais
certains sont capables de nager pour de courtes périodes, d’autre formes trés rares sont devenues
pélagiques (Florkin et Schoffenibls, 1969). Les holothuries peuvent vivre dans le sable, la vase, les

rochers et les platiers, souvent en association avec des algues, des coraux et des zosteres dans les
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eaux chaudes et peu profondes (Higgins, 2000 ; Toral-Granda,2006 ; Ridzwan, 2007).

Espéces
75
w
| §}

Figure 15. Distribution mondiale des especes de “concombres de mer™ (Jenkins et Van
Houtan, 2016). Le nombre d’espece par région varie entre 1 (couleur verte) a 75 (couleur
orange) espeéces, avec une grande diversité dans 1’océan Indo-Pacifique.

La densité des population et la distribution spatiale des "concombres de mer" sont liées a plusieurs
facteurs, la profondeur (Mercier et al., 2000a ; Woodby et al., 2000), la nature du substrat (Young et
Chia, 1982; Hamel et Mercier, 1996 ; Mercier et al., 2000a,b ; Woodby et al., 2000; Slater et Jeffs,
2010; Dissanayake et Stefansson, 2012), la disponibilité alimentaire (Navarro et al., 2013, 2014 ;
van Dam-Bates et al., 2016), l'intensité lumineuse, les fluctuations de température et de salinité (Na-
varro et al., 2014), ainsi que la pression des prédateurs (Slater et Jeffs, 2010).1l a également été dé-
montré que I’hydrodynamisme influence la distribution des “concombres de mer" suspension-
feeders, qui dépendent des courants marins pour se nourrir (Fankboner, 1978 ; McKenzie, 1991). De
nombreuses larves de "concombres de mer" ont un comportement diurne qui les rend moins vulné-
rables aux prédateurs en se terrant dans le sable, alors que les adultes peuvent étre diurnes ou noc-
turnes, les diurnes sont plus actifs le jour et se cachent dans le sable ou recherchent des fissures pour
passer la nuit. Les nocturnes peuvent se cacher ou se terrer la journée et étre actifs la nuit (Toral-
Granda,2006a). En Méditerranée, les holothuries de 1’ordre des Holothuriida sont les principaux
représentants des macrofaunes benthiques de I'nabitat de Posidonia oceanica de la méditerranée
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(Mezali et al.,2014), et contribuent au recyclage des matieres organiques (Francour, 1990 ; Mezali,
1998 ; 2008).

1.2.8. Rdle écologique et biologique des holothuries
1.2.8.1. Bioturbation

L’alimentation et la locomotion des holothuries entrainent un remaniement continu des particules de
la couche supérieure des sédiments marins, ce qui affecte leur dynamique et permet 1’enrichissement
organique du substrat par les matiéres fécales (Sibuet et Lawrence, 1981 ; Sibuet, 1987 ; Uthicke,
1999 ; Roberts et al., 2000 ; Michio et al., 2003). Les holothuries jouent aussi un réle important dans
la réoxygénation des fonds marins. Lorsqu’ils s’enfouissent partiellement ou totalement sous la sur-
face des sédiments, ils déplacent au moins leur propre corps en volume de sédiments inférieurs vers
la surface, ou ils interagissent avec I'oxygeéne de la colonne d'eau (Clouse, 1997, Mercier et al.,
1999 ; Purcell, 2004a ; Solan et al., 2004 ; Toral-Granda, 2006a). La bioturbation participe a I'amé-

lioration de la biodiversité de la faune et de la biomasse de la flore (Solan et al., 2004) (Figure 16).

Féces

Sable déplacé

Figure 16. Bioturbation des sédiments par I’holothuride Bohadschia argus (Purcell et al.,
2016 modifiee).
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1.2.8.2. Nettoyage des sédiments

Les "concombres de mer" sont essentiels au nettoyage des fonds marins, ils broient la matiere orga-
nigue en composeés plus fins, et ils facilitent ainsi la decomposition bactérienne (MacTavish et al.,
2012). Les sediments excrétés par les holothuries sont généralement moins riches en matieres orga-
niques que ceux qu'ils ont ingérés (Mercier et al., 1999 ; Uthicke, 1999 ; Michio et al., 2003 ; Paltzat
et al., 2008 ; MacTavish et al., 2012 ; Yuan et al., 2015). Le volume de sédiments ingéré par chaque
holothurie a été estimé a 9 a 82 kg/an (Bonham et Held, 1963 ; Hammond, 1982 ; Coulon et Jan-
goux, 1993 ; Uthicke, 1999 ; Mangion et al., 2004). Le nettoyage des fonds marins par les “con-
combres de mer" empéche 1’accumulation de matiéres organiques, contribue a la régénération des
sédiments de surface, et aide a contrdler les agents pathogénes (Toral-Granda, 2006a ; Purcell et al.,
2016).

1.2.8.3. Recyclage des nutriments

La plupart des espéces commerciales de "concombres de mer" sont détritivores, et jouent un réle clé
au sein de I'écosysteme marin par leurs fonctions, notamment dans le recyclage des nutriments
(Uthicke et Klumpp, 1998 ; Uthicke, 1999 ; 2001a). Les principaux produits d'excrétion des holothu-
ries sont I'ammonium, de petites quantités de phosphate, ainsi que des rejets d'azote et de phosphore
organiques (Pomeroy et Kuenzler, 1969 ; Webb et al., 1977 ; Mukai et al., 1989 ; Uthicke 2001a).
Les nutriments proviennent de la digestion et de la reminéralisation de divers composés organiques
dans les sédiments. Le recyclage des nutriments est important pour maintenir la productivité élevée
des écosystemes oligotrophes (Entsch et al., 1983 ; Furnas et al., 1995 ; Uthicke 2001a) (Figure 17).

Le flux quotidien de nutriments sur les récifs coralliens, tels que les débits de phosphate et d'ammo-
nium dans les sédiments, dépend enti¢rement de la densité de population d’holothuries, (Wilkinson
et al., 1984 ; Hansen et al., 1987 ; Capone et al., 1992 ; Uthicke, 2001a). Les microalgues benthiques
des récifs coralliens profitent aussi de la présence de ces animaux, pour bénéficier de niveaux de
nutriments plus élevés, leur taux de production est nettement plus élevé en présence d’holothuries
(Uthicke et Klumpp, 1997 ; 1998 ; Uthicke, 2001b ; Purcell et al., 2016) (Figure 17). Plusieurs
études ont également démontré 1’existence d’une relation entre la présence d’holothuries, et la
hausse de productivité des macroalgues et des herbiers sous-marins. Les macroalgues absorbent
I’azote inorganique convertit par les holothuries a partir d'azote particulaires, ce qui leur permet
d’augmenter leur productivité. Les herbiers sous-marins bénéficient également des nutriments remi-
néralisés provenant de l'alimentation des holothuries, ils absorbent rapidement I'ammonium et le

phosphate recyclés. L’absence de certaines especes d’holothuries affecte la productivité et la crois-
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sance des herbiers sous-marins, ils se développent plus lentement et leur biomasse diminue (Wol-
kenhauer et al., 2010 ; MacTavish et al., 2012 ; Yuan et al., 2015 ; Purcell et al., 2016).

Ponte en été(-\

Modification de la chimie des carbonates des récifs

Bioturbation

('\
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Figure 17. Role écologique et biologique des holothuries (in Wolfe et Byrne, 2017 modifiée).

1.2.8.4. Influence de la chimie de I'eau locale

Les "concombres de mer" peuvent augmenter l'alcalinité locale de I'eau de mer, grace a leurs proces-
sus digestifs, ils facilitent ainsi la calcification des coraux et des algues calcaires (Schneider et al.,
2011 ; 2013) (Figure 16). L’augmentation de la capacité tampon de I'eau de mer par les holothuries
est d0 a leur rejet d'ammoniac et a la dissolution du sable contenant des carbonates, entrainant la
production de pelotes fécales a pH élevé (Hammond, 1982 ; Uthicke et Klumpp 1997 ; Uthicke
2001a ; Schneider et al., 2011 ; 2013) (figure 16). Leurs rejets d'ammoniac fournissent des nutri-
ments aux symbiotes zooxanthelles, augmentant leur productivité et par la méme occasion permet-
tant la stimulation la calcification des coraux (Purcell et al., 2016). L’Influence des holothuries sur la
chimie de 1'eau de mer, varie considérablement d'une espéce a l'autre, n'opere qu’a faible échelle, et

a des débits d'eau de mer faible (Schneider et al., 2013 ; Purcell et al., 2016).

1.2.8.5. Relations symbiotiques

Plusieurs holothuries sont connues pour former des associations symbiotiques, notamment avec des
especes qui appartiennent a plusieurs phylums, tels que les plathelminthes, les polychétes, les ar-

thropodes, les poissons, et les gastropodes (Eeckhaut et al., 2004, Purcell et al., 2016). Trois types
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de relation symbiotique sont définie pour les holothuries, il s’agit du parasitisme, mutualisme, et
commensalisme (Parmentier et Michel, 2013).

Les especes ectocommensales sont connues pour vivre sur des holothuries commerciales. Le "piggy
backing"”, les especes ectocommensales s’accrochent au dos des holothuries, afin de se réfugier
contre les prédateurs, et de se nourrir de sources alimentaires externes. Les endocommensals vivent
librement dans divers organes d’holothuries, mais surtout dans le tube digestif ou ils peuvent sortir
des hétes ou se réfugier en cas de danger, cas du poisson perle (Carapus acus) (Purcell et al., 2016).
Les endoparasites le plus souvent se produisent dans le tube digestif et dans la cavité ceelomique des
"concombres de mer" hotes (Jangoux 1990, Eeckhaut et al., 2004). Les ectoparasites utilisent leur
trompe pour pénétrer dans la paroi corporelle, et se nourrissent des protéines ceelomiques, mais sans

conséquences graves pour 1’hote (Purcell et al., 2016).

1.2.9. Prédation des holothuries

Les "concombres de mer" sont des animaux marins lents, proie des poissons (au moins 26 espéces),
des étoiles de mer (19 espéces), des gastéropodes (4 espéces) et des crustacés (17 espéces). (Fran-
cour, 1997). Les juvéniles et les larves sont la proie de poissons, notamment des familles Balistidae,
Labridae, Lethrinidae et Nemipteridae (Dance et al., 2003). Les espéces des genres Cucumaria et
Holothuria sont les plus consommeées par les animaux marins. Les dendrochirotes et les Holothurii-
da représentent respectivement 45% et 39% des espéces d'holothuries rapportées, suivies des apo-
dides et des molpadides (8% chacun) (Francour, 1997). Les holothuries sont généralement ingérées
intactes par les étoiles de mer (Mauzey et al., 1968). Les poissons ne peuvent manger qu'une partie
du corps comme les viscéres, le reste du corps est rejeté en raison de la présence de toxines et de
spicules (Bakus, 1968 ; De Vore et Brodie 1982 ; Francour, 1997).

1.2.10. Mécanismes de défense chez les holothuries
1.2.10.1. Toxine chimique

Les holothuries possédent des substances chimiques toxiques qui les protegent des prédateurs (To-
ral-Granda, 2006a). lls possédent des métabolites biologiquement actifs appelés saponines dans leur
paroi du corps, visceres, tubes de Cuvier (Bakus, 1968 ; Bakus et Green, 1974, Caulier-Mezali et al.,
2016), et les gonades (Matsuno et Ishida,1969). Les saponines possédent un aglycone triterpenique,
qui a dix-huit a vingt lactones appelé holostane, et une chaine d'hydrates de carbone contenant jus-
qu'a six unités de sucre de xylose (Xyl), du glucose (GLC), quinovose (Qui), et 3-O-méthylglucose
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(MeGlc), et dans certains groupes du sulfate (Kalinin et al., 1996 ; 2005 ; 2015 ; Stonik et al., 1999).
Ces composés ont une action membranolytique sur les membranes cellulaires avec cing a six stérols
insaturés. Ils agissent sur la membrane en formant des complexes pour modifier leur structure et
leurs propriétés, conduisant a la formation de pores cellulaires qui provoquent la lyse (Kalinin et al.,
1996 ; Stonik et al., 1999 ; Popov, 2002). Ceci est la principale raison de la vaste gamme d'activités
biologiques des saponines dont ichthyotoxicité. Par exemple les extraits de "concombres de mer"

peuvent endommager les capillaires de poissons conduisant a la mort (Bakus, 1968).

La structure moléculaire de ces composés chimiques est préservee car elle fournit également des
avantages internes (régulation de la reproduction) et externes (défense contre les prédateurs, les sa-
lissures ou les concurrents de I'espace) (Avilov, 2000). Ces molécules sont largement diffusées et
sont trés diverses parmi les holothuries. La diversité est due a la variation des fragments d’aglycone
et du glycone. Ceux-ci comprennent la position des doubles liaisons et la présence de différents
groupes fonctionnels \OH\COOH\CH5) et les groupes latéraux (par exemple acétoxy, des groupes
cétone) dans I'un des glycone et le nombre de chaines de sucre ainsi que le nombre et la position des
groupes sulfates dans le glycone. Méme si la diversité est grande, les saponines des especes étroite-
ment liées conservent le méme motif moléculaire (Kalinin et al., 1996 ; Stonik et al., 1999). Chez
les Holothuriidae seul, 59 types de saponines dans 41 espéces ont été découvertes et décrites chimi-
guement avec chaque espéce ayant un mélange congenere spécifique (Caulier et al., 2011). Certains
congéneres sont partagés au sein de cette famille (par ex : Holothurines A et B). D'une part, certains
congeéneres sont tres spécifiques a chaque espéce et genre qui impliquent que ces composés peuvent
étre des marqueurs taxonomiques chimiques potentiels (Moraes et al., 2004 ; Caulier et al., 2011 ;
Kalinin et al., 2015).

1.2.10.2. Auto-éviscération

Pour se défendre contre les prédateurs, les "concombres de mer" adultes peuvent éviscérer leurs
organes internes, qui se régénérent ensuite. lls sont connus pour présenter une capacité de
régénération étendue et peuvent régénérer une partie du corps, par ex. la paroi du corps, le systeme
nerveux et les organes internes, tels que le systeme digestif, les organes reproducteurs et les arbres
respiratoires (Okada et Kondo, 2019). L'éviscération, I'éjection de la quasi-totalité des organes
internes, se produit dans des conditions naturelles (Mosher, 1956), ainsi qu'en réponse a des signaux
environnementaux non naturel, tels que l'eau insalubre. Lors de I'éviscération, le tube digestif

s'autotomise d'abord aux extrémités postérieures ou antérieures, et est ejecté de la bouche
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(éviscération antérieure) ou de l'anus (éviscération postérieure) (Okada et Kondo, 2019). Les
"concombres de mer" de 1’ordre Dendrochirotida et Holothuriida sont connus pour s’éviscérer. Les
dendrochirotes et les Holothuriida s'éviscérent principalement par la bouche et 1’anus (Garcia-
Arraras et Greenberg, 2001 ; Mashanov et Garcia-Arraras, 2011). Dans les deux cas, le mésentere
demeure pour relier la paroi interne (mésothélium) de la cavité corporelle au tube digestif. Les
especes qui s’éviscérent antérieurement libérent tout le tube digestif, a 1'exception du cloaque. Ceux
qui s’éviscerent postérieurement, ¢jectent la partie de l'intestin entre I'eesophage le cloaque (Okada

et Kondo, 2019).

1.2.10.3. Organe de Cuvier

Les tubes de Cuvier sont un systeme composé de nombreux tubules courts et blanchatres dont les
extrémités proximales sont fixées a la partie basale des arbres respiratoires et leurs extrémités dis-
tales flottent librement dans la cavité ceelomique (Van den Spiegel et Jangoux, 1987 ; Van den Spie-
gel et al., 2000) (Figure 18). Les tubes de Cuvier sont utilisés par certaines espéce de "concombres
de mer", comme mécanisme défensif ou comme répulsif pour se protéger de la prédation et des at-
taques. Le "concombres de mer" se courbe avec I'extrémité aborale tournée vers I'objet irritant et
subit une forte contraction. Cela forcera les tubes de Cuvier a étre expulsés par I'anus avec le liquide
ceelomique. Les tubules émis s'allongent, deviennent instantanément collants immobilisent et pie-
gent rapidement la plupart des organismes en contact (Van den Spiegel et Jangoux, 1987 ; Samyn et
al., 2006 ; Hernandez-Samano et al., 2015). Des tubules éjectés seront regénérés (Hyman, 1955). La
régénération complete des tubules se fait par épimorphose (régénération de 1’organe par prolifération
d’un groupe de cellules indifférenciées préexistantes ou de cellules différenciées qui se dédifféren-
cient.), et peut durer jusqu'a cing semaines lorsque de nombreux tubules ont été expulsés (Vanden
Spiegel et al., 2000). Cette structure particuliére du tubule de Cuvier ne peut étre trouvée que chez
certaines espéces de I'ordre Holothuriida des genres Actinopyga, Bohadscia et Holothuria unique-
ment (Samyn et al., 2006).
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Tubule de Cuvier

Rupture du Cuvier ;

Figure 18. L'anatomie de la partie postérieure de I'Holothuria forskali au niveau de I'attachement
des tubes de Cuvier (VandenSpiegel et Jangoux, 1987 modifiée).

1.2.11. Importance des holothuries
1.2.11.1. Consommation des holothuries

Les "concombres de mer" sont une ressource marine tres appréciée des peuples d’Asie et d’Extréme-
Orient, ils sont généralement utilisés comme remedes traditionnels, aphrodisiaques, et consommeés
comme mets tres raffinés dans de nombreux pays d'Asie depuis des milliers d’années (Toral-Granda,
2006b ; Borrero-Perez et al., 2009 ; Afkhami et al., 2012 ; Jangoux, 2014). Plus de 70 especes
d’holothuries sont exploitées commercialement (Xu et Zhao, 2015). En Chine, 134 espéces ont été
trouvées, parmi lesquels seulement 20 espéces sont comestibles et ont des fonctions médicinales
(Liao, 2001). Les "concombres de mer" sont généralement commercialisés sous forme congelée,
cuits-séchés, cuits-salés et cuits-salés-séchés (FAO, 2008). La consommation d'holothuries, crus ou
apres une préparation tres simple, est commune au Japon et en Corée (Conand, 1990). Au Japon, le
tégument appelé 'namako’ est consommeée crue ou en tranches trempées dans un mélange de vinaigre
et la sauce de soja (Figure 19). D'autres organes sont également considérés comme des mets de

choix, tels que les ovaires ou '‘Konoko' sont consommeés secs ou salés et fermentés, méme les intes-
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tins appelés 'konowata' et les arbres respiratoires ou 'minowata' sont aussi consommés. L’intestin et
gonades peuvent étre transformés en plats a prix élevé (Tanikawa, 1955a ; Ke et al., 1983 ; Kiew et
Don, 2012 ; Robinson et Lovatelli, 2015), certains muscles du "concombre de mer" peuvent étre
préparés comme des palourdes de haute qualité, produit savoureux vendu aux Etats-Unis (Mottet,
1976). Un produit sec, connu sous le nom 'Iriko’ "trépang” ou " béche-de-mer" est aussi traditionnel-
lement produit (Conand, 1990). Il est proposé aux consommateurs apres avoir été éviscerés, portés a
¢bullition, et enfin séchés a ’air libre (Jangoux, 2014). Le liquide ccelomique le bulbe aquapharyn-
gien, et les organes internes, sont des sous-produits ou coproduits peu ou pas valorisés, ils représen-
tent des quantités importantes de rejets pour les industries de transformation (Tripoteau, 2015). Dans
les eaux peu profondes de I'Indopacifique tropical on compte environ 350 espéces d'holothuries
(Pangestuti et Arifin, 2018), parmi lesquelles une vingtaine sont actuellement recherchée pour la
préparation du 'trépang’. Les especes les plus récoltées pour le marché du 'trépang’ sont Actinopyga
mauritania, Holothuria scabra et Thelenota ananas, d’autres espéces, tel que Apostichopus japoni-
cus, Parastichopus californicus et Cucumaria frondosa sont consommées cuites, marinées ou méme
crues (FAO, 2012). Cependant, dans la plupart des régions du monde, les “concombres de mer" sont
considérés comme non comestibles (Ke et al., 1987). lls ne sont consommeés que sur les iles de

I'ouest du pacifique et en Asie (Tanikawa, 19553, b ; Bruce, 1983).

