





UQAR

Université du Québec
a Rimouski

DETECTION D’EFFETS ANTIMICROBIENS ET
ANTIADHESIFS D’EXTRAITS DE COPRODUITS DU
CONCOMBRE DE MER (Cucumaria frondosa) ET
APPLICATION DANS LA LUTTE CONTRE LES BIOFILMS
BACTERIENS

Mémoire présenté
dans le cadre du programme de maitrise en océanographie

en vue de I’obtention du grade de maitre s sciences

PAR
© ELISOA CAROLE ZAFIMIHARY

Mars 2022



Composition du jury :

Réjean Tremblay, président du jury [Institut des Sciences de la mer de Rimouski,
Université du Québec a Rimouski]

Karine Lemarchand, directrice de recherche [Institut des Sciences de la mer de
Rimouski, Université du Québec a Rimouski]

Laurent Girault, codirecteur de recherche [Merinov]

Catherine Couillard, examinatrice externe [Institut Maurice Lamontagne, Ministere

des Péches et Océans Canada]

Dép6t initial le [01 Décembre 2021] Dép6t final le [23 Mars 2022]






UNIVERSITE DU QUEBEC A RIMOUSKI
Service de la bibliotheque

Avertissement

La diffusion de ce mémoire ou de cette thése se fait dans le respect des droits de son
auteur, qui a signé le formulaire « Autorisation de reproduire et de diffuser un rapport, un
mémoire ou une these ». En signant ce formulaire, 1’auteur concede a 1’Université du Québec
a Rimouski une licence non exclusive d’utilisation et de publication de la totalité ou d’une
partie importante de son travail de recherche pour des fins pédagogiques et non
commerciales. Plus précisément, I’auteur autorise I’Université du Québec a Rimouski a
reproduire, diffuser, préter, distribuer ou vendre des copies de son travail de recherche a des
fins non commerciales sur quelque support que ce soit, y compris Internet. Cette licence et
cette autorisation n’entrainent pas une renonciation de la part de I’auteur a ses droits moraux
ni a ses droits de propriété intellectuelle. Sauf entente contraire, I’auteur conserve la liberté
de diffuser et de commercialiser ou non ce travail dont il possede un exemplaire.



REMERCIEMENTS

Je tiens & remercier toutes les personnes qui ont contribué de prés et de loin a la
réalisation de ce projet de mémoire, pour leur soutien et leur patience, sans eux, ce mémoire

n’aurait pas vu le jour.

Premierement, je remercie ma professeure Karine Lemarchand, elle m’a accueillie
alors qu’elle ne me connaissait pas encore, elle m’a toujours soutenue méme dans les
moments les plus difficiles de mon intégration, elle m’a toujours inspirée dans sa maniere de
travailler et son excellence en transfert de connaissance. Je remercie également mon co-
directeur Laurent Girault ainsi que toute 1’équipe de Mérinov, pour leurs nombreux conseils

et pour m’avoir soutenu pendant mes travaux de laboratoire.

J’aimeraiS aussi porter une attention a 1’équipe du laboratoire de microbiologie de
I’ISMER, spécialement a Kim Doiron, Mathieu Millour et Dominique Massé, pour leur aide
et leurs conseils durant mes travaux de laboratoire. Je remercie aussi Mitacs, 1’entreprise Les
enduits Mirapakon, Merinov, poissonnerie Cloridorme et UQAR/ISMER pour leur soutien

financier.

Je remercie également mes amis pour leur soutien sans limite, Christelle, Anne-Sophie,
Abi, Prince et Nadia pour m’avoir supportée tout au long de ce processus. ; sans eux, j’aurais

déja perdu le sourire, merci infiniment.

Je dédie ce mémoire a ma famille qui, de loin m’ont toujours encouragée et soutenue
afin que je ne perde pas mon objectif de vue, mille mercis, tout ce que j’ai vécu durant la
réalisation de ce projet m’a changé et m’a fait devenir une meilleure version de moi-méme,

grace a vous tous, merci infiniment.



RESUME

Au Queébec, I’exploitation de 1’espéce de concombre de mer Cucumaria frondosa génere une
quantité considérable de coproduits a éliminer. Cette biomasse est reconnue dans la littérature en
tant que source de molécules bioactives présentant des activités antimicrobiennes intéressantes,
pouvant étre valorisées et utilisées dans le domaine des biotechnologies. La présente étude a pour
objectif d’évaluer le potentiel antibactérien d’extraits riches en saponines provenant de coproduits
de C. frondosa pour des applications dans le domaine agroalimentaire et pour la réduction du
biofouling. L’effet antibactérien de ces extraits a été évalué sur des bactéries agroalimentaires et
marines, et I’effet antiadhésif a été analysé sur des bactéries marines responsables de formation de

biofilms en milieu marin.

Les tests d’activité antibactérienne ont portés sur des extraits enrichis en saponine, bruts ou traités
par dialyse, préparés a partir de coproduits de concombres de mer péchés sur la cote nord de la
Gaspésie durant 1’été 2017. Les analyses ont été