Figure 19. Plat a base de "béche-de-mer" (in Purcell et al., 2010).

1.2.11.2. Marché de la ""béche-de-mer"*

Le "concombre de mer" est commercialisé depuis plus de 1000 ans (Friedman et al., 2011). Mondia-
lement, depuis le milieu du XXe siecle, les tendances du marché révélent une augmentation considé-
rable dans le commerce des "concombres de mer”, tant en termes de nombre d'espéces et de rende-

ment de production, les prises mondiales ont été multipliées par 13, passant d'environ 2300 tonnes a
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30500 tonnes (Kinch et al., 2008 ; Anderson et al., 2011 ; Bordbar et al., 2011) (Tableau 1). Les es-
peces ciblées appartiennent la plupart a I’ordre des Holothuriida. Ce sont principalement les genres
Actinopyga, Bohadschia, Apostichopus, Stichopus, Cucumaria, et Holothuria qui sont les plus visés
(Purcell et al., 2012). En plus de sa grande expansion dans les zones traditionnelles, la péche des
holothuries s’est étendue a une amplitude considérable, méme dans des zones de péche non tradi-
tionnelle, telles que les Galapagos, le Mexique et I'Amérique du Nord. Les stocks découverts sont
exploités a un rythme de plus en plus rapide (Taiyeb-Ali, 2003 ; Hu, 2005 ; Anderson et al., 2011).
La collecte des "concombres de mer" pour la production de "béche-de-mer”, et son exportation vers
le marché asiatique fourni une importante source de revenus pour les communautés dans les régions
éloignées ou les alternatives sont peu nombreuses (MacKnight, 1976 ; Preston, 1993 ; Purcell, 2010)
(Tableau 1). Le marché des "béches-de-mer" est contrdlé par la Chine, Hong-Kong, Singapour et
Taiwan (Jaguemet et Conand, 1999). Selon le facteur de conversion utilisé le poids sec/humide, il est
possible de déduire que les prises combinées pour I'Asie et les régions du Pacifique sont de I'ordre
de 20000-40000 t/an (FAO, 2008). Les données statistiques indiquent qu’environ 1.000 tonnes de
"béches-de-mer" (soit 10000 tonnes d’holothuries fraiches) sont importées annuellement a Singa-
pour, dont 80% sont réexportees vers d’autres pays comme la Chine, la Malaisie, Taiwan, le Japon,
ou elles sont vendues sur les marchés locaux. La quasi-totalité des holothuries importées a Singa-
pour provient de 1I’Afrique de I’Est y compris les iles du Sud-Ouest de 1’Océan Indien (Fabinyi et
al., 2017 ; Purcell et al., 2018). Dernierement, Hong Kong et Guangzhou (Chine) sont devenus les
plus grands importateurs d'holothuries tropicaux. Les prix moyens ont augmenté de 2011 a 2016, le
prix par individu augmente de fagcon exponentielle avec la taille. En 2016, les prix moyens des es-
péces de "béches-de-mer" étaient de 1,3 a 3,8 fois plus élevés a Hong Kong qu’a Guangzhou. L'es-
péce tropicale avec le prix maximum enregistré était Holothuria scabra, le produit qualité premium
se vendait a plus de 1800 $ US le kilogramme (Fabinyi et al., 2017 ; Purcell et al., 2018) (Figure
20). En Méditerranée, les principaux pays qui explorant cette ressource marine sont la Turquie, I'Es-
pagne, la Gréce, I'ltalie et le Portugal. En Turquie, la pécherie d'holothuries a commencé en 1996 et
a actuellement une production annuelle totale de 550000 kg, 80% des captures correspondent a H.
poli et 20% a H. tubulosa et H. mammata (Gonzalez-Wanglemert et al., 2014, 2015 ; Gonzélez-
Wanguemert et Dominguez-Godino, 2016 ; Aydin, 2017). En Espagne, la péche des "concombres de
mer" se concentre sur Parastichopus regalis (Ramon et al., 2010), en plus des especes déja exploi-
tées (H. tubulosa, H. forskali, H. mammata, H. arguinensis), plus de 10 entreprises exportent les
"concombres de mer" vers la Chine, dont certains avec 1 a 2 millions de dollars US de revenus to-

taux (Gonzalez-Wanglemert et Dominguez-Godino, 2016). En Gréce, H. tubulosa est la principale

35



Etude bibliographique

espéce récoltée depuis plus d'un siecle (Antoniadou et Vafidis, 2011), de nos jours certaines entre-
prises exportent les "concombres de mer" en Chine, en Australie, au Japon, au Canada et aux Etats-
Unis (Gonzalez-Wanguiemert et Dominguez-Godino, 2016). Plus recemment, I'ltalie a commencé la
transformation des "concombres de mer" a petite échelle (Sicuro et Levine, 2011). Au Portugal, plu-
sieurs entreprises vendent des “concombres de mer”, principalement H. arguinensis, H. sanctori, H.
forskali et H. mammata, offrant une capacité d'approvisionnement de 2 000 a 50 000 kg/mois et des
prix variants entre 70 et 350 euros/kg selon la qualité du produit (Gonzalez-Wangliemert et Domin-
guez-Godino, 2016).

La "béche-de-mer" peut étre classée a partir de sa valeur commerciale : haute, moyenne ou basse
basée sur I'espéce, I'abondance, I'apparence, I'odeur, la couleur, I'épaisseur du corps (Telahigue et al.,
2010). Cependant, il n'y a aucune information sur I'évaluation de valeur commerciale sur la base de
la composition chimique et la qualité nutritionnelle des "concombres de mer" (Afkhami et al.,
2012).

Figure 20. Marchés asiatiques d'holothuries en chine (in Purcell, 2010 ; Purcell, 2014a).
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Tableau 1. Taux de "concombres de mer" captures rapporté par FAO au tonnage mondial total (in

Bordbar et al., 2011 ; FAO, 2020).

Année Prise totale mondiale (Milliers de tonne)
1988 19,905
1989 17,467
1990 19,976
1991 21,790
1992 20,892
1993 19,348
1994 24,505
1995 24,050
1996 26,795
1997 24,672
1998 22,004
1999 20,462
2000 24,509
2001 20,431
2002 23,445

2004-2013 22
(Moyenne par an)
2015 31
2016 34
2017 38
2018 48
Total 551,251
Pourcentage de la péche totale en 2018 9
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1.2.11.3. Aquaculture des holothuries (holothuriculture)

Le prix attractif des "concombres de mer" et le déclin de leur péche sauvage, a suscité parmi les or-
ganismes prives et publics un intérét considérable pour le développement de méthodes alternatives
de production de "béches-de-mer”, en particulier I’holothuriculture (Pitt et Duy, 2004 ; Giraspy et Ivy
2005 ; Purcell, 2005 ; Eeckhaut et al., 2008). L’holothuriculture apporte une solution durable, per-
mettant a la fois de repeupler les stocks appauvris en milieu naturel, et de produire suffisamment de
"béches-de-mer" pour répondre a la demande croissante du marché asiatique (Giraspy et Walsalam,
2010). La production d’holothuries en éecloserie a été menée de maniere expérimentale dans la ré-
gion pacifique en produisant des milliers de juvéniles (Purcell, 2004b, 2005 ; Pitt et Duy, 2004).
Cependant, la production commerciale d’holothuries n'a été effectuée que récemment dans quelques
pays, comme I'Australie, Maldives (Giraspy et lvy, 2005), et a Madagascar (Eeckhaut et al., 2008).
Dans les écloseries commerciales, la production en grande quantité d’holothuries tropicales s’est
heurtée a certains problémes qui ont freiné leur production a grande échelle, tel qu’un taux élevé des
procédures de gestion des écloseries, qui ne sont pas maximisées, afin de garantir le succes de la
production massive de juvéniles, ainsi qu’un taux de mortalité élevé dans les sites de fixation des
larves et au stade juvénile initial. Toutefois, la recherche continue a permis de grandes avancées
pour surmonter ces obstacles en améliorant les régimes alimentaires et les substrats de fixation, ainsi
"Sea Cucumber Consultancy" société internationale située a Brisbane (Queensland), fournit une
technologie commerciale pour la production a grande échelle de "concombres de mer", a réussi ces
derniéres années a produire de maniére réguliére des millions d’holothuries juvéniles (Giraspy et

Walsalam, 2010).

1.2.11.4. Application pharmacologique et thérapeutique

Au cours des derniéres décennies, de nombreux efforts ont été déployés pour isoler des composés
biologiquement actifs provenant des ressources marines vivantes. Ces composés sont d'un grand
intérét pour le développement potentiel de nouveaux produits a diverses applications industrielles,
agroalimentaires, pharmaceutiques, et nutraceutiques (Venugopal, 2008 ; Blunt et al., 2018 ; Hu et
al., 2018 ; Khotimchenko, 2018 ; Jimenez et al., 2020).

Parmi les invertebres marins, les "concombres de mer" ont fait I'objet d'une attention particuliére, en raison
de leur haute valeur nutritive, et la présence de molécules bioactivites, qui ont des effets bénéfiques sur la
santé humaine (Khotimchenko, 2015 ; 2018) (Figure 21). Les "concombres de mer" sont utilisés dans la
médecine traditionnelle asiatique pour maintenir, prevenir, réduire ou guérir plusieurs maladies comme la
constipation, déficience rénale, I’arthrite, I’asthme, les rhumatismes, les coupures et les bralures, I'impuis-
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sance et la constipation (Mazliadiyana et al., 2017 ; Salimi et al., 2017 ; Youssef., 2017 ; Gianasi, 2018 ; lee
etal., 2018 ; Zhao et al., 2018 ; Yin et al., 2019).

Les molécules bioactives isolées des "concombres de mer" sont : les chondroitines sulfatées (Li et al.,
2016 ; Mou et al., 2018), les sulfates de fucan (Ustyuzhanina et al., 2018), les polysaccharides (Marques et
al., 2016 ; Zhong et al., 2019), les triterpenes glycosides (saponines) (Caulier-Mezali et al., 2016 ; Cuong
et al., 2017), les cérébrosides (Xu et al., 2011 ; Liu et al., 2015), les lectines (Wang et al., 2018)....etc
Elles ont des applications dans I'industrie pharmaceutique en raison de leur large éventail de bioactivites :
antibactériennes, antifongiques, anti-inflammatoires, anticoagulantes, antitumorales, antioxydantes, et anti-
virales...ctc (Chen et al., 2011 ; Martins et al., 2014 ; Shi et al., 2016 ; Pangestuti et Arifin, 2018). Leur
acides gras polyinsaturés (AGPI) a longue chaine, jouent un rble essentiel dans les activités métaboliques
(Anisuzzaman et al., 2019), telles que les maladies coronariennes, l'arthrite, la cicatrisation des plaies et la
coagulation du sang (Abdulrazaq et al., 2017; Rao, 2018 ; Harris et al., 2019), leur peptides (Sila et Bouga-
tef, 2016) ont un potentiel d’inhibition de l'enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA) (Sadegh
Vishkaei et al., 2016 ; Chim-Chim et al., 2017 ; Dewi et al., 2020) (Figure 21).

Protection contre plusieurs maladies
(ex: diabétes, cancer, maladies newrodégéneératives,
hepatorenal et inflamatoires )

] Active les enzymes antioxidantes
7 (ex: SOD, GSH. CAT)

Activité

antioxidante — |~ Inhibe la propagation du stress oxidatif

|- Protége les macromolécules
(ex: ADN, protéines, lipides)

Accélére le processus de cicatrisation

Chemin intrinséque
——>* sl; *L .'

Activités Orte f‘\
anticancéreuses ' ' -
l . Activation de
! Cazpasze-2 .
Pa Activation ds
Caspaze 3/6/7

—— Activation de Caspase-8
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Figure 21. Activités biologiques des composes bioactifs dérivés des "concombres de mer” (Pangestuti et
Arifin, 2018).
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En raison de la présence de certains acides aminés, les "concombres de mer" ont une fonction re-
marquable dans la régulation immunitaire (Qin et al., 2008). Leur collagene est reconnu comme un
composant précieux dans les tissus conjonctifs, en raison de son utilité et de sa distribution spéci-
fique (Saito et al., 2002 ; Rafiuddin et al., 2004). 1l est ensuite transformé en gélatine par ébullition

pour devenir une substance bioactive fonctionnelle (Zhao et al., 2007).

1.2.11.5. Valeur nutritionnelle des holothuries

Traditionnellement, les Chinois consommaient les "concombres de mer" pour leur valeur tonique
plutdt que pour leur goQt de fruits de mer. Ils sont appréciés avec d'autres délices, tels que l'aileron
de requin, le ginseng et le cordyceps, comme tonique et comme aliment de prévention de plusieurs
maladies (in Kiew et Don, 2012). Ils sont donc célébres sous le nom de "Hai Shen" en chinois, qui
signifie en gros "ginseng de mer" (Bruckner et al., 2003 ; Chen 2003). La médecine traditionnelle
chinoise croit fermement que la nature salée et réchauffante des "concombres de mer", leur permet
de nourrir le sang et I'essence vitale, de traiter les problemes de troubles rénaux et des organes re-
producteurs (in Kiew et Don, 2012). Plusieurs études ont été réalisées pour analyser les composi-
tions d'acides aminés et d'acides gras de diverses especes d'holothuries afin d'élucider leur valeur
nutritionnelle pour les consommateurs (Wen et al., 2010 ; Liu et al., 2017 ; Gonzalez-Wangliemert et
al., 2018a). lls contiennent des acides aminés et des oligo-éléments essentiels pour la santé (Chen
2003). Les "concombres de mer" contiennent une combinaison d'acides aminés précieux, compo-
saient de glycine, d’acide glutamique, d’acide aspartique, d’alanine et d’arginine, un faible rapport
lysine/arginine et un taux élevé d’acides aminés essentiels (AAE) en raison de la présence d’une
quantité considérable de thréonine, de tyrosine et de phénylalanine (Wen et al., 2010). Comme la
concentration de cholestérol dans le sérum et I'aorte est influencée par la composition des protéines
et des acides aminés, un rapport plus faible de la lysine a I'arginine est préférable pour exercer des
effets hypocholestérolémiques (Zhang et al., 2016). La teneur en acides aminés totaux (AAT) est de
33,32 a 54,13 g/100 g (poids humide) (Wen et al., 2010), elle ne présente pas de variation entre les
especes. Les lipides, les minéraux, ainsi que les polysaccharides et les glycosides, sont plus élevés
dans l'intestin et des voies respiratoires que dans le tégument. Les rapports AAE/AAT et AAE/acides
aminés non essentiels dans l'intestin et I'appareil respiratoire des "concombres de mer"”, sont plus
proches du rapport idéal de la FAO/W.H.O (Yuan et al., 2010), ce qui confirme la haute valeur nutri-
tive des "concombres de mer"”. Des données rapportées sur la composition approximative des "con-
combres de mer" dans la littérature, indiquent que les teneurs en humidite, proteines, lipides, cendres
et glucides des holothuries fraiches varient de 82,02 92,6 ; de 2,54 13,8;de 0,1a0,9;de15a4,3;
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et de 0,2 a 2,0%, respectivement (Aydin et al., 2010 ; Omran, 2013 ; Fawzya et al., 2015 ; Haider et
al., 2015 ; Liu et al., 2017 ; Gonzalez-Wangliemert et al., 2018a). Leur composition biochimique
approximative varie en fonction de I'espece, les variations saisonnieres et le régime alimentaire
(Bordbar et al., 2011). Généralement, ils contiennent des teneurs élevées en eau et en protéines, mais
de faibles teneurs en lipides par rapport aux poissons et aux crustaces (Aydin et al., 2011), donc ils
représentent un aliment idéal pour les personnes qui souffrent d'hyperlipidémie (Wen et al., 2010).
Les "concombres de mer" transformés (séchés) constituent une riche source de protéines brutes par
rapport a la plupart des produits de la mer utilisés. Jusqu'a présent, elles sont vendues comme nutra-
ceutique sous forme de comprimés ou de capsules (Chen, 2003). Le tégument des "concombres de
mer" est constitué principalement de collagene (environ 70% des protéines de la paroi) et de muco-
polysaccharides (Saito et al., 2002 ; Escudero et al., 2010 ; Hur et al., 2011 ; Pennings et al., 2013).
Plus de 21 types de collagéne ont jusqu'a présent été identifiés dans divers tissus d’holothuries et
leurs roles ont été largement étudiés (Liu et al., 2011 ; 2019 ; Tian et al., 2020). Les collagenes des
"concombres de mer" sont similaires a ceux des tortues a carapace molle et des cornes de cerf, ils
servent comme complément nutritif a I'nématogenese (production de globule rouge) et dans le trai-
tement de 1’anémie (Kiew et Don, 2012 ; Guo et al., 2015). Les teneurs en matieres grasses brutes
des "concombres de mer" sont généralement inférieures a celles d'autres produits de la péche tels
que les poissons Channa striatus, Channa micropeltes et Sparus aurata, avec respectivement 5,7%,
9,3% et 14,7% (El Shehawy et al., 2016 ; Tawali et al., 2018 ; Pratama et al., 2020). Néanmoins,
leur profil lipidique est tres intéressant, composés principalement d'acides gras polaires, avec une
teneur élevée en acides gras polyinsaturés (AGPI), en particulier I'acide eicosapentaénoique (EPA),
I’acide arachidonique (ARA), I’acide alpha-linolénique (ALA), et l'acide docosahexaénoique
(DHA). Leur rapport n-6/n-3 est similaire a celui recommandé par la FAO, entre 5:2 et 8:1 (W.H.O,
2003). Ces deux acides oméga présentent des propriétés hémodynamiques (le flux sanguin) et antia-
thérogenes (empéche la formation de cailloux sanguin), qui peuvent éliminer la coagulation san-
guine dans les vaisseaux sanguins et réduire les triglycérides sériques ou le taux de cholestérol sé-
rique (Blondeau, 2016 ; Balk et Lichtenstein, 2017). lls aident aussi a réduire le taux de glycémie
chez les patients souffrant de diabéte de type 2 (Brown et al., 2019). Les holothuries ont une grande
valeur nutritive di a la présence de plusieurs vitamines tels que la vitamine A, la vitamine B1 (thia-
mine), la vitamine B2 (riboflavine), la vitamine B3 (niacine). Comme le rapporte plusieurs auteurs
divers minéraux se trouvent également dans les "concombres de mer" (Mohammadizadeh et al.,
2016 ; Mohsen et al., 2019). Ces études sont trés importantes afin d’estimer les risques réels pour la

santé humaine liés a la consommation d'holothuries. Plusieurs maladies, désordres, dysfonctionne-
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ments et malformations d’organes sont liés a la toxicité des métaux lourds, ils s’accumulent généra-
lement dans les organes vitaux, tels que les reins, les os et le foie. Chaque métal présente des signes
spécifiques de toxicité. Par conséquent, la sécurité des produits de la mer devient de plus en plus
importante, compte tenu de la limite maximale de Pb dans les autres produits marins (poissons, mol-
lusques, mollusques et crustacés) est de 0,3 mg/kg, ces concentrations sont acceptables chez les
"concombres de mer". La limite maximale fixée pour le Cd est de 0,05 mg/kg pour les poissons
(Codex Alimentarius, 2006). En comparaison au niveau défini des produits marins similaires, la
concentration des métaux lourds dans les holothuries est généralement inférieures au niveau des
normes internationales. Cependant, il faut prendre soin de toujours surveiller les niveaux de métaux
lourds dans les holothuries (Sicuro et al., 2012). Le chrome (Cr), le manganése (Mn), le zinc (Zn), le
fer (Fe), le nickel (Ni), le cobalt (Co) et le cuivre (Cu) sont les plus courants. Le Cr, Ni, le Cadmium
(Cd) et le plomb (Pb) sont des métaux lourds toxiques ; la bioaccumulation des métaux lourds dans
les organes des poissons d'eau douce est largement utilisée pour évaluer la santé des écosystémes
aquatiques car les polluants s'accumulent dans la chaine alimentaire (Maurya et al., 2019) ; les "con-
combres de mer" ne peuvent échapper aux effets néfastes de ces polluants. Cependant, a ce jour il
n'existe pas de normes internationales (Codex Alimentarius, 2015), ou locales spécifique aux échi-
nodermes pour les limites des métaux lourds. La teneur en minéraux différe entre les espéces. La
quantité de chrome dans certaines espéces peut atteindre 37 mg/g de poids sec, alors que les besoins
quotidiens pour les humains est d'environ 59 mg (Ridzwan, 2007). Le chrome est nécessaire en tant
que minéral essentiel, qui agit comme un résistant a I'insuline et aide a la régulation, ainsi qu'a ame-
liorer I'activité de I'insuline dans le corps humain (Vincent, 2019). Des niveaux élevés de fer sont
signalés chez H. scabra, qui contient jusqu'a 246,35 mg/g de poids sec (Ridzwan, 2007). La pré-
sence de fer dans I'némoglobine (sang) et le pigment de myoglobine (tissus musculaires) souligne
son importance en tant qu'ingrédient essentiel de I'alimentation quotidienne. Les besoins en fer chez
I'nomme dépendent de I'age et du sexe de l'individu, mais la quantité suggérée dans le régime ali-
mentaire est comprise entre 5 et 10 mg par jour (Belitz et al., 2009). Le manganése, par contre, est
important pour faciliter divers processus métaboliques en agissant comme un cofacteur enzymatique
(Li et al., 2020). Le corps humain contient un total de 10 a 40 mg de manganese, et les besoins quo-
tidiens se situent entre 2 et 5 mg pour l'activation enzymatique (Belitz et al., 2009). Les "con-
combres de mer" contiennent cet oligo-élément a 0,99 a 68,04 mg / g de poids sec, a I'exception du
zinc, du nickel et du cuivre dans la gamme de 23,43 a 73,27, 21,65 a 129,20 et 0,99 a 34,58 mg / g
de poids sec, respectivement (Ridzwan, 2007 ; Mohammadizadeh et al., 2016 ; Mohsen et al.,
2019).
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Plusieurs auteurs ont constaté que le niveau de plomb dans certaines espéces, dépasse le niveau
maximal autorisé dans le corps humain a savoir 9 mg/g de poids corporel (Mohammadizadeh et al.,
2016 ; Mohsen et al., 2019). 1l existe une inquiétude au sujet des effets oncogénes menant au cancer
causé par le niveau élevé de plomb. La cancérogénicité du plomb est associée a des dommages di-
rects a I'ADN, a la clastogeénicité (provoque des ruptures d’ADN), et a I'inhibition de la synthése ou
de la réparation de ’ADN. Un niveau élevé de plomb affiche également les risques d'affecter les
capacités intellectuelles des enfants, ainsi que le retard de croissance intra-utérin et I'insuffisance
pondérale a la naissance (Clemente et al., 2017 ; Boyd et al., 2018). En 2015, les chercheurs du Me-
rinov (Centre d'Innovation de lI'aquaculture et des péches) ont réalisés une étude, afin de valoriser
des coproduits (intestins, gonades...etc) de "concombre de mer" (Cucumaria frondosa). Les copro-
duits du concombre de mer sont essentiellement constitués d’cau, de protéines, de lipides et de mi-
néraux. Les coproduits de "concombres de mer" contiennent en moyenne 7,73 g de protéines, 3,10 g
de lipides, 2,18 g de cendres, 0,43 g de glycogéne et 85,88 g d’eau pour 100 g d’échantillon. Cette
différence s’explique par absence du liquide ceelomique perdu pendant le procédé de transformation
en usine. Leur composition en acides aminés essentiels démontre que les coproduits de de mer peu-
vent étre une bonne source protéique. Leurs protéines sont riches en glycine, en acide glutamique et
en arginine, trois acides aminés impliqués dans la régulation du systeme immunitaire (Wen et al.,
2010). Les coproduits renferment des lipides de haute qualité riches en phospholipides (41,9 %) et
en caroténoides totaux (5 263 pg/g d’huile) (tableau 4). Ils sont pauvres en les acides gras saturés
(32,5 mg/g d’huile) et en acides gras oméga-6 (5,3 mg/g d’huile). De plus, les lipides des coproduits
de concombre de mer sont riches en les acides gras polyinsaturés (153,5 mg/g d’huile) et en acides
gras oméga-3 (148,2 mg/g d’huile). Par contre, ils contiennent une forte quantité d’acides gras in-
connus (145,9 mg/g d’huile environ) qu’il nous reste a identifier précisément. La proportion
d’astaxanthine dans des caroténoides totaux est en moyenne de 49 %, 22 % sous forme libre et 27 %

de forme mono estérifiée. Toutefois, la forme di estérifiée n’a pas été détectée.

1.2.12. Etat actuel des stocks d’holothuries

La forte demande en "béches-de-mer™” a mis la péche de "concombres de mer"” dans le monde entier
sous le stress, et de nombreuses pécheries ont été fermées en raison de la surpéche (Purcell, 2010)
(Figue 22). L’Etude réalisé par Conand (2018), confirme la surexploitation des pécheries de "con-
combres de mer" dans les pays de I'océan Indien et du Pacifique occidental, alors que plusieurs pays
d'’Amérique latine ont maintenant des pécheries actives. L’effondrement des stocks locaux a conduit
a I’élaboration d’un marché d’importation international, ainsi qu’un réseau de braconnage visant
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notamment les pays ou le produit est inconnu ou n’est pas consommé. S’il s'agit encore aujourd'hui
d'une activité traditionnelle qui consiste le plus souvent en, la collecte des individus (ramassage) a
marée basse sur le récif, suivie du traitement par cuisson et sechage. La pression exercee sur les pé-
cheurs est de plus en plus forte, celle-ci les pousse a utiliser des systemes comme les scaphandres
autonomes, qui leurs permettent d’atteindre des profondeurs plus importantes avec tous les risques
liés a ce type de plongées. Aujourd’hui, certaines espéces d’holothuries se trouvent face a un danger
a cause des exploitations intensives qui durent depuis des années. Le probléeme de surpéche des ho-
lothuries dans le monde entier, a entrainé des prises de décision internationales, telles que « la Con-
vention sur le Commerce International des Espéces de faune et flore Sauvage menacées
d’extinction» (CITES), ainsi que I’inscription des especes en danger dans la liste rouge de I’'UICN
(Union Internationale pour la Conservation de la Nature) dans laquelle figure aujourd’hui le nom
de sept especes de "concombres de mer" a forte chance de disparition : quatre espéces du genre Ho-
lothuria, une espéce du genre Apostichopus, une espéce du genre Isostichopus et une espéce du
genre Thelenota (Conand et al., 2014). En 2004, Conand avait déja recensé quarante-deux espéces
qui subissaient un stress pour satisfaire le marché de la "béche-de-mer". Plus tard, Bruckner (2006) a
affiné cette liste en identifiant les espéces prioritaires pour la conservation et la protection interna-
tionales. L’atelier CITES (Bruckner, 2006) a classé chaque espéce selon son niveau de conservation
en especes : tres préoccupantes (Cing) ; préoccupantes dans certains pays (sept) ; susceptibles de
devenir préoccupantes & mesure que I’exploitation augmente (quatre) ; non preoccupantes (quinze) ;
et mineures (six). En juin 2013, la liste rouge de I'lUCN a été publiée, elle évalue les risques d'ex-
tinction de 377 espéces connues de “"concombres de mer" de I'ordre des Holothuriida, qui contient la
plupart des espéces exploitées commercialement. En bref, les évaluations de la Liste Rouge de
I''UCN étaient basées sur l'application des Catégories et Criteres de la Liste Rouge de I''UCN
(TUCN, 2012), et sur un grand nombre de revues, études et rapports publiés sur les espéces. Une
espéce se qualifie pour I'une des trois catégories de menaces : en danger critique d'extinction (CR),
en danger (EN), et vulnérable (VU). Les espéces qui dont les critéeres de la liste rouge ne
s’appliquent pas, ont été considérées comme étant les moins préoccupantes (LC), et les especes pour
lesquelles les données sont insuffisantes pour appliquer les critéres de la liste rouge, ont été évaluées
comme insuffisantes (DD). Les évaluations des especes ont été examinees et éditées par un groupe
séparé d'experts internationaux en taxonomie et en methodologie d'évaluation (IUCN, 2013b). La
plupart des espéces qui ont atteint le seuil d'une catégorie de menace ont été évaluées selon le critere
A (IUCN, 2013a), qui mesure le risque d'extinction en fonction du dépassement d'un seuil de déclin

de la population (30 % pour VU, 50 % pour EN et 80 % pour CR) sur une période de dix ans ou de
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trois générations, selon la plus longue des deux périodes. L'IUCN définit la longueur des générations
comme I'age moyen des adultes reproducteurs de la cohorte actuelle (IUCN, 2013b). Lors de I'éva-
luation de la Liste rouge de I'lUCN, la durée des générations a été estimee a 11-17 ans selon la me-
thodologie de I'l'UCN. Par ailleurs en Méditerranée, les informations sur I’état du stock des holothu-
ries ne sont pas nombreuses, et trés peu d’études se sont intéressées a 1’évaluation de 1’état du stock
et a la dynamique des populations (Mezali et al., 2006 ; Mezali, 2008 ; Raménd et al., 2010, Aydin
et al., 2011, Navarro et al., 2012, Gonzalez-Wangiemert et al., 2014 ; 2016 ; Mezali et Thandar,
2014). Neghli et al., 2019 ; Mezali et Slimane-Tamacha, 2020).

a'igsof 1660
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Etat du stock
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Exploitation totale
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MSock épuisé
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Figure 22. Expansion mondiale du commerce des "concombre de mer" : état des stocks et année
d'établissement de la péche (in Bennett et Basurto, 2018). L'état du stock est indiqué par Purcell et
al. (2013). Les années d'établissement des pécheries sont indiquées dans Anderson et al. (2011).
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11.1. Echantillonnage

Les Holothuries étudiées proviennent de la cote Ouest Algérienne. Les individus sont prélevés
vivants par plongée sous-marine a une profondeur moyenne d’environ 3 m sur cing sites choi-
sis: Stidia (35° 50'N, 0°00'E), Hadjaj (36° 06’ N, 0° 20’ E), Kristel (35°49".34'N, 0°29'.00" O),
port d’Oran(35°42'34.2"N, 0°39'20.8"0), et Cap Falcon (35°46'21.5"N, 0°47'51.0"0) (Figure
23). A chaque plongée environ 10 a 20 individus sont prélevés dans différents biotopes, dis-
simulées sur les fonds sableux et rocheux riches en matiére organique. Leur présence était
détectée en observant leurs féces aisément reconnaissables sous 1’eau. Les holothuries récol-
tées sont rapidement déposées dans des bacs contenant de 1’eau de mer, puis transportées au

laboratoire (LPVRMLSM) pour leurs traitements (mesures biométriques).

11.2. Mesures biométriques

Au laboratoire chaque individu est lavé a 1’eau du robinet pour se débarrasser de toute traces
de sable et de salissures. Des mesures biométriques ont été réalisées sur une partie des échan-
tillons (Figure 24). La Longueur contractée a été obtenue selon la méthode décrite par Mezali
(1998), en essayant de maintenir chaque individu droit, puis le compresser a la main jusqu’a
expulsion du liquide ceelomique (0,1 mm) (Figure 24 B). L’¢paisseur de la paroi du corps a
été mesurée grace a un pied a coulisse (£0,1 mm), a partir d’une incision faite grace a une
lame de bistouri au niveau du derme a la limite entre le bivium et le trivium (Figure 24 C).
Apres cela, chaque individu a été éviscéré, rincé a 1’eau du robinet, égoutté et enfin pesé
(poids humide de la paroi du corps) avec une balance de précision (x 0,01 g) (Kern, Balingen,
Allemagne) (Figure 24 A). Enfin chaque individu a été déposé dans un sac en plastique éti-
queté, et est conservé dans un congélateur a -4°C jusqu’a transport au Laboratoire

d’Ingénierie des Biomolécules (LIBio).
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Figure 24. Mesures biométriques : A. prise de poids ; B. mesure de la longueur ;
C. mesure de I'épaisseur de la paroi
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11.3. Transformation des holothuries fraiches en produit sec

La transformation des holothuries fraiches en produit sec "béche-de-mer" est basé sur des
méthodes traditionnelles simples décrite par Purcell .(2014b) (Figure 25), organisées sur trois
étapes principales : la cuisson, le salage, et enfin le séchage a 1’air libre. Les holothuries frai-
chement collectées, ont été déposées dans un grand récipient, et sont bouillies dans de 1’eau
de mer a feu moyen (60-80°C) (Figure 25), jusqu’a ce qu’elles gonflent (10-15 min cela dé-
pend de I’épaisseur de tégument). Ensuite, elles ont été déposées dans de 1’eau froide (environ
15°C) pendant 1 a 2 h jusqu’a refroidissement totale (Figure 25). Une incision a 1’aide d’une
lame bistouri a été pratiquée le long de la face ventrale, en commencant a 3 cm de chaque
extrémité, puis les échantillons ont été éviscérés, et rincés a 1’eau du robinet (Figure 25). Les
spécimens sont déposés dans des bacs et ont été recouverts entierement de sel de mer pendant
2 a 5 jours (Figure 25), ce qui va permettre la déshydratation avant le processus de séchage.
Les holothuries ont été bouillies a nouveau (environ 30 min), dans de 1’eau propre, jusqu’a
consistance dure et caoutchouteuse. Enfin, les holothuries ont été séchées au soleil pendant 4

jours a 2 semaines.

Méthode 1 "

Faites cuire dans de l'eau
de mer a feu moyen
ou vif (60-80 °C).

Laissez reposer
Faites cuire dans de

pendant 1a
2 heures dans @
de l'eau froide.
l'eau a feu vif

Incisez avec (80-100 °C).

précision. Videz les
animaux et éliminez
le sable.

Recouvrezdesel, .= M
si possible pendant <~ =
2 a5 jours.

Figure 25. Les différentes étapes de préparation des "béches-de-mer" selon la méthode
traditionnelle (Purcell, 2014b).

11.4. Digestion in vitro derme sec de ""béche-de-mer" a la pepsine
Les "béche-de-mer” des quatre holothuries ont éte digerées in vitro selon la méthode
d’Escudero et al. (2010) modifié par Wen et al. (2015). Pour cela, environ 0,5 g du tégument
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sec a été homogénéisé deux fois dans 2 ml d’eau distillée pendant 30 sec a 950 tr/min, puis a

13500 tr/min avec un temps de refroidissement de 30 sec entre les deux centrifugations. Le

pH des homogénats a été ajusté a 2 avec un acide (HCI, 1M). La pepsine a été ajoutée a 3%

basé sur la masse de 1’échantillon. Le mélange est chauffé a 37°C pendant 2 h dans un bain

marie, puis la pepsine a été inactivée en ajustant le pH a 7,5 en utilisant une base (NaOH, 1

M). La paroi digérée a été séchée dans une étuve a 60°C pendant 72 h, puis est pesée.

La digestibilité in vitro a été calculée selon la formule suivante :

1-W,
DT(%) = —y—x 100

t

DT : Digestibilité (%) ;
Wi : Poids du tegument sec aprés digestion ;

Wt : Poids total du tégument sec avant digestion ;

Les résultats sont exprimés en % (moyenne de trois répétitions).
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11.5. Analyse physicochimique du derme des holothuries

11.5.1. Humiditeé totale (Norme AOAC 950.01, 1990)

Pour déterminer la teneur d’eau des holothuries, environ 5 g de derme frais de chaque espeéce
a été séché dans une étuve a 103°C pendant 6 h (Figure 26). Les échantillons ont été laissés a
reposer dans un dessiccateur jusqu’a masse constante. Le taux d’humidité a été déterminé

selon la formule suivante :

masse du derme frais — masse du derme sec

Taux d"humidité (%) = asse du derme frais x 100

Les résultats ont été exprimés en % (moyenne de trois répétitions).

Figure 26. Séchage du tégument des especes d’holothuries étudiées dans 1’étuve a 103°C
pendant 6 h.

11.5.2. Cendres (Norme AOAC 923.03, 1997)

Les cendres ont été déterminées au four a moufle dans des creusets en porcelaine sur environ
1 g de derme sec a été incinéré totalement a 600°C pendant 12 h (Figure 27). Le taux de
cendres a été calculé comme étant le rapport de la masse finale sur la masse initiale apres in-

cinération. Le résultat a été exprimé en % (moyenne de trois répetitions).

Le calcul du taux de cendres ce fait alors comme suit :
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P,—P
CT %) =—=

100

Avec :
Po ;poids du creuset vide
P1 : poids du creuset + échantillon séché a I'étuve 105°C

P2 : poids du creuset + résidu calciné

Figure 3. Incinération du tégument sec dans un four a moufle a 600°C pendant 12 h.
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11.5.3. Lyophilisation

Les échantillons d’holothuries fraiches ont été deposés dans un congélateur a -18°C pendant
24 h, puis ils ont été lyophilisés a -60°C pendant 72 h (Figure 28), le vide a été cassé sous
azote afin d’éviter oxydation des acides gras. Les échantillons lyophilisés ont été ensuite con-
servés dans des sacs en plastiques zippés dans un endroit sec, en attendant la suite des ana-

lyses

Figure 28. Lyophilisation des échantillons d’holothuries frais a -60°C pendant 72 h

11.5.4. Matiere azotée (Norme AOAC 960.52, 1997)

La teneur en azote total a été déterminée par la méthode de Kjeldahl (Norme AOAC 960.52,
1997). Environ 0,20 g de derme sec a €té pesés sur une balance de précision (+0,0001 g) (Sar-
torius, Aubagne, France), les échantillons ont été introduits dans des matras et puis minérali-
sés sur une rampe (Kjeldatherm, Gerhardt, Les Essarts le Roi, France) a 400°C pendant 3 h,
apres 1’ajout de 2 ml d’acide sulfurique (H2SO4) et environ 1 g de catalyseur (Figure 29). Le
sulfate d’ammonium (NH4)2SO4 a été formé, le produit de la minéralisation. La titration se
fait en ajoutant une base forte (NaOH) en volume égal au volume d’H>SO4 a I’aide d’un sys-
teme de type microanalyse (Vapodest50, Gerhardt, Les Essarts le Roi, France). La concentra-

tion en azote minérale a été obtenue selon la formule suivante :

(V—Vp) x N x 1400
E

Nt (%) =
Avec :
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Nt : azote total pour 100 g d’échantillon ;

V : volume d’H2SO4 nécessaire au titrage de 1’échantillon en ml ;
Vo : volume d’H2SO4 nécessaire au titrage du témoin en ml ;

N : normalité de la solution d’H2SO4 ;

E : prise d’échantillon en g.
La teneur en protéines est ensuite calculée selon la formule suivante :
Teneur en protéines (%) = Nt X 6,25

Avec :6,25 : facteur protéique (Adler- Nissen, 1986).

—

=

Py

Figure 29. Dosage de la matiere azotée selon la méthode de Kjeldahl.

11.5.5. Extraction des lipides

Les lipides totaux ont été extraits a partir du derme lyophilisé, selon la méthode de Folch et
al. (1957) modifiée par Christie (1982), spécialement pour les produits anhydres. Environ 50
g de derme lyophilisé a été mélangé avec 300 ml d’un mélange de solvant chloroforme et mé-
thanol (2:1 v/v) pendant 30 min sous agitation. Le mélange a été filtré sous vide a travers un
verre fritté n°4 dans une fiole a vide. Le derme a été lavé avec 500 ml de solvant pour éviter
toute perte de matiére grasse (Figure 30A). Le filtrat a été versé dans un ballon, et puis le sol-
vant a été éliminé a I’aide d’un évaporateur rotatif sous vide a 40°C. Le vide a été cassé sous
azote pour éviter toute oxydation des lipides (Figure 30 B). Le taux de matiere grasse a été
déterminé en pesant la quantité de lipides récupérée apres extraction et évaporation.
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Figure 30. Extraction des lipides selon la méthode de Folch et al. (1957) : A. Filtration des
lipides ; B. Evaporation du solvant.

11.6. Caractérisation des fractions lipidiques du derme des holothuries

11.6.1. Détermination des classes de lipides par latroscan®

L’analyse des lipides totaux a été réalisée sur un latroscan® (Chromarods-Slll, latroscan
Laboratory Inc, Tokyo, Japon), selon la méthode utilisée par Hasan et al. (2016) (Figure 31).
La méthode est basée sur le principe d'une détection par ionisation de flamme (DIF) effectuée
a la suite d'une chromatographie sur couche mince. Les échantillons (1 pl, 2 pl, 3 pl de lipides
a 5 mg/ml) ont été déposés sur les chromarods, une baguette de 1 mm de diametre et 75 um
d'épaisseur recouverte d'une pellicule de SiO2. La migration des lipides en fonction de leur
affinité a lieu dans des cuves contenant un mélange de solvant. Le premier mélange est com-
posé d’hexane, d’éther diéthylique et d’acide formique (70:30:0,2 v/v/v), avec un temps de
migration de 20 min. Cette premiere migration va permettre au composés apolaires
(triacylglycérols) et composés polaires (phospholipides et glycolipides) de se séparer. Les
composes apolaires migrent sur les chromarods, alors que les composés polaires restent au
niveau de la ligne de dépot. Apres séchage a 100°C pendant 1 min, les chromarods subissent
un brilage complet, afin de définir le ratio lipides polaires/lipides apolaires. Le brilage et le
traitement des données ont été effectués par le logiciel Chromstar qui permet 1’obtention de
pics représentatifs de la composition des échantillons. Le second mélange de migration est
constitué de chloroforme, de méthanol, d’eau et d’ammoniaque (65:35:5:0,28 v/vivV/v), le

temps de migration est de 40 min. Cela permettra la séparation des composés polaires (phos-
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pholipides et glycolipides). Les différents composés polaires présents ont été alors séparés par
discrimination de leur temps de rétention. Chaque analyse d’échantillon a été répétée trois

fois.

Figure 31. Analyse des lipides totaux réalisée sur un latroscan®.

11.6.2. Estérification des acides gras

Les esters méthyliques d’acides gras ont été préparés selon la méthode d’ Ackman. (1998), par
le réactif au trifluorure de bore a la concentration de 14% dans du méthanol (BFs/MetOH).
Environ 100 mg de lipide est pesés dans un tube a essai, 1,5 ml d’hexane et 15 ml de BFs/M
etOH y ont été ajoutés. Le tube a été fermé hermétiquement sous azote, agité énergétique-
ment, puis chauffé a 100°C pendant 1 h. Aprés refroidissement a température ambiante, 1 ml
d’hexane et 2 ml d’eau distillée ont été ajoutés. Le tube a été agité sous azote, et deux phases
se séparent apres repos (Figure 32). La phase supérieure a été récupérée dans un autre tube.
La phase inférieure a été extraite deux fois avec 1 ml d’hexane. Les phases d’acides gras esté-
rifiés ont été lavées avec 2 ml d’eau distillée. Le solvant a été évaporé sous azote, avant de
rajouter de 2 ml d’hexane pour ajuster la concentration des esters méthyliques adaptée a la

CPG.

S

——

Figure 32. Estérification des acides gras selon la méthode d’Ackman (1998).
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11.6.3. Chromatographie phase gazeuse (CPG)

Les esters méthyliques de lipides totaux ont été analyses par une CPG de type CG-2010 Plus,
Shimadzu (Figure 33), équipée avec un détecteur a ionisation de flamme et d’une colonne
capillaire de 60 m de longueur, 0,25 mm de diamétre interne dont 1’épaisseur du film est de
0,20 pm. La température du four a été fixée a 200°C et celle du détecteur et I’injecteur a
250°C. Les échantillons ont été séparés sur la colonne en utilisant I’hélium comme gaz vec-
teur avec un débit de 0,79 ml/min. L’échantillon a été injecté en mode split. Le programme de
température utilisé lors de I’analyse maintenait 1’appareil a 120°C pendant 2 min puis montait
en 180°C pendant 2 min et gardait 1’échantillon a 220°C pendant 25 min. L’intégration des
pics a été faite sur le logiciel GC solution (Shimadzu). L’identification des pics d’acides gras
sur le chromatogramme a été réalisée a I’aide de standards d’acide (Restek, Food industry
FAME Mix-méthylene chloride C23).

Figure 33. Analyse des esters méthyliques de lipides totaux par CPG (CG-2010 Plus).

11.6.4. Purification des phospholipides marins par acétone

Les phospholipides ont été en utilisant une méthode de précipitation a I'acétone decrite par
Schneider et Lovaas (2009), modifiée par Lu et al. (2012) et Hasan et al. (2016). Une masse
d’environ 1,3 g de lipides a été dissoute dans 2 ml de chloroforme. Cette solution est ensuite
vidée dans 100 ml d'acétone refroidi (Figure 34), le mélange a été agité vigoureusement a
température ambiante. Le mélange a été maintenu a -18°C pendant une nuit, cela va permettre
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la précipitation de phospholipides. L'acétone a été décantée par faible centrifugation a 1000
tr/min, les précipités ont été redissous dans le chloroforme, et la procédure de purification a
été répétée une fois encore. Les précipités finaux (phospholipide purifié) sont séchés sous
azote pendant 1 h. Les résidus d'acétone et de chloroforme ont €té ensuite éliminés sous vide a

40°C par évaporateur rotatif.

Figure 34. Purification des phospholipides par acétones froid.

11.6.5. Séparation et quantification des classes de phospholipides par chromatographie
en phase liquide a haute performance (HPLC)

La détermination des différentes classes de lipides par chromatographies en phase liquide a
haute performance (Thermo Fisher Scientific Surveyor) (Figure 35) a été réalisée selon la
méthode de Stith et al. (2000) avec quelques modifications. La séparation des différentes
classes lipidiques (standards et échantillons) a été réalisée sur colonne de silice Phenomenex
(250mm x 4,0mm, 5um), en phase normale. Les classes de phospholipides ont été ensuite
détectées a I’aide d’un détecteur-évaporateur a diffusion de lumiere (DEDL) (ELSD-LT I,
SHIMADZU). Le logiciel Chromeleon® permet de controler le systeme de gradients et

d’injection. L’évaluation a éte faite selon le tableau en utilisant trois solutions différentes :
Phase A : Chloroforme-méthanol-25% hydroxyde d’ammonium (80:19:1) ;

Phase B : Chloroforme-méthanol-25% hydroxyde d’ammonium (60:39:1) ;

Phase C : Chloroforme-methanol-eau-25% hydroxyde d’ammonium (60:34:5:1).

Le temps d’acquisition pour chaque échantillon etait de 65 min. Le débit de la phase mobile
étai de 1 ml/min- Les échantillons ont été thermostatés a 15°C et la colonne a 50°C. La pres-

sion du gaz de nébulisation (air) du détecteur a été fixée a 3 bars, la température du tube de
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nébulisation a 35°C et le gain a 5°C. Les différentes classes de phospholipides ont été quanti-

fiées par rapport a un étalonnage externe établissant la courbe de réponse entre la surface des

pics et les quantités injectées.

Tableau 2. Gradients des différentes solutions utilisées lors de la séparation et quantification

des classes de phospholipides par (HPLC).

Temps (min) | Phase mobile A (%) Phase mobile B (%0) Phase mobile C (%)

0-5 100 0 0

5-23 0 100 0

23-25 0 100 0

25-35 0 0 100
50 0 0 100
55 100 0 0
65 100 0 0

11.6.6. Analyse thermique des huiles par calorimétrie différentielle (DSC)

L’analyse thermique différentielle (DSC) consiste @ mesurer une différence de température
entre 1’échantillon étudié et un échantillon de référence. Le profil thermique ainsi obtenu re-
flete les changements d’état du produit analysé et les variations d’énergie associées a ces
changements. Les mesures ont été réalisées a 1’aide d’un calorimétre différentiel (Mod¢le Py-
risl, Perkin Elmer Corp., Norwalk, USA) (Figure 36), selon la méthode décrite par Hasan et
al. (2016). L’appareil a eté étalonné au préalable en mesurant la température de fusion et
I’enthalpie de I’indium (Tf: 156,6°C, H : 28,45 J/g). Une microcapsule en aluminium conte-
nant environ 8 a 10 mg de 1’échantillon, exactement pesés, a éteé placée dans le calorimétre.
Le programme consistait en un réchauffement progressif des échantillons a -80°C jusqu’a
80°C (5°C/min). Les températures correspondant aux maximums des pics et les enthalpies de

fusion (J/g) ont été calculées par un logiciel d’analyse TA Instruments.
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Figure 35. Calorimétre differentiel (Modéle Pyrisl).

11.6.7. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier des huiles (FTIR)

La spectroscopie infrarouge permet de mesurer les énergies de vibration des liaisons moléculaires.
Sous I’effet d’un rayonnement électromagnétique infrarouge, les liaisons moléculaires assimilables
a des dipoles peuvent absorber cette énergie. Les spectres représentent 1’absorbance de 1’échantillon
en fonction du nombre d’onde. Le nombre d’onde v (en cm™) correspond a I’inverse de la longueur
d’onde, A (en cm). Il faut une énergie moindre pour déformer une molécule que pour I’étirer. En
conséquence, les nombres d’ondes d’élongation sont toujours plus €élevés que ceux de déformation.
I existe trois domaines d’infrarouge : ’infrarouge proche (14283-4000 cm™) ; ’infrarouge moyen
qui a été utilisé dans notre cas (4000-400 cm™) et I’infrarouge lointain (400-10 cm™). La Spectros-
copie infrarouge a transformée de Fourier des huiles (FTIR) a été réalisée selon la méthode
citée par Hasan et al. (2016). Les spectres FTIR ont été enregistrés en utilisant un spectro-
métre moyen FTIR Tensor 27 (Bruker, Allemagne) (Figure 36) équipé d'un module de dia-
mant ATR (réflectance totale atténuée) et d'un détecteur DTGS (sulfate de deutériase de tri-
glycine). La vitesse de balayage a éte fixée a 20 kHz et 128 balayages ont été effectués pour la
référence et les échantillons entre 400 cm™ et 4000 cm™ & une résolution de 2 cm-! & tempéra-
ture ambiante. Un spectre de référence initial a été enregistré. Ensuite, une petite quantité de

chaque échantillon a été placée sur le cristal de diamant de la cellule optique et au moins trois
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experiences distinctes ont été effectuées pour chaque échantillon. Tous les traitements des
résultats ont été effectueés a l'aide du logiciel OPUS (Bruker, Karlsruhe, Allemagne). Les
spectres d'absorbance bruts ont été lissés a I'aide d'une fonction de lissage de Savitsky-Golay

a neuf points. Ensuite, les spectres ont été centrés et normalisés a 1’aide du logiciel OPUS

Figure 36. Un spectrométre moyen FTIR Tensor 27.

11.7. L’hydrolyse enzymatique des protéines
11.7.1. Enzymes utilisées
Alcalase® 2,4L

C’est une endoprotéase de type sérine. Elle est obtenue a partir d’une souche sélectionnée de
Bacillus licheniformis. Elle a une large spécificité de substrat et peut hydrolyser la plupart des
liaisons peptidiques au sein d'une molécule de protéine, elle hydrolyse également des liaisons
esters et peut catalyser des réactions de transestérification et de transpeptidation. Elle est ac-

tive entre pH 6,5 et 8,5 et a une température optimale de 60 °C. Son activité est > 2,4 U/g.

Neutrase® 0,8L

C’est une endopeptidase produite par une souche sélectionnée de Bacillus subtilis. Elle a une
activité > 0,8 U/g. Elle hydrolyse les liaisons peptidiques dont le groupement aminé est appor-

té par un acide aminé hydrophobe comme la leucine, la valine, I’isoleucine et la norleucine,

61



Matériel et Méthodes

ainsi que les liaisons dont le groupement carboxylique est porté par la proline. Son activité est

maximale a pH 7 et & 50°C.

11.7.2. Protocole expérimental

Avant I'hydrolyse enzymatique, le derme lyophilisé des quatre espéces d’holothuries a été
découpé en petits morceaux. L’hydrolyse a été réalisée dans un réacteur agité thermostaté de
250 ml ou les échantillons lyophilisés ont été mis en suspension dans 100 ml d’eau distillée
(Figure 37). La technique du pH-stat utilisée a éte développée par Adler-Nissen (1986) afin de
suivre I’hydrolyse (Figure 37). Les conditions de I’hydrolyse suivies ici sont ceux optimisees
par Gbogouri (2005). Cela consiste a maintenir le pH constant par ajout automatique de soude
1 N lors de la réaction enzymatique. La quantité de base consommée permettait de calculer le
degré d’hydrolyse. La réaction a été mise en ceuvre pendant 2 h, sous agitation constante a
450 tr/min. Le pH et la température du mélange ont été ajustés aux conditions optimales pour
chaque enzyme (Alcalase pH 8, 55°C ; Neutrase pH 7,5, 50°C). La concentration d’enzyme
utilisée etait de 2% et 5%. Au bout de 2 h d'hydrolyse, le processus a été arrété en élevant la
température du mélange réactionnel a 90°C pendant 10 min pour inactiver I'enzyme. Les hy-
drolysats ont été ensuite centrifugés a 6000xg pendant 10 min pour séparer les fractions inso-
lubles et solubles. Enfin, les phases solubles récupérées ont été conservées a -20°C jusqu'a

utilisations ultérieures.
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Q

I
Figure 37. Montage pour I'hydrolyse enzymatique.

11.7.3. La technique du pH-stat

Adler-Nissen (1986) a montré qu’il existe une proportionnalité entre la libération des protons
et le nombre de liaisons peptidiques hydrolysées. Le degré d’hydrolyse est défini comme étant
le pourcentage de liaisons peptidiques hydrolysées sur le nombre de liaisons peptidiques to-

tales.

Il a été défini selon la formule suivante :

Ng X B

05) =
DH (%) (Manx htot

) x 100

Avec :

B : volume de NaOH ajouté (ml) ;

Ns: normalité de la soude ;

o :degré moyen de dissociation des groupes alpha aminés ;

MP : masse de protéines (NT x 6,25) présentes dans le milieu réactionnel (g) ;

htot : nombre de liaisons peptidiques dans la protéine pour les holothuries (4,33 méq / g).

Le degré de dissociation est défini comme suit :
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10PH-PK
@ = 1+ 100H 0K

Ou le pK représente le pK moyen des fonctions a -aminés libérées durant 1’hydrolyse :

29
Pk=7.8+(

298xT ) x2400

Ou T est la température exprimée en Kelvin.

11.7.4. Ultrafiltration des hydrolysats

L’ultrafiltration a été réalisée en utilisant une pompe péristaltique (VWR, FastLoad, France) a
une vitesse de 80 tr/min, un débit de 551 ml/min, et une pression de 2 bars. Les hydrolysats de
chaque espéce ont été dissous dans de 1’eau distillée afin d’atteindre un volume de 400 ml,
puis ils ont été filtrés deux fois avec une membrane céramique a 10 kDas et a 1 kDa (Figure
38). Les filtrats obtenus ont eté congelés a -18°C puis lyophilisés pendant 48 h.

Figure 38. Ultrafiltration des hydrolysats a 1’aide d’une pompe péristaltique.

11.8.1. Activité inhibitrice de I'enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA)

Pour mesurer ’activité enzymatique de ’ECA, une méthode adaptée par Cushman et Cheung
(1971) est utilisée. Elle consiste a quantifier 1’acide hippurique libéré apres hydrolyse du
substrat synthétiqgue HHL par RP-HPLC.

L'activité inhibitrice de I'ECA a été quantifiée pour les hydrolysats les plus prometteurs (degré

d'hydrolyse le plus élevé). L’échantillon du mélange d'ECA contenait 50 pl d’hydrolysat (4,3
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mg dans 2 ml de tampon CHES 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8,3), 20 ul d’ECA (0,1U d’ECA
de poumon de lapin dans 200 ul de tampon : CHES 50 mM, NaCl 300 mM, glycérol 5%, pH
8,3), et 120 ul HHL (22,23 mg de HHL dans 6 mL de tampon CHES 50 mM et NaCl 300
mm, pH 8,3). Le mélange a été incubé a une température optimale de 37°C pendant 45 min,
puis la réaction a été inactivée a l'aide de 75ul de la solution STOP (15 uM de captopril, 3
mM d’EDTA et 0,2 % de TFA). La solution a été mélangée au vortex puis filtrée a travers un
filtre seringue 0,22 pm. Une quantité de 50 pl de I'échantillon a été injectée sur une colonne
HPLC (Altima® C18 150 x 2,1) (Shimadzu LC-10). Le temps d’acquisition était de 35 mi-
nutes par échantillon. Le débit de la phase mobile était de 0,2 ml/min. Les échantillons ont été
thermostatés a 15°C et la colonne a 29°C. La pression a été fixée a 50 bars.

L’¢évaluation a été faite selon le tableau 3 en utilisant deux solutions différentes :

Phase A : Eau ultra-pure-0,1% Acide trifluoroacétique (100:0,1) ;

Phase B : Acetonetrile-0,1% Acide trifluoroacétique (100:0,1).

Tableau 3. Gradients des différentes solutions utilisées lors de 1’évaluation de Pactivité
inhibitrice de I'enzyme de conversion de lI'angiotensine (ECA) par HPLC.

Temps (min) Phase A (%) Phase B (%)
0 87 13
7 50 50
8 1 99
17 1 99
18 87 13
35 87 13

11.8.2. Détermination Clso des hydrolysats

La valeur Clso est définie comme la concentration d'hydrolysats capables d'inhiber la moitié
des activités de I’ECA. Différentes concentrations d'hydrolysats ont été sélectionnées et éva-
luées pour leurs activités inhibitrices de I'ECA (%). La Clso des différents hydrolysats a été
déterminée en rapportant les activités d'inhibition de 'ECA (%) aux diverses concentrations

d'hydrolysats. Les expériences ont été effectuées en triple.
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%ECA
CI50 =

Ou:
Clso : Concentration inhibitrice médiane ;

C : Concentration des hydrolysats.

11.9.1 Préparation des liposomes

Les nanoliposomes ont été préparés selon la méthode de Bouarab et al. (2014) avec quelques
modifications. Environ 60 mg de lécithine de "concombres de mer" a été ajouté a 2,94 ml
d'eau distillée, la suspension a été agitée pendant 4 h sous azote afin d'obtenir des nanolipo-
somes vides a 2% de lécithine (Figure 39A). Pour les nanoliposomes contenant I'hydrolysat
de protéine, 30 mg/ml d'hydrolysat & UF 1kDa est utilisé pour obtenir une concentration finale
d'hydrolysat a 10 mg/ml. Les échantillons ont été ensuite homogéneisés a ’aide d’une sonde
ultrasons a 40 kHz et a 30% de la pleine puissance pendant 4 min (1 sec en marche, 1 sec en
arrét) (Figure 39B). Les échantillons de liposomes ont été conservés dans une bouteille en

verre dans l'obscurité a 37°C.

Figure 39. Formulation des nanoliposomes : A. Nanoliposomes vide ; B. Sonication des
nanoliposomes contenant 1’hydrolysat.
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11.9.2. Mesures de la taille des liposomes et du potentiel zéta

La taille des liposomes a €té analysée par diffusion dynamique de la lumiére (DLS) a l'aide
d'un Zetasizer Nano ZS de Malvern (Malvern Instruments, UK) (Figure 40). Le protocole
utilisé est adapté par Hasan et al. (2014). Les échantillons ont été dilués dans de I'eau distillée
ultra-filtrée (1:500, v/v), puis placés dans des cellules cylindriques verticales (10 mm de dia-
meétre). L'intensité de la diffusion a été mesurée a un angle de diffusion de 173°C par rapport
a la source en utilisant un détecteur de photodiodes a avalanche a 25°C. L'indice de réfraction
(IR) et I'absorbance ont éte fixés respectivement a 1,471 et 0,010 a 25°C. Les mesures ont eté

effectuées en cing répétitions.

Malvern

Figure 40. Zetasizer Nano ZS

11.10. Essais de biocompatibilité

Pour évaluer I'impact des hydrolysats des especes de "concombres de mer" (Holothuria poli,
Holothuria tubulosa, Holothuria arguinensis, et Holothuria sanctori) (respectivement HPF,
HTF, HAF et HSF) sur le comportement cellulaire, différents parametres ont été estimés :
cytotoxicité potentielle du systéme, la prolifération cellulaire et 1’activité métabolique des

cellules.

11.10.1. Essais de cytotoxicité

Le test de cytotoxicité a été effectué apres 3, 5 et 7 jours en utilisant le Kit de détection de
cytotoxicité PLUS (LDH) (#04744926001, Saint Louis, USA), selon les instructions du fabri-
cant. Ce test est basé sur la mesure de l'activité de la Lactacte DesHydrogenase (LDH) libérée
par le cytosol des cellules endommagées. Trois controles ont été inclus : contrdle de fond (mi-
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lieu de I'essai), contrdle faible (cellules non traitées correspondant a la condition de contréle)
et contrdle élevé (un contréle positif ou un maximum de LDH libéré en raison de la lyse des
cellules). L'absorbance a été mesurée grace a un spectrophotometre a 490 nm (Varioskan®
Flash, Thermo Scientific, Waltham, USA). Pour déterminer les valeurs expérimentales de
I'absorbance, les valeurs moyennes de l'absorbance des échantillons triples et des contréles
ont été calculées et soustraites des valeurs de I'absorbance du contrdle de fond. Le pourcen-
tage de cytotoxicité a été déterminé par rapport a la valeur du contréle élevé (fixé a 100 %).

11.10.2. Prolifération cellulaire

La prolifération cellulaire a été évaluée aprées 3, 5 et 7 jours de culture de cel-
lules souches mésenchymateuses (CSMs), a l'aide du test Hoechst qui permet de quantifier
I'ADN cellulaire. En bref, les CSMs ont été récoltées a partir de plaques de culture cellulaire
de 12 puits, et mises en suspension dans 100 pl de tampon Hoechst (10 mM de TRIS, 1mM
d'EDTA et 0,1M de NaCl, pH 7,4), avant 5 séries de cycles de congélation (I’azote li-
quide)/décongélation (60°C, 5 min) pour lyser les cellules et libérer leur ADN en solution.
Des plaques noires a fond plat et a faible fluorescence ont été utilisées pour réaliser le test,
une courbe standard d'’ADN de thymus de veau est utilisée pour la quantification. Les échan-
tillons ont été mélangés a 2 pl de solution de Hoechst (0,1 pg/ml en concentration finale), et
les mesures des échantillons et des étalons d'’ADN ont été effectuées par spectrophotométrie
de fluorescence (360 nm d’excitation/460 nm d’émissions, Varioskan® Flash, Thermo,
France). La concentration d'ADN (ug/mL) de chaque échantillon a été basée sur la mesure de

sa fluorescence par rapport a la courbe standard.

11.10.3. Activité métabolique des cellules

L'activité métabolique cellulaire a été mesurée a l'aide du test MTT [bromure de 3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl) -2,5-diphényltétrazolium]. Un volume de 50 pl de solution de MTT a
été ajouté a 200 ul de milieu de culture cellulaire. En bref, les CSMs ont été incubées pendant
4 h (5% de CO2, 95% d'humidité a 37°C), pour permettre aux déshydrogénases mitochon-
driales de transformer la couleur jaune du MTT en cristaux de formazan bleu. Le surnageant a
été retiré et le produit insoluble a été protége de la lumiere, et dissous par I'ajout de 200 ul de
diméthylsulf oxide (DMSO) et mélangé doucement a 37°C pendant 5 min. Les surnageants

ont été retirés, protégés de la lumiére, centrifugés, et leur absorbance mesurée pendant les 30
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min qui suivaient a l'aide d'un Varioskan® Flash (Thermo Fisher Scientific, France) a 540
nm. La condition de contrble de I'activité métabolique du CSMs a été utilisée comme valeur

de référence.

11.10.4 Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés sous la forme d'une moyenne * écart type. Les analyses statis-
tiques ont été effectuees avec le logiciel GraphPad Prism 6 (GraphPad Software) en utilisant
des comparaisons multiples d'/ANOVA a sens unique suivies d'une correction de Tukey. Les
valeurs P ont été indiquées dans les l1égendes si elles ont été considérées comme significatives
(*<0,01, **<0,005).
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Résultats et Discussion

II1.1. Etudes biométrique des quatre espéces d’holothuries
Les quatre espéces d’holothuries utilisées dans cette étude sont : Holothuria poli, Holothuria
tubulosa, Holothuria arguinensis, et Holothuria sanctori, le choix s’est porté sur ces especes

qui sont predominantes lors de notre échantillonnage.

Les résultats de I’étude biométrique des quatre espéces d’holothuries sont présentés dans le
tableau 4. La longueur contractée (LC) des échantillons variait 144,03-261,00 mm, alors que
le poids humide (PH) variait entre 90,22-119,78 g, H. arguinensis présentait les plus hautes
valeurs (Tableau 4). Nos spécimens présentaient des classes de tailles et de poids supérieures
a celles enregistrées par Mezali (1998) pour les mémes especes méditerranéennes, mais infe-
rieurs a celle enregistrée par Purcell et al. (2009) pour les especes indopacifiques. Ces diffé-
rences sont liées a plusieurs facteurs, tels qu'une croissance rapide due a une diminution de la
prédation des holothuries (Olaya-Restrepo et al., 2018), la biologie de I’espéce, la pression de
la péche (Gonzalez-Wanguemert et al., 2018b), un régime alimentaire treés riche en matiére
organique cas des herbiers Posidonia oceanica, 1’habitat de prédilection de H. poli et H. tubu-
losa (Mezali, 2004). La taille des particules de sédiment joue aussi un réle essentiel car plus
elles sont petites, plus la quantité de matiere organique ingérée par les holothuries est élevée,
en raison du rapport volume/surface plus élevé qui a déja fait ses preuves pour favoriser
I'adhérence de la matiére organique (Mezali et Soualili, 2013). Plotieau et al., (2013) ont sug-
géré que la valeur nutritionnelle des sédiments fins serait supérieure a celle des gros sédi-
ments, en raison du nombre plus élevé de microorganismes nutritifs présents. Toutefois, il est
important de souligner que 1’estimation de la longueur contractée du corps n’est pas une me-
sure fiable. En effet, I’erreur risque d’étre plus importante que celle du poids humide car il est
trés difficile d’obtenir un relachement complet du corps des holothuries, la longueur change
de maniere significative par la contraction et I'allongement de leur corps (Battaglene et al.,
1999). Par conséquent, les mesures de poids humide sont plus fiables (Mezali, 1998). La rela-
tion entre la longueur et le poids differe selon les especes, en fonction de la forme et

1’épaisseur du corps (Cone, 1989).

Une différence d'épaisseur du tégument est observée entre les quatre espéces étudiees,
I’épaisseur était de 3,44 mm, 5,99 mm, 4,53 mm, et 5,01 mm, respectivement chez Holothuria
poli, H. tubulosa, H. arguinensis, et H. sanctori (Tableau 4). Selon Gonzalez-Wangiiemert et

al. (2018b), la nourriture est utilisée différemment par les deux especes H. poli et H. tubulosa,
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Tableau 4. Mesures biométriques obtenues pour les quatre espéces d'holothuries étudiées comparées a d'autres especes meéditerranéennes et

Indopacifiques

Résultats et Discussion

Especes LC (mm) E (mm) PH (g) PS (9) LS (mm) PH/PS Références
H. poli 144,03+23,07 | 3,4410,56 | 90,22+16,07 | 12,85+0,59 | 71,60+8,68 7,02 [Présente étude
H. tubulosa 187,30+39,79 | 5,96+1,26 | 112,64+4557 | 12,95+1,32 | 74,20+9,80 8,69  |Présente étude
H. arguinensis | 261,00+55,16 | 4,53+1,03 | 119,78+31,56 | 15,51+3,60 | 67,30#522 | 15,78 |Présente étude
H. sanctori 210,69+37,36 | 5,01+0,36 | 110,88+11,06 | 12,45+2,36 | 65,02+3,68 6,02  |Présente étude
H. poli 91,03+ 43,10 - - - - 6,44 Mezali (1998)
H. tubulosa 120,15+38,52 - - - - 6,53 Mezali (1998)
H. sanctori 115,60+27,90 - - - - - Mezali (1998)
H. forskali 108,04+28,90 - - - - 8,89 Mezali (1998)
H. sanctori 225,00+£38,90 | 2,69+1,95 | 76,90 + 18,37 - - - Mezali et al. (2014)
A. aechinites 190,00+3,00 - 231,00+14,00 | 35,00+2,00 | 80,00+2,00 - Purcell et al. (2009)
A. gaspinea 270,00+10,00 - 735,00£39,00 | 99,00+11,00 |130,00+10.00 - Purcell et al. (2009)
H. lessoni 310,00+10,00 - 1456,00450,00 | 221,00+7,00 |280,00+10,00 - Purcell et al. (2009)
H. whitmaei 250,008,000 - 1174,00+45,00 | 213,00+14,00 | 150,00+4,00 - Purcell et al. (2009)
A. gapalauensis | 270,00%7,00 - 985,00 + 44,00 | 165,00+11,00 | 150,0045,00 - Purcell et al. (2009)

Moyenne + écart type (n = 30).
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tandis que Holothuria poli I’utilise pour augmenter sa taille, H. tubulosa quant a elle 1’utilise
pour augmenter 1’épaisseur de sa paroi et du corps et son poids. Nos résultats ne concordent
pas avec cette hypothése car H. tubulosa avait une taille, un poids, et une épaisseur supérieure
a ceux enregistrés pour H. poli, malgré que sa paroi soit la plus rigide. En ce qui concerne
Holothuria arguinensis et H. sanctori, il n'y a pas d'information sur la relation entre la dispo-
nibilité alimentaire et 1’épaisseur de la paroi, bien qu’un modéle de croissance spécifique ait

déja été détermine par Olaya-Restrepo et al. (2018) pour H. arguinensis.

Il n’y a pas de différences significatives entre les résultats de mesures biométriques des quatre
especes d’holothuries (p>0,05), cela est di au fait que les especes sont issues de la méme re-

gion Mediterranénne.
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I11.2. Caractéristiques des "*béches-de-mer*

Apres transformation en "béches-de-mer", les holothuries séchées sont pesées et mesurées
pour estimer la perte de poids et de longueur (Tableau 4). Les résultats démontrent une perte
significative de poids et de taille chez toutes les espéces étudiées (Tableau 4). Une diminution
de 40,10-74,21% de longueurs et 85,72% a 93,65% du poids initial. Selon Conand (1990),
apres le processus de séchage, le poids diminue entre 90% et 97%, selon les especes. Le sa-
lage permet aussi la déshydratation des “concombres de mer", et permet d’éliminer une partie
de I'eau contenue dans le tégument avant le séchage au soleil. Des études similaires menées
par Purcell et al. (2009) et Lavitra et al. (2009) sur les espéces d'holothuries exploitées en
Nouvelle-Calédonie et dans le Sud-Ouest de Madagascar, confirment nos résultats, une dimi-
nution considérable de longueur et de poids des holothuries ont été également constatée par
ces auteurs. Le rapport entre le poids humide et le poids sec est calculé pour toutes les es-
péces. Des variations considérables ont été observées entre les quatre espéces étudiées (Ta-
bleau 4). Le rapport du PH/PS d’H. poli et H. tubulosa et H. sanctori se rapproche de la va-
leur standard 10:1 établie par Newell et Courtney pour les "concombres de mer” (in Astall et
Johns, 1991). Mais le rapport obtenu pour H. arguinensis est supérieur a la valeur standard
10:1. Selon Ngaluafe et Lee. (2013), plusieurs raisons sont susceptibles d’expliquer un tel
écart. Le séchage au soleil entraine une perte moindre, les résultats sont aussi tributaires des
conditions climatiques (taux d’humidité). Malheureusement, la plupart des études antérieures
ne précisent pas la méthode de séchage utilisée. Il est des lors difficile d’élucider les écarts

constatés entre les différents taux calculés.

En ce qui concerne la qualité du tégument, on a observé que la paroi d’H. poli est extréme-
ment résistante et rigide par rapport aux autres especes. Cela signifie qu'elle contient une
quantité considérable de sclérites. Le tégument d’H. arguinensis et H. sanctori étaient tres
sensible a la lumiére du soleil et a la chaleur et se détériore rapidement. Cela est expliqué par
le fait que I'exposition prolongée au soleil provoque des réactions biochimiques et une activa-
tion des radicaux, entrainant une détérioration rapide du tégument. Ainsi, 1’holothurie devrait
étre manipulée avec précaution afin de conserver sa fraicheur et d'empécher lessivage des
composants bioactifs (Chong et al., 2015). Quant au tégument d’Holothuria tubulosa, il
n’était pas rigide et présentait une bonne résistance au soleil et a la chaleur. Pour que les
"béches-de-mer" soient considérées de bonne qualité, leur tégument ne doit pas contenir un

nombre important de sclérites et ne doit pas se détériorer rapidement, lors des cueillettes et la
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transformation (Motokawa, 1982 ; Conand, 1990). Selon les marchés, les "béches-de-mer"
sont classées en deux a sept catégories, cela dépend de leur taille, poids et espéce. Ils sont
fréquemment classes en : trés grand (XL, 67 g ; > 120 mm), grand (L, 50 g ; 100-120 mm),
moyen (M, 25 g ; 64 mm), petit (S, 17 g ; 51-64 mm) et tres petit (XS, 11-15 g ; <61 mm)
(Conand, 1990). Selon les résultats obtenus, nos "béches-de-mer" appartiennent a la catégorie
S (petite), car leur poids sec et leur taille variaient entre 12 et 15¢g et 65 et 74 mm, respective-
ment (Tableau 4 ; Figure 41).

1cm

Figure 41. Les "béches-de-mer" obtenues : A. H. poli ; B. H. tubulosa ; C. H. arguinensis ;
D. H. sanctori

11.3. Digestibilité des quatre espéces d’holothuries

Le degré de digestibilité des quatre especes d’holothuries est présenté dans le tableau 5. Les
degrés de digestibilité d’Holothuria sanctori (53,29%) et H. arguinensis (52,06) sont presque
identiques, mais nettement supérieure a celui d’Holothuria poli (34,68%) et H. tubulosa
(25,96%). Leurs degrés de digestibilité étaient aussi plus ou moins similaire a celui obtenu par
Wen et al. (2015) pour les viandes de communément consommées (porc, poisson, poulet et
beeuf). Selon Escudero et al. (2010), Hur et al. (2011) et Pennings et al. (2013), les variations
des degrés de digestibilité sont attribuées aux différences de biodisponibilité des protéines (du
taux d’hydrolyse des protéines), la taille des peptides, et leur teneur en protéines et en colla-
genes qui constituent les principaux composants de la paroi des holothuries (environ 70% des

protéines de la paroi). Ce dernier facteur peut avoir une importance en raison de la présence
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de glycosaminoglycanes, largement répartis dans les faisceaux de fibres de collagéne (Kariya
etal.,1990; Liuetal., 2019 ; Tian et al., 2020).

Tableau 5. Degré de digestibilité (%) des quatre especes de “concombres de mer" par
I’enzyme digestive pepsine en comparaison au viandes communément consommées

Espéces Digestibilité (%) Références

Holothuria poli 34,68+1,02 Présente études
Holothuria tubulosa 25,96+2,04 Présente etudes
Holothuria arguinensis 52,06+0,91 Présente études
Holothuria sanctori 53,29+3,28 Présente études

Porc 47,22 Wen et al. (2015)

Poisson 46,98 Wen et al. (2015)

Poulet 44,67 Wen et al. (2015)

Beeuf 42,75 Wen et al.(2015)

Moyenne + écart type (n = 3).
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I11.4. Analyses biochimiques approximatives des "*concombres de mer**

La composition approximative des téguments des quatre holothuries est présentée dans le ta-
bleau 6. L’humidité variait entre 61,85 et 67,76% du poids frais, la valeur la plus élevée étant
enregistrée chez H. poli. Ces teneurs étaient attendues car la plupart des produits de la mer
contiennent un niveau d'eau élevé (Cakli et al., 2004). Les cendres variaient de 31,58 a
47,31% du poids sec, la valeur la plus élevée étant enregistrée chez H. arguinensis. La teneur
en cendres dépend de la teneur en minéraux comme le calcium, le magnésium, le fer et le zinc
(Chen, 2003 ; Ridzwan, 2007). Les teneurs en protéine brute se situaient entre 49,26 et
69,34% du poids sec ; la valeur la plus élevée est obtenue chez Holothuria sanctori. La teneur
en lipides totaux était la plus faible, qui variait entre 2,57 et 4,30% du poids sec. La teneur en
lipides la plus élevée est enregistrée chez H. poli. Les "concombres de mer" sont générale-
ment caractérisés par une haute teneur en protéines et une faible teneur en lipides (Wen et al.,
2010). Les "concombres de mer" peuvent donc étre considérés dans les formulations alimen-
taires comme des ingrédients "riches en protéines, faibles en gras".

Tableau 6. Composition biochimique approximative (%) des "concombres de mer" en
comparaison a d'autres especes indopacifiques.

Espéces Humidité Cendre Protéine Lipide  Références
(%) (%) (%) (%)
H. poli 67,76+£0,94 41,78+1,82 69,34+4,13 5,53+0,59 Cette étude
H. tubulosa 61,85+2,62 40,77+£0,60 49,26+0,76 3,81+0,25 Cette étude
H. arguinensis  64,55+0,42 47,31+0,88 66,41+0,90 2,57+0.28 Cette étude
H. sanctori 66,21+1,34 31,58+0,10 59,36+£2,32 3,07£0,50 Cette étude
H. arenicola 72,1240,25 45,16+0,22 44,56+0,04 0,88+0,05 Haider etal., 2015
A. mauritiana  76,54+0,09 31,81+0,34 66,86+0,06 0,76+0,02 Haider etal., 2015
H. leucospilota 81,41+0,60 4,3+0,20 45,71+0,20 4,60+0,30 Omran, 2013
H. fuscogilva 84,34+0,72 30,45%6,79 63,64+4,56 1,12+0,28 Fawzyaetal., 2015
H. scabra 85,76+0,30  2,26+0,15 43,43%£0,20 5,66+0,09 Omran, 2013
T. ananas 90,81+2,08 37,40+4,60 48,26+2,32 2,35 Fawzya et al., 2015
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Moyenne * écart type (n = 3).

Il n’y a pas de différences significatives entre les résultats de compositions approximatives
des quatre espéces d’holothuries (p>0,05), cela est di au fait que les especes sont issues de la

méme région Méditerranéenne.

On a remarqué que méme si les especes utilisées dans cette étude étaient difféerentes, les resul-
tats étaient proches de ceux des autres "concombres de mer" (Tableau 6), I'numidite, les
cendres, les protéines et les lipides se situaient respectivement entre 72,12 et 90,81%, 2,26 et
45,16%, 43,43 et 66,86% et 0,76 et 5,66% (Omran, 2013 ; Fawzya et al., 2015 ; Haider et al.,
2015). La composition approximative varie d'une espéce a l'autre, en fonction de nombreux
facteurs tels que les variations saisonnieres du comportement alimentaire et la différence des

régions (Ginger et al., 2001).

Les quatre espéces d’holothuries présentaient un rapport protéines/lipides suffisant (H. poli
12:1 ; H. tubulosa 13:1 ; H. arguinensis 25:1 ; H. sanctori 19:1), ce qui est significatif sur le

plan nutritionnel compte tenu du rdle essentiel que jouent les protéines dans le corps humain.

I11.5. Analyses des lipides
I11.5.1. Classes lipidiques des quatre espéces d’holothurie

La composition lipidique des quatre "concombres de mer" est présentée dans le tableau 7.
Chez les quatre especes, les lipides totaux ont démontré une teneur de 3,55 a 6,43% de lipides
neutres et une teneur de 91,16 a 93,85% de lipides polaires, qui se composent de 10,63 a
23,54% de glycolipides et de 69,02 a 80,22% de phospholipides. Les valeurs les plus élevées
de glycolipides et de phospholipides sont retrouvées chez Holothuria poli et H. sanctori, res-
pectivement.

Dans tous les échantillons, la teneur en phospholipides était dominante, et bien plus élevée
que celles signalées pour Holothuria moebii, Holothuria impatiens, Stichopus chloronotus,
Euapta godeffroyi, Holothuria pardalis et Apostichopus japonicus, qui se situaient entre
12,50% et 22,10% (Svetashev et al., 1991; Lou et al., 2012).

La plupart des lipides neutres sont utilisés comme stock d'énergie (Athenstaedt et Daum,
2006). Chez les holothuries, les lipides neutres obtenus a partir de sources phytoplanctoniques

sont stockés pendant la période d'alimentation. Lorsque les larves ne sont pas en mesure d'ob-
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tenir des nutriments externes, les lipides neutres sont dégradés et utilisés pour alimenter le
reste de leur métamorphose au cours du développement larvaire (Peters-Didier et Sewell,
2019).

Les phospholipides et les glycolipides sont les principaux composants des lipides d'algues et
des feuilles de Posidonia oceanica (Viso et al., 1993 ; Pérez et al., 2016), une des sources
alimentaires des holothuries (Gao et al., 2011 ; Belbachir et al., 2017).

Tableau 7. Détermination par TLC-FID des proportions de lipides neutres et polaires (%) des
quatre holothuries.

Espéces Lipides neutres (%) Phospholipides (%)  Glycolipides (%0)
H. poli 4,56 + 0,25 69,02 + 0,78 23,54 £ 0,56
H. tubulosa 5,12+ 0,18 79,23 +£0,11 12,89 + 0,69
H. arguinensis 6,43 + 0,33 71,37 £ 0,58 19,79 £ 0,52
H. sanctori 3,55+0,21 80,22 + 0,32 13,63 £ 0,01

Moyenne * écart type (n = 3).
Il n’y a pas de différences significatives entre les résultats de calsse lipidiques des quatre es-
péces d’holothuries (p>0,05), cela est di au fait que les espéces sont issues de la méme région

Méditerranéenne.

111.5.2. Analyse des acides gras des lipides totaux

Les valeurs obtenues varient selon les "concombres de mer" (Tableau 8). Toutes les espéces
présentaient de faibles teneurs d'acides gras monoinsaturés (AGMI) par rapport aux acides
gras saturés (AGS), et polyinsaturés (AGPI), a I'exception de H. tubulosa, qui présentait une
quantité plus importante d'AGMI par rapport aux AGS. Le profil lipidique des holothuries est
affecté par plusieurs facteurs tels que : le lieu d'échantillonnage, I'approvisionnement alimen-
taire, le comportement alimentaire et le type de solvants utilisés pour I'extraction des lipides
(Fredalina et al., 1999 ; Neto et al., 2006).

Les teneurs d'’AGS se situaient entre 12,21% et 32,38 %, le pourcentage le plus élevé est ob-
servé chez H. arguinensis. Les principaux AGS trouveés dans les quatre especes sont l'acide
palmitique (16:0) et I'acide stéarique (18:0). H. tubulosa présentait le plus faible pourcentage
d'acide palmitique (2,68%), tandis que H. arguinensis avait la teneur la plus élevée (14,60%),
suivie d’Holothuria poli et H. sanctori qui présentaient des valeurs similaires (4,60% et
4,15%, respectivement) (Tableau 8). Pour I'acide stéarique, H. arguinensis présentait aussi la

teneur la plus élevée (11,90%), suivie de H. poli et H. sanctori qui avaient les mémes valeurs
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(7,56% et 7,92% respectivement), alors que H. tubulosa a démontré la valeur la plus faible
(5,87%). Les teneurs d’AGMI détectées chez les quatre espéces variaient entre 14,09 et
16,52%, le pourcentage le plus élevé est retrouvée chez H. arguinensis. Le principal AGMI
présent était I'acide Cis-oléique (18:1n-9c), ses valeurs étaient similaires chez toutes les holo-
thuries, allant de 5,51 a 6,58% (Tableau 8).

Les AGPI étaient dominants chez toutes les espéces d'holothuries et variaient entre 50,90-
71,80%, la quantité la plus élevée est observée chez H. tubulosa. Les principaux AGPI étaient
I'acide arachidonique (ARA) (20:4n-6), I'acide a-linolénique (ALA) (18:3n-3), l'acide hexa-
décadiénoique (16:2n-4), l'acide eicosapentaénoique (EPA) (20:5n-3), et l'acide doco-
sahexaénoique (DHA) (22:6n-3). La teneur la plus élevée en ARA est détectée chez H. tubu-
losa (18,90 %), suivi d’Holothuria poli, H. sanctori et H. arguinensis (16,50%, 15,30% et
10,50%, respectivement). La plus grande quantité d’ALA est trouvée chez H. tubulosa
(11,0%), suivie de Holothuria poli, H. sanctori et H. arguinensis (10,0%, 9,33%, et 7,26%,
respectivement). Holothuria tubulosa présentait le plus haut pourcentage d'acide hexadéca-
diénoique (15,0%), suivie d’Holothuria poli, H. sanctori et H. arguinensis (12,6%, 11,2% et
9,62%, respectivement). L'EPA était comparativement plus élevé que le DHA chez toutes les
especes étudiées. La teneur la plus élevée d'EPA est retrouvée chez H. tubulosa et H. sanctori,
qui ont démontré des teneurs similaire (8,76% et 8,62%, respectivement), suivies
d’Holothuria poli et H. arguinensis (7,90% et 5,07%, respectivement) (Tableau 8). En ce qui
concerne le DHA, H. tubulosa présentait également la plus haute valeur (7,25 %), suivie
d’Holothuria poli (6,56 %) et d’Holothuria arguinensis et H. sanctori dont les teneurs étaient
similaires (4,97 % et 4,86 %, respectivement) (Tableau 8).

Les "concombres de mer" se nourrissent de sédiments marins composés de détritus d'origine
végétale et animale, de phytoplancton, de bactéries, de diatomées, et aussi de sédiments mous
des fonds marins riches en EPA et DHA (Gao et al., 2011). lls ont un métabolisme faible et
ne peuvent pas synthétiser les acides gras a longue chaine, mais les accumulent apres con-
sommation de leurs sources d’alimentation. Cela pourrait influencer leur composition biochi-
mique et leurs propriétes nutritionnelles (Taboada et al., 2003 ; Purcell et al., 2012 ; Yu et al.,
2015). L'acide palmitique, I'acide oléique, I'acide Cis-oléique et I'acide arachidonique sont les
principaux acides gras préesents dans les algues méditerranéennes (Spyridia filamentosa,
Acanthophora nayadiformis, Halymenia floresii, Cystoseira corniculate, Padina pavonia et

Stypopodium schimperii) (Polat et Ozogul, 2008 ; 2009). L'acide palmitique et I'acide stéa-
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rigue sont egalement les principaux acides gras retrouvés dans les microalgues meéditerra-
néennes Chlorella sp. (Mohammady et al., 2015). L'acide a-linolénique est un acide gras es-
sentiel présent dans les huiles végeétales, un précurseur des acides gras & longue-chaine n-3
(EPA et DHA), et se trouve généralement en grande quantité dans les feuilles des herbiers
méditerranéens Posidonia oceanica (Michel et al., 2015), dont les holothuries se nourrissent
(Belbachir et al., 2017). Les diatomées et les dinoflagellés sont aussi une autre source d'EPA
et de DHA (Gonzélez-Wanguemert et al., 2018a). L'acide hexadécadiénoique se trouve géneé-
ralement dans des espéces marines, telles que le champignon marin Clonostac hysrosea (Dias
et al., 2015), et I'éponge méditerranéenne Chondrilla Nuclear (Carballeira et Maldonado.,
1986), qui pourraient &tre une autre source alimentaire pour les "concombres de mer". Méme
si les sources alimentaires des holothuries sont principalement marines, certains parametres
physigues environnementaux, tels que les intrants terrestres qui peuvent également influencer
leurs propriétés nutritionnelles (Gonzalez-Wangliemert et al., 2018a).

LesAGPI, tels qu’ALA, ARA, EPA et DHA se sont avérés efficaces dans la prévention et le
traitement de plusieurs maladies. L'ALA est utilisé sous forme alimentaire et pharmaceutique,
comme complément pour minimiser le risque d'accident vasculaire et cérébral, et comme nu-
traceutique pour améliorer la résistance du cerveau aux dommages causés par les accidents
vasculaires cérébraux (Blondeau, 2016). L'ARA joue un role crucial dans le maintien de
I'intégrité des cellules et des organites, la perméabilité vasculaire et la signalisation cellulaire
(Piomelli, 1993). Ces propriétés pourraient expliquer le rdle essentiel de I'ARA dans le fonc-
tionnement des neurones, la plasticité synaptique du cerveau et la potentialisation a long
terme dans I'hippocampe (Miller et al., 2014a ; Balk et Lichtenstein, 2017). 1l a été démontré
que des apports plus élevés d'EPA et de DHA, diminuent les risques de maladies corona-
riennes des arteres, préviennent les arythmies cardiaques, I'nypertension, ils ont aussi une ac-
tivité antithrombotique, inhibent les prostaglandines, et sont particulierement importants pour
les fonctions visuelles et neurologiques(Miller etal., 2014a ; Balk et Lichtenstein, 2017 ;
Brown et al., 2019).

Le rapport n-6/n-3 est tres important, un rapport équilibré doit étre appliqué lors de la formu-
lation de régimes alimentaires balancés, en raison des effets antagonistes des oméga-6 et des
oméga-3 (Simopoulos, 2011). Un rapport inférieur a 10 est généralement recommandé (San-
chez-Machado et al., 2004). La FAO recommande un rapport entre 5:2 et 8:1 (W.H.O, 2003).
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Le rapport n-6/n-3 des quatre “"concombres de mer" se situait dans la fourchette de 0,67 a

1,03, ce qui indique qu'ils sont srs & la consommation (Tableau 8).

Tableau 8. Composition en acides gras (%) des lipides totaux des “"concombres de mer".

Acides gras H. poli H. tubulosa H. arguinensis H. sanctori

C10:0 1,43+0,03 1,03+0,07 1,3240,15 0,85+0,00
C12:0 1,31+0,03 0,76+0,05 0,64+0,15 0,93+0,02
C14:0 0,66+0,04 0,45+0,05 1,87+0,01 0,84+ 0,03
I1s0-C16:0 0,39+0,00 n.d. 0,45+0,00 0,30+0,01
C16:0 4,62+0,19 2.68+0.16 14,6+0,00 4,15+0,07
C17:0 1,24+0,10 0,99+0,07 0,95+0,06 0,99+0,02
C18:0 7,56+0,51 5,87+0,14 11,940,07 7,9240,16
C20:0 0,87+0,05 0,80+0,05 0,81+0,01 1,04+0,02
YAGS 18,10+0,80 12,21+0,36 32,38+0,29 16.00+0.17
Cl4:1 0,60+0,02 0,39+0,03 0,52+0,00 0,40+0,01
C18:1n-9t 3,21+0,76 1,74+0,09 4,82+0,01 3,38+0,67
C18:1n-9c 6,12+0,10 5,81+0,14 6,58+0,06 5,51+0,12
C20:1n-9 3,40+0,10 3,58+0,22 2,38+0,01 4,07+0,09
C20:1n-7 2,26+0,65 2,47+0,06 2,02+0,01 1,87+0,23
YAGMI 15,60+0,65 14,39+0,39 16,52+0,99 14,4840,21
C16:2n-6 0,66+0,03 0,51+0,03 0.59+0.00 0,63+0,00
C16:2n-4 12,60+0,44 15,0£0,01 9,62+0,03 11.240,28
C18:2n-6 1,94+0,04 2,11+0,07 3,96+0,02 2,61+0,06
C18:3n-6 2,83+0,07 2,95+0,15 2,79+0,04 4.10+0,15
C18:3n-3 10,00+0,35 11,00+0,27 7,26+0,03 9,33+0,04
C18:4n-3 1,57+0,04 1,55+0,10 0,99+0,01 1,44+0,06
C20:4n-6 16,50+0,58 18,9+0,21 10,5+0,03 15,3+0,63
C20:3n-3 2,34+0,03 2,11+0,10 1,56+0,02 3,24+0,04
C20:4n-3 2,02+0,09 1,8740,12 1,24+0,01 1,35+0,30
C20:5n-3 7,90+0,28 8,76+0,23 5,07+0,04 8,62+0,03
C21:5n-3 n.d. n.d. 1,71+0,02 3,15+0,22
C22:4n-6 n.d. 0,36+0,01 0,21+0,00 n.d.
C22:4n-3 1,01+0,04 1,02+0,10 0,64+0,01 1,60 + 0,05
C22:6n-3 6,56+0,53 7,25+0,12 4,86+0,12 4,97+0,29
YAGPI 60,78+0,02 71,80+0,69 50,90+0,84 67,6+0,23
Xn-6 21,3+0,72 30,00+0,35 17,40+0,31 20,1+0,53
¥n-3 31,5+0,76 24,18+0,30 23,30+0,36 19,4+0,43
¥n-6 / n-3 0,67+0,00 0,80+0,00 0,74+0,00 1,03+0,07

n.d. non detecté, Moyenne + écart type (n = 3).
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111.5.3. Calorimétrie différentielle & balayage des lipides

Les huiles de nos "concombres de mer" sont caractérisées par une quantité importante d'acides
gras n-3 polyinsaturés, qui ont une importance croissante en tant que nutraceutiques. Les
huiles de nos "concombres de mer™" sont caractérisées par une haute teneur d'acides gras n-3
polyinsaturés, qui ont une importance croissante en tant que nutraceutiques. Les points de
fusion et les enthalpies des quatre huiles sont indiquées dans le tableau 10. Les huiles fondent
sur une plage de températures et n‘ont pas de température de fusion spécifique. Les change-
ments dans le processus de fusion ne sont pas visibles, mais sont mesurés par la DSC, et pré-
sentent souvent des endothermes multiples (Tan et al., 2002). La DSC est appliquée pour de-
terminer la stabilité thermique, I’oxydation, la qualité des huiles de "concombres de mer",
ainsi que leurs interactions possibles au cours du processus de formulation, si jamais utilisés
comme nutraceutiques. Les courbes de fusion pour les quatre huiles ont démontré un pic en-
dothermique a différentes températures de chauffage a -41,71, 2,41, -33,33 et -2,56°C pour
Holothuria poli, H. tubulosa, H. arguinensis et H. sanctori, respectivement (Tableau 9). Les
températures de fusion des huiles de "concombres de mer" different des autres huiles de pois-
son, telles que la sardine (—22,60°C), le foie de morue (—16,53°C) et le saumon (—6.80°C)
(Schubring, 2009). Les enthalpies de fusion (AH) se situaient entre 0,81 et 5,79 J/g (Tableau
9)., et difféerent de celles retrouvées chez les huiles de sardine, de foie de morue et de saumon
(1.43-15,34 J/g) (Schubring, 2009).

Les températures de fusion des quatre huiles différaient entre les espéces d’holothuries.
Comme toutes les expériences sont réalisées avec le méme instrument DSC et dans les mémes
conditions, la discussion portera sur les changements des profils de fusion des huiles en fonc-
tion de leur composition en triacylglycérols (TAG) (Tan et al., 2002). En général, les TAG
hautement trisaturés (SSS) fondent a des températures plus élevées que les TAG hautement
tri-insaturés (UUU), tandis que les TAG monoinsaturés (SSU) et di-insaturés (SUU) fondent
entre ces deux groupes (Tan et al., 2002). Pour nos résultats, nous supposons que I'endo-
therme a basse température d’Holothuria poli, H. arguinensis et H. sanctori pourrait corres-
pondre a la fusion de TAG hautement insaturés (UUU), tandis que I'endotherme a haute tem-
pérature d’Holothuria tubulosaest due a la fusion des groupes UUU et SUU (Tan et al.,
2002).Les courbes de calorimétrie différentielle a balayage (DSC) sont également fortement
influencées par le degré de saturation ou d'insaturation des acides gras (Schubring, 2009). Les

points de fusion des acides gras saturés augmentent avec la longueur de leurs chaines, peut-
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étre en raison de la force de dispersion intermoléculaire qui augmente avec le nombre de car-
bones dans les chaines (Shen et al., 1999). Dans le cas des acides gras insaturés, I'augmenta-
tion du nombre de doubles liaisons fait baisser le point de fusion. La faible température de
fusion et les enthalpies de fusion indiquent que les lipides contiennent une forte proportion
d'acides gras insaturés (Hasan et al., 2016). Comme mentionné précédemment, toutes les
courbes de chauffage n‘ont démontré qu'un seul pic endothermique. Le nombre de pics lors du
chauffage est proportionnel a sa vitesse. Les modifications du profil DSC en fonction de la
vitesse de chauffage sont compliquées, et les courbes avec des vitesses plus élevées montrent
un seul pic endothermique. La présence d'un seul pic endothermique pendant toute la phase de
fusion peut également indiquer que les huiles d'holothuries restent stables tout au long du pro-
cessus de chauffage.

Compte tenu de la complexité du comportement de fusion des huiles par DSC, les interpréta-
tions du comportement thermique basées sur la DSC, l'identification et I'interprétation de leurs
événements thermiques doivent étre faites avec prudence. A notre connaissance, ces événe-
ments thermiques n'ont jamais été signalés auparavant pour les huiles de "concombres de
mer" utilisées dans la présente étude.

Tableau 9. Les parametres de fusion des huiles de "concombres de mer"”, de par calorimétrie a
balayage différentiel (DSC).

Espéce Températures de fusion (°C) DH (AJ/ g)
Holothuria poli -41,71 3,74
Holothuria tubulosa 2,41 0,87
Holothuria arguinensis -33,33 5,79
Holothuria sanctori -2,56 0,81

111.5.5. Spectroscopie infrarouge

Le tableau 10 présente les spectres FTIR des quatre huiles de "concombres de mer™, dans un

interval de fréquences de 4000-400 cm™. Comme il n'existait pas de données antérieures sur

les spectres infrarouges (IR) des huiles de "concombres de mer", les bandes ont été identifiées

et attribuées a des groupes moléculaires spécifiques.

Nos résultats ont montré que les spectres des “concombres de mer"” étaient complexes, avec

plusieurs pics résultant de la contribution de différents groupes fonctionnels appartenant aux
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lipides (Tableau 10). Bien que les bandes de I'huile étudiee semblent similaires, il existe des
différences considérables dans l'intensité des bandes ainsi que dans leur fréquence précise,
clairement liées a la composition des huiles. Les bandes apparentes a 2925-2920 cm™ et a
2854-2850 cm™, sont attribuées & la vibration antisymétrique dans les groupes CHa, et a
I'¢élongation symétrique des groupes CH> des chaines alkyles, les deux bandes ont démontré
une variation d’absorbance entre les quatre espéces, H. poli a montré la plus élevée. Les deux
bandes sont généralement utilisées pour surveiller la transition de phase thermotropique des
chaines d'alkyle chez les phospholipides, les changements de fréquence et de largeur des
bandes d’élongation des groupes CH> sont directement liés a la conformation des chaines
d'alkyle des lipides. Les élongations des groupes ester carbonyle C=0 dans les triacylglycé-
rols sont détectées a 1739-1614 cm™* (Tableau 10). La diminution de I'absorbance visible chez
H. tubulosa, H. arguinensis et H. sanctori suggérait une diminution de la concentration du
groupe ester appartenant au triacylglycérol, et I'apparition d'aldéhydes et de cétones, les pro-
duits d'oxydation secondaires de la dégradation des hydroperoxydes (Cakmak et al., 2003 ;
Guillén et al., 2004). Les bandes a 1471-1440 cm™ correspondaient aux cisaillements des
groupes CHa, tandis que rotation plane des groupes CH2 sont détectées a 756-752 cm™, H.
poli présentait respectivement I'absorbance la plus faible et la plus élevée. Les bandes de vi-
brations précédentes fournissent des informations sur le compactage des chaines d'alkyle. En
particulier, la configuration des chaines alkyles des all-trans, qui s'emballent en un réseau
solide, et augmente le facteur de division des bandes de cisaillement et de rotation plane du
CHo>. La rotation plane de =C-H (Cis) sont apparues a 1411-1400 cm™, les déformations hors
plan du-HC=CH-(Cis) sont apparues a 931-902 cm™. (Tableau 10). L'absorbance la plus éle-
vée est retrouvée chez H. tubulosa. Les deux bandes sont généralement utilisées pour caracté-
riser les vibrations des structures cis-insaturées (Pu et al., 2014). Chez les quatre holothuries,
les bandes a 1163 cm*sont associées a au mode de déformation hors plan du CHa, les bandes
majeures a 1024-1004 cm?, représentaient I'élongation symétrique du C-O-C, avec H. poli
montrant la plus haute absorbance (Tableau 10). Les deux bandes sont principalement repré-
sentent les triacylglycérols, les phospholipides, et les esters de cholestérol (Mihaly et al.,
2017).

Les spectres FTIR ont fourni une caracterisation moléculaire des huiles d’holothuries. Ils ont
permis identifier trois classes de lipides présentes, a savoir les triacylglycérols, les phospholi-

pides, et le cholestérol. Des spectres similaires ont été trouvés chez plusieurs huiles de pois-
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son, telles que le thon (Katsuwona spelamis), la bonite (Sardaorientalis), le grenadier bleu
(Macruronus novaezelandiae), requin a grands aileron (Galeorhinus galeus), 1’émissole
gommeée (Mustelus antarcticus) et lI'aiguillat commun (Squalus acanthias) (Vongsvivut et al.,
2014).
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Tableau 10. La position des bandes d'absorption maximale a la vibration appropriée des quatre huiles détectées par FTIR.

Fréquence (cm™)

Groupe

Mode de
Fonctionnel H. poli H. tubulosa H. arguinensis H. sanctori vibration
Vas(CH2) 2925 2924 2922 2920 Elongation (antisymétrique)
vsym(CH2) 2854 2848 2848 2850 Elongation (symétrique)
v(C=0) 1739 1633 1629 1624 Elongation
das(CH2)cis 1471 1460 1442 1440 Déformation (cisaillement)
p(=CH) (Cis) 1408 1404 1400 1402 Déformation (rotation plane)
v(CH2) 1163 1163 1163 1163 Déformation hors plan
v(C-0-C) 1004 1022 1020 1024 Elongation (symétrique)
v(-HC=CH-) (cis-) 900 904 906 904 Déformation hors du plan
p(CH2) 754 754 752 756 Déformation (rotation plane)
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111.5.6. Composition de phospholipides

Les résultats du tableau 11 représentent la composition de la fraction lipidique polaire des
"concombres de mer" étudiés. Le pourcentage de phospholipides variait entre 55,20 et
69,85% (des lipides totaux). Des valeurs similaires ont été retrouvées chez d'autres espéces
marines connus pour leurs teneurs élevés en phospholipides, telles que les crevettes (56-69%)
(Cavalli et al., 2000 ; Wouters et al., 2001 ;Ju et al., 2011), les moules (57-67%) (Lin et al.,
2003 ; Murphy et al., 2003 ; Miller et al., 2014b), les huitres (50%) (Pernet et al., 2007), le
calmar (64-67%) (Koning, 1993; Saito et al., 2014 ; Lordan et al., 2017). L'apport alimen-
taire normal des phospholipides est de 2 & 8 g par jour, un apport quotidien en lipides de 1 &
10% (Cohn et al., 2010), ce qui fait de nos especes une source précieuse de phospholipides
marins. Les cing phospholipides trouvés chez les "concombres de mer"sont la cardiolipine
(CL), le phosphatidylglycérol (PG), la phosphatidylcholine (PC), la phosphatidyléthanola-
mine (PE) et la phosphatidylsérine (PS).

Les teneurs de phospholipides different entre les quatre espéces (Tableau 11). Le pourcentage
de CL variait entre 5,13 et 11,25% des phospholipides totaux, le taux plus élevé est retrouvé
chez H. sanctori. La CL joue un r6le important dans les mécanismes cellulaires, essentiels a la
fonction cardiaque, notamment la fonction mitochondriale, I'importation de protéines mito-
chondriales, I'autophagie/mitophagie et la voie de la kinase C (Dudek et al., 2019). La teneur
de PG variait entre 9,10 et 14,38%, la quantité la plus élevée est trouvée chez H. poli et H.
arguinensis. Des études ont démontré que la PG peut protéger les cellules épithéliales pig-
mentaires de la rétine humaine contre I'apoptose, et stimule également les kératinocytes (Xie
et al., 2014; Bailey et al., 2017). Le taux de PC se situait entre 51,48 et 58,57%, la valeur la
plus élevée est observée chez H. tubulosa et H. arguinensis (Tableau 11). Le PC est essentiel a
la synthése du neurotransmetteur acétylcholine, peut nourrir le cerveau, et améliore l'intelli-
gence (Zhou et al., 2016). Les valeurs d’EP et de PS étaient de 6,31 a 8,10% et 0,91 a 6,47 %,
respectivement (Tableau 11). La PE est connue pour son réle dans la fusion membranaire
(Dowhan, 2013). La PS améliore le fonctionnement des cellules nerveuses, régule la conduc-
tion de I'influx nerveux, améliore la mémoire, et est présente lors de I'apoptose (Marifio et
Kroemer, 2013; Kim et al., 2014; Segawa et Nagata, 2015) .

Notre étude est la premiére étude documentant le profil phospholipidique des "concombres de
mer" Méditerranéens. La plupart des recherches a cet égard ont été menées pour différentes

especes, telles que Apostichopus japonicus (Yu et al., 2015).
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Tableau 11. Les compositions de phospholipides de "concombres de mer"” (%) purifiés par
précipitation a I'acétone.

H. poli H. tubulosa H. arguinensis H. sanctori
PL (%) 55,20+0,22 61,02+0,17 63,09+0,11 69,85+0,02
CL (%) 10,14+0,05 5,13+1,24 6,50+0,41 11,25+0,41
PG (%) 14,38+0,25 10,02+0,53 14,08+0,08 9,10+0,42
PC (%) 55,11+0,41 58,57+1,11 58,56%0,80 51,48+0,19
PE (%) 8,10+0,05 6,72+0,00 6,31+0,45 7,51+0,04
PS (%) 6,47+0,18 0,91+0,10 1,12+0,11 1,31+0,03

Moyenne * écart type (n = 3). PL : Phospholipides ; CL : Cardiolipine ; PG : Phospha-
tidylglycérol ; PC : Phosphatidylcholine ; PE : Phosphatidyléthanolamine ; PS : Phos-
phatidylserine.

Il n’y a pas de différences significatives entre les résultats de la composition phospholipidique
des quatre espéces d’holothuries (p>0,05), cela est di au fait que les especes sont issues de la

méme région Méditerranéenne et ont un profil lipidique similaire.

I11.6. L hydrolyse enzymatique des "*concombres de mer**

Les téguments des "concombres de mer" sont hydrolysés avec succés a l'aide de deux pro-
téases (Alcalase 2,4L et Neutrase 0,8L) a 2 et 5%. L’évolution de I'hydrolyse et les valeurs du
degré d'hydrolyse (DH) de chaque espece sont présentés dans la figure 42. Les hydrolyses
enzymatiques sont caractérisées par trois étapes distinctes. Au cours des 60 premiéres mi-
nutes, les valeurs de DH ont augmenté rapidement, ce qui suggere que de multiples liaisons
peptidiques sont clivées (Nchienzia et al., 2010 ; Forghani et al., 2012). Ensuite, le taux d'hy-
drolyse a Iégerement diminué jusqu'a atteindre un plateau vers 100 min (Figue 42). Cela pour-
rait s'expliquer par la diminution des sites d'hydrolyse disponibles, ou par I'absence d'acides
amineés spécifiques a I'enzyme (AAs) (Constantinides et al., 1980 ; Souissi et al., 2007). Aprés
cela, les réactions d'hydrolyse ont suivi une tendance linéaire jusqu'a la fin de chaque expé-
rience, cela est due soit a une limitation des sites de clivage disponibles, soit a la dénaturation

enzymatique et/ou une inhibition du produit (Souissi et al., 2007). Ces résultats sont similaires
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a ceux rapportés pour Stichopus horrens (Forghani et al., 2012), Actinopyga lecanora (Ghan-
bari et al., 2015), et Isostichopus badionotus (Chim-Chi et al., 2017).

Toutes les courbes de protéolyse ont démontré que tous nos'concombres de mer" sont facile-
ment dégradables par les deux protéases, mais I'Alcalase a 5% a démontré I'hydrolyse enzy-
matique la plus efficace par rapport aux autres réactions (Figure 42), avec des valeurs de DH
les plus élevées de 7,92%, 11,01%, 7,52%, et 6,87%, respectivement pour H. poli, H. tubulo-
sa, H. arguinensis, et H. sanctori, indiquant que I'Alcalase clivait plus de liaisons peptidiques
que la Neutrase, ce qui implique qu'il y avait plus de sites de clivage disponibles pour I'Alca-
lase que pour la Neutrase. Ces résultats peuvent également s'expliquer par le fait que I'Alca-
lase a une grande spécificité au substrat, a une large gamme de pH et de température de fonc-
tion, peut hydrolyser a la fois les protéines natives et dénaturées, et qu'elle résiste a l'autopro-
téolyse (Bladyga et al., 1999).

2 Alcalase 2% 12 4 Alcalase 5%

0 T T T T T 1 U . T T T T T 1
] 20 40 &0 B 100 120 [} 20 40 al 80 100 120
Temps (min} Temps (min)
d <
Neutrase 2% Neutrase 5%

T T T T 1 [J T T T T 1
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Figure 55. Degré d'hydrolyse de ¢ H. poli ; m H. tubulosa ; e H. arguinensis ; et
A H. sanctori, en utilisant I'Alcalase et Neutrase a 2% et 5%. Les résultats sont
présentés sous forme de moyenne + écart-type.
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I11.7. Activité inhibitrice de ’Enzyme de Conversion de I' Angiotensine (ECA) et la con-

centration inhibitrice médiane (Clso)

Pour étudier les changements de la Clsg chez les quatre espéces d’holothuries, I’activités inhi-
bitrices de I'ECA de leur hydrolysat est mesurée. Les “concombres de mer" sont hydrolysés en
utilisant deux protéases différentes pendant 120 minutes (Figure 42). Les échantillons hydro-
lysés sont recueillis a la fin de la protéolyse. Ceux dont le DH était le plus élevée sont choisis
pour évaluer leur activité d'inhibitrice de I'ECA, et la détermination de leur Clso (Alcalase 5%,
<1 kDa). Les hydrolysats de "concombres de mer" produits avec I'Alcalase ont montré une
activité d'inhibitrice de I'ECA considérables, et une concentration inhibitrice médiane (Clso)
de 0,30 a 0,51 mg/ml (Tableau 12). Ces valeurs reflétent I'efficacité de I'nydrolyse améliorant
I'inhibition de I'ECA (Forghani et al., 2012). Parmi les hydrolysats de "concombres de mer"
testés, celui d’Holothuria sanctori présentait la valeur de Clso la plus faible, indiquant ainsi
une activité inhibitrice plus élevée (Tableau 12). La variation de la Clso parmi les quatre es-
péces de "concombres de mer" peut étre attribuée a la spécificité enzymatique, qui est un fac-
teur clé influencant a la fois les caractéristiques des hydrolysats, et donc la nature et la com-
position des peptides produits (Balti et al., 2010). L'Alcalase est connue pour sa spécificité
principalement pour les acides aminés hydrophobes, tandis que la Neutrase a une spécificité
principalement pour la leucine et la phénylalanine (Kunst, 2003). L'Alcalase tend a produire
des peptides dont les C-terminaux sont des acides aminés a grandes chaines latérales et sans
charge (acides aminés aromatiques et aliphatiques), tels que la tyrosine, la phénylalanine, le
tryptophane, la méthionine, la valine, la leucine et I'isoleucine. Elle clive la liaison peptidique
des acides aminés aliphatiques ou aromatiques (Rao et al., 1998), ce qui entraine la formation
de nouveaux peptides a forte teneur en acides aminés hydrophobes (Forghani et al., 2012). Il a
été démontré que les peptides contenant des résidus d'acides aminés hydrophobes (aroma-
tiques ou a chaines latérales ramifiées) possédent un effet inhibiteur élevé (Murray et Fitzge-
rald, 2007), cas des peptides inhibiteurs d'ECA naturels, trés riches en acides aminés hydro-
phobes (Segura Campos et al., 2013 ; Maganfa et al., 2015). Cependant, la comparaison des
résultats obtenus d’autres études est difficile en raison de : I'absence de littérature sur les acti-
vités inhibitrices de 'ECA d’Holothuria poli, H. tubulosa, H. arguinensis et H. sanctori ; les
variations de I’espéces ; les conditions de protéolyse (température, temps...etc.) ; le choix de

I'enzyme et sa concentration.
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Les valeurs de la Clso d’Holothuria tubulosa, H. arguinensis et H. sanctori étaient similaires a
celles trouvées pour la gélatine d'Acaudina molpadiodea, hydrolysée avec de I'Alcalase et de
la Broméline (1 kDa, 0,35 mg/ mL) (Zhao et al., 2007). Holothuria poli a donné les mémes
résultats que ceux obtenus pour I'hydrolysat de collagene de Parastichopus californicus, digé-
ré par la pepsine (0,51 mg/mL apres 3 h) (Liu et al., 2011). Nos résultats étaient inférieurs a
ceux rapportés pour d'autres "concombres de mer" hydrolysés par 1’Alcalase comme Actino-
pyga lecanora (1,50 mg/mL aprés 8 h) (Ghanbari et al., 2015), et Stichopu horrens (0,61
mg/mL aprés 5 h) (Forghani et al., 2012). D'autre part, les valeurs de la Clso pour I'hydrolysat
d'Alcalase étaient plus élevees que celles rapportées pour Isostichopus badionotus bouilli,
hydrolysé séquentiellement avec la Pepsine et la Corolase PP, dans des conditions simulant la
digestion gastro-intestinale. Les trois fractions hydrolysées (3 kDa, >3 kDa, et <3 kDa) ont
montré des valeurs de Clsp de 0,135 mg/mL, 0,120 mg/mL et 0,038 mg/mL, respectivement,
ce qui suggeére que la double digestion (Pepsine+Corolase PP) a contribué a l'augmentation de
I'activite inhibitrice de 'ECA (Pérez-Vega et al., 2013).L'activité inhibitrice de I'ECA et la
protéolyse sont influencées par la structure des protéines et la spécificité des enzymes qui
conduisent au clivage de différentes liaisons et a la création de peptides ayant des extrémités
N et C différentes (Forghani et al., 2012).

Tableau 12. Les valeurs CI50 des hydrolysats de H. poli, H. tubulosa, H. arguinensis,
et H. sanctori (5%, >1 KDa).

Espece Clso (mg/ml)
H. poli 0,51+0,02
H. tubulosa 0,31+0,00
H. arguinensis 0,35+0,00
H. sanctori 0,30+0,00

Moyenne * écart type (n = 3).

111.8. Taille des liposomes et mesures du potentiel zéta

Les tailles des différents nanoliposomes avec et sans hydrolysat sont mesurée immédiatement
aprés la sonication. Le diametre hydrodynamique des nanoliposomes et leur potentiel zéta
sont présentés dans le tableau 13. Les résultats démontrent que la taille des nanoparticules
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augmente apres I'encapsulation de I'hydrolysat. Le potentiel z&ta est tres important lors de la
formulation des nanoliposomes, car il permet de prédire le devenir des nanoliposomes in vitro
et in vivo, il permet aussi de mesurer la stabilité et la durée de vie du nanoliposome. Si les
nanoliposomes possedent un grand potentiel zéta que ¢a soit négatif ou positif, ils auront ten-
dance a se repousser et a resister a la formation d'agrégats, et moins la formulation est suscep-
tible d'étre stable. Cependant, s’ils ont de faibles valeurs, c'est-a-dire proches du zéro, les par-
ticules de se rapprochent les unes des autres, s'agrégent ou de fusionner (Shi, 2014). La poten-
tiel zéta est généralement du méme signe et la méme charge que le potentiel présent a la sur-
face de la vésicule, et est exprimé en millivolts (mV). Généralement, un potentiel zéta supé-
rieur a +30 mV et inférieur a -30 mV est considéré comme valeur appropriée a la stabilité
nanoliposomes (Gentine et al., 2012 ; Larsson et al., 2012). Nos résultats ont démontré que,
les nanoliposomes vide ou avec hydrolysat (10 mg/ml) sont stables, vue que leur potentiel
z€ta variait entre 36 mV et -28 mV (Tableau 13).

Tableau 13. Taille (nm) et potentiel zé&ta (mV) des nanoliposomes vide ou avec hydrolysat.

Type de nanoliposome Taille (nm) Potentiel zéta (mV)
HPF vide 169 36
HPF avec hydrolysat (10 mg/ml) 188 -35
HTF vide 162 -28
HTF avec hydrolysat (10 mg/ml) 163 -30
HAF vide 154 -28
HAF avec hydrolysat (10 mg/ml) 188 -30
HSF vide 117 -30
HSF avec hydrolysat (10 mg/ml) 142 -32

111.9. Cytocompatibilité des hydrolysats

Les tests de Cytocompatibilité sont réalisés pour les hydrolysats d’Alcalase a 5% des quatres

espéces d’holothuries. Les données de la figure 43 montrent les résultats obtenus apres 7
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jours, car aucune modification significative n'a été observée pour les périodes plus courtes (3
jours et 5 jours, non représentés). L'activité métabolique est basée sur la capacité des cellules
vivantes a réduire le sel de tétrazolium du MTT en cristaux de formazan. Toutes les analyses
ont montré une activité métabolique importante pour toutes les concentrations d’H. poli et H.
tubulosa, respectivement. Pour H. arguinensis et H. sanctori, les concentrations élevées de
0,5 et 1 mg/ml avaient un fort impact sur I'activité métabolique (Figure 43). La cytotoxicité
des hydrolysats est évaluée apres 3, 5, et 7 jours d'exposition a diverses concentrations, par le
dosage de LDH (Figure 43, jour 7 seulement). Les cellules non exposées aux hydrolysats sont
considérées comme témoins. Il n'y avait pas de différence de cytotoxicité significative entre le
témoin et toutes les concentrations d’Holothuria poli (Figure 43), et aucune différence de pro-
lifération n’est observé (Figure 43). Pour les trois autres "concombres de mer", seules les con-
centrations les plus élevées (0,5 et 1 mg/ml), semblaient étre cytotoxiques pour les cellules
mésychementeuses humaines (CSMs) (Figure 43). La encore, les deux concentrations ex-
trémes ont déclenché une diminution de la prolifération, évaluée par la quantification de
I'ADN (Figure 43).
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Les nanostructures seules (c'est-a-dire les nanoliposomes vides ou les nanoliposomes associés
au HTF) (Figure 44), n'ont montré aucune modification de I'activité métabolique ou de la pro-
lifération et aucune cytotoxicité quelles que soient les concentrations (0,01, 0,05, 0,10 et 0,50
mg/ml), pendant les temps d’exposition (1, 3, 5 ou 7 jours, seulement 7 jours sur la figure 44).
Cela démontre I'innocuité des conditions testées pour le HTF. Pour les autres hydrolysats,
c'est-a-dire le HAF, le HSF, et le HPF (Figure 44), la concentration de 0,10 mg/ml de lipo-

somes était toxique, les données avec 0,05 mg/ml étaient inoffensives (non indique).
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Conclusion et perspectives

Au terme de ce travail, nous avons atteint un certain nombre d’objectifs fixés.

Tout d’abord, 1’étude biométrique des quatre espéces d'holothuries (Holothuria poli, Holothuria
tubulosa, Holothuria arguinensis, et Holothuria sanctori), avant et aprés transformation en béches-
de-mer a montré que nos spécimens sont plus petits et plus lourds que ceux exploités dans la région
indopacifique. Un facteur trophique inférieur combiné a une teneur en matiére organique moindre
explique en grande partie ces résultats. Malgré ces deux facteurs, les espéces d'holothuries étudiées
ont montré une valeur nutritionnelle importante, liée aux faites que leur tégument est facilement
dégradable par I'enzyme digestive pepsine. Ainsi, elles pourraient devenir des sources communes de
protéines et d'autres nutriments.

Les "concombres de mer" constituent incontestablement une ressource nutritionnelle intéressante. 1ls
contiennent une quantité élevée de protéines de haute valeur nutritive, une huile riche en acides gras
polyinsaturés avec une proportion tres importante de phospholipides. Notre étude a révélé que les
quatre espéces, ont une valeur nutritionnelle et nutraceutique élevée, et pourraient constituer une
nouvelle matiére premiére pour I’EPA, le DHA, les phospholipides, et les peptides inhibiteurs
d’ACE. Comme les acides gras oméga-3 et oméga-6 des "concombres de mer" sont obtenus en
quantité importante mais sont sensibles a I'oxydation, il convient de manipuler les holothuries avec
précaution pour les conserver frais jusqu'a leur consommation.

D'autres formes peuvent étre préparées a partir des holothuries, comme des comprimés, des cap-
sules, ou des émulsions contenant de I'extrait de “concombres de mer" riche en AGPI, afin de béné-
ficier de leurs vertus sur la santé. Ce produit peut étre consommé comme complément alimentaire
ou nutraceutique, avec ou sans ajout d'herbes pour renforcer I'impact sur la santé humaine. Leurs
hydrolysats enzymatiques obtenus par I'Alcalase 2,4L pourraient étre exploités comme nouvelle
source de peptides inhibiteurs de I'ECA, et étre incorporés comme ingrédients fonctionnels dans des
nutraceutiques et des produits pharmaceutiques en raison de leur dans la prévention et le traitement
de I'nypertension (régulation de la pression artérielle normale chez les humains hypertendus). De
plus, ils ont un faible colt de production et une bonne tolérance par le corps humain. Nos résultats
sur les tests de Cytocompatibilité ont montré que, sauf a des concentrations extrémes (0,5 et 1
mg/ml), 'HTF était sans danger pour la viabilité et I'intégrité des CSMs humaines. En effet, dans nos
conditions expérimentales, nous avons démontré que les nanoliposomes vides n'induisent pas de

cytotoxicité et de mort cellulaire des CSMs humaines, et aucune perturbation de la prolifération n’a
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été observé pour tous les temps et les concentrations testés, ainsi que pour les nanoliposomes com-
binés et aux HTF.

Ces expériences in vitro suggerent que les nanoliposomes de lécithine d'holothurie, avec ou sans
HTF, pourraient étre utilisés comme support naturel pour délivrer des substances actives dans les
cellules de CSMs humaines.

Egalement, des études ultérieures sont nécessaires pour étudier la composition peptidique des hydro-
lysats d’holothuries, afin de révéler les peptides bioactifs. Des essais cliniques supplémentaires sont

aussi essentiel pour tester 1’effet de ces peptides antihypertenseurs d'origine marine
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1. Préparation de ’ECA de poumon de lapin

Environ 0,1U d’ECA de poumon de lapin lyophilisée est solubilisée dans environ 200 pl de
tampon CHES (N-cyclohexyl-2-aminoéthanesulfonique) froid (50 mM, NaCl 300 mM, glycé-
rol 5%, pH 8,3). Aprés homogénéisation douce pendant 10 min a 4°C, I’enzyme d’une con-
centration de 0,5 U/ml est répartie dans des micro-tubes a raison de 20 pl/tube puis conservés
a -20 °C. Dans chaque micro-tube un volume de 180 pl de tampon CHES est rajouté afin de
diluer I’enzyme a 1/10, et obtenir une concentration de 0,05 U/ml.

2. Préparation de la solution substrat HHL

Environ 223,23 mg de HHL (Hippuryl-L-histidyl-L-leucine) est pesé et dissout dans 6 ml de
tampon (CHES 50 mM et NaCl 300 mm, pH 8,3). Aprés 12h d’agitation a 4°C, le volume
final est ajusté a 10 ml en ajoutant le tampon CHES. La solution est filtrée (0,22 pm), distri-
bué dans des Eppendorfs (120 pl/Eppendorfs), et puis conservée a -20 °C jusqu’a son utilisa-

tion.

3. Préparation de la solution STOP

Environ 1,63 mg de captopril est ajouté a 43,84 mg d’EDTA, ils sont dilués dans 20 ml d’eau
ultrapure. Un volume de 100 pl d’acide trifluoroacétique (TFA) est dilué dans de I’eau ultra-
pure puis rajouté a la solution précédente. Le volume final de 50 ml est complété avec de
I’eau ultrapure. La solution est bien agitée pendant 10 min et conservée dans des Eppendorfs a

-20°C.



4. Formule chimique de quelques biomolécules extraites des holothuries
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Essaies d’exploitation des holothuries aspidochirotes (''concombres de mer') de deux
sites de la région de Mostaganem a travers I’analyse de leur tégument

Asmaa Mecheta et Karim Mezali

Laboratoire de Protection, Valorisation des Ressources Marines et Littorales, et Systématique Moléculaire,
Département des Sciences de la Mer et de I’ Aquaculture, Université Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem,
B.P. 300, Algérie.

Email : asmaamecheta@gmail.com/ Tel : 0792287905

Résumé

Souvent, considérées comme une délicatesse alimentaire, les holothuries ou "concombre de mer™ consti-
tuent un marché florissant dans les pays Asiatique. La partie la plus appréciée, étant la paroi du corps qui
est consommeée sous différentes formes et commercialisé sous le nom de "béche-de-mer". La qualité
biochimique du tégument est un outil clé pour estimer la valeur marchande d’une espéce d’holothurie.
Une estimation de la composition physicochimique du tégument de quatre espéces d’holothuries aspi-
dochirotes [Holothuria poli (Delle Chiaje, 1824), H. tubulosa (Gmelin, 1791), H. sanctori (Delle Chiaje,
1823) et H. arguinensis (Koehler & Vaney, 1906)] collectées dans deux stations de la cote ouest algé-
rienne (Stidia et Hadjadj, Mostaganem) a été réalisée en vue de leur éventuelle exploitation en "béche-
de-mer". Quatre lots constitués de 30 individus de chaque espece, ont été collectées durant la période
allant de novembre 2014 a janvier 2018. Des analyses biochimiques ont été réalisées sur le tégument sec
de chaque holothuride [taux d’humidité, matiére organique, lipides totaux et protéines].

Les résultats obtenus ont montré des teneurs tres €levées en eau pour I’ensemble des holothuries. Cepen-
dant, on a noté que les teneurs en cendre sont plus ou moins importantes mais similaires pour les deux
holothurides [H. tubulosa (2.24+0.46%) et H. poli (2.22+0.25%)]. Par ailleurs, H. tubulosa présente des
valeurs plus élevées en protéines et en lipides (9,5+0.249/100g et 11.7+0.369/100g respectivement).

Les résultats obtenus ont été comparés a ceux obtenus pour d’autres espéces d’holothuries couramment
exploités dans les régions de I’indopacifique.

Mots clés : Holothuries aspidochirotes ; "béche-de-mer" ; tégument ; biochimie ; protéines ; lipides ;

cOte ouest algérienne.



Caractérisation de la fraction lipidique de quatre especes de *‘concombres de mer** de
la c6te Ouest Algérienne

Asmaa Mecheta et Karim Mezali

Laboratoire de Protection, Valorisation des Ressources Marines et Littorales, et Systématique Moléculaire,
Département des Sciences de la Mer et de I’ Aquaculture, Université Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem,
B.P. 300, Algérie.

Email : asmaamecheta@gmail.com/ Tel : 0792287905

Résumé

Au cours des derniéres décennies, le concept d’aliments fonctionnels a offert une nouvelle approche
pour promouvoir l'utilisation de produits naturels. La plupart des aliments fonctionnels et des agents
thérapeutiques actuellement disponibles sont dérivés directement ou indirectement de sources natu-
relles, en particulier les ressources marines. Les holothuries aspidochirotes appelées communément
"concombres de mer" ont été largement utilisées dans la médicine traditionnelle asiatique. Ils con-
tiennent beaucoup d'acides gras fonctionnels tels que les acides gras oméga-3, en particulier les
acides eicosapentaénoique (EPA) et docosahexaénoique (DHA), dont les bienfaits ont été largement
reconnus contre les maladies cardiovasculaires et cérébrales.

Afin de caractériser les fractions lipidique de quatre espéces d’holothuries aspidochirote [Holothuria
poli (Delle Chiaje, 1824), H. tubulosa (Gmelin, 1791), H. sanctori (Delle Chiaje, 1823) et H. ar-
guinensis (Koehler & Vaney, 1906)], collectées dans deux stations de la cote ouest algérienne (Sti-
dia et Hadjadj, Mostaganem) durant la période allant de novembre 2014 a janvier 2018, plusieurs
analyses ont été réalisés sur leur téguments lyophilisés (extraction par méthode de Folch, chromato-
graphie couche mine par latroscan, Chromatographie phase gazeuse)

Les résultats obtenus ont démontré que les quatre especes ont un profil lipidique impressionnant,
composés quasi-majoritairement d’acide gras polaire (a 90%). Ils contiennent une quantité considé-
rable d'acides gras nutritifs précieux tel que : ’acide méristique (C14: 0), I’acide palmitique (C16:
0), I’acide stéarique (C18: 0), I’acide linoléique (C18: 2), I’acide arachidique (C20: 0), I’acide eico-
sapentaénoique (C20: 5, EPA) et I’acide docosahexaénoique (C22: 6, DHA), avec des niveaux rela-
tivement plus élevés d'EPA (4.65-7.80%) comparés au DHA (4.02-5.75%). Par ailleurs, les acides
gras prédominants sont les polyinsaturés (PUFA) dont les valeurs les plus élevés ont été enregistrés
chez H. poli (63.0£0.11%) en comparaison a H. tubulosa (60.4+0.57%), H. sanctori (58.9+0.14%)
et H. arguinensis (45.50+0.08%).

Les résultats obtenus ont été comparés a ceux obtenus pour d’autres especes d’holothuries couram-
ment exploités dans les régions de 1’indopacifique.

Mots clés : Holothuries aspidochirotes ; tégument ; biochimie ; lipides ; exploitation, cote ouest al-
gérienne.
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Résumé

Les holothuries ou "concombres de mer" sont des invertébrés marins d’une grande importance écologique,
économique et nutritionnelle. 1ls sont trés appréciés par les peuples d’Asie et de I’Extréme-Orient d0 a leurs
nombreux effets bénéfiques sur la sant¢ humaine. Dans certains pays d’Asie, les holothuries constituent la
ressource halieutique la plus importante et leurs transformations en "béches-de-mer" (produit sec) est floris-
sante. Récemment, la péche aux "concombres de mer" est en train d'émerger en Méditerranée en raison de
I’effondrement des stocks de 1’Indo-Pacifique. Afin promouvoir le potentiel économique, nutritionnelle et
nutraceutique de quatre espéces de "concombres de mer" [Holothuria poli (Delle Chiaje, 1824), H. tubulosa
(Gmelin, 1791), H. arguinensis (Koehler et Vaney, 1906), et H. sanctori (Delle Chiaje, 1823)], récoltées sur
cing stations de la cote ouest Algérienne [Stidia et Hadjadj (Mostaganem) ; Port de Kristel, Port d’Oran, et
Cap Falcon (Oran)], nous avons réalisé : 1) une étude biométrique sur des échantillons frais afin d’estimer la
taille, le poids et 1’épaisseur du tégument ; 2) une transformation en "béche-de-mer"” et une digestion a la
trypsine afin d’estimer leurs valeurs nutritionnelles ; 3) Une estimation de la composition approximative de la
paroi du corps, du profil lipidique et de I’activité inhibitrice de l'enzyme de conversion de l'angiotensine
(ECA) ; 4) une élaboration de nanoliposomes et encapsulation des peptides en utilisant des phospholipides
obtenus a partir de la méme source ; 5) une caractérisation physico-chimique des nanoliposomes et des pep-
tides; 6) des analyses in vitro afin d’estimer la cytotoxicité des nanoliposomes sur des cellules mésenchyma-
teuses humaines (CMSs).

Les résultats obtenus ont montré que malgré que la taille et le poids des quatre "concombres de mer" soient
inférieurs a ceux des especes Indo-Pacifique, leur valeur nutritionnelle reste néanmoins importante, car leur
tégument est facilement digéré par la trypsine. Ces résultats ont démontré une teneur élevée en protéines
(49,26-69,34 %), et un profil lipidique impressionnant constitué de 27 acides gras, principalement composés
d'acides gras polaires (91,16-93,85 %), avec une teneur élevée en acides gras polyinsaturés (AGPI) (50,90-
71,80 %), en particulier l'acide eicosapentaénoique (EPA) (5,07-8,76 %) et I'acide docosahexaénoique (DHA)
(4,86-7,25 %). Une quantité élevée de phospholipides a également été retrouvée (55,20-69,85%), principale-
ment composée de phosphatidylcholine (PC) (51,48-58,56%). Leurs fractions peptidiques présentent une
forte activité inhibitrice de I'ECA (Cls 0,30-0,51 mg/mL). Nos résultats ont également montré que les nano-
liposomes n'induisent pas de cytotoxicité et de mort cellulaire dans les CMSs humaines et aucune perturba-
tion de la prolifération n’est observée pour toutes les concentrations testées, ainsi que les nanoliposomes et
hydrolysats (HTS) combinés a une concentration de 0,1 mg/mL. Les quatre espéces de "concombres de mer"
ont un réel potentiel comme nutraceutique, car ils représentent une nouvelle source de protéines, d'oméga-3,
d'oméga-6, et de peptides bioactifs.

Mots clés : "concombres de mer" ; "béche-de-mer" ; valorisation ; AGPI ; peptides ; ACE ; nanoliposome ;
phospholipides ; cte ouest algérienne.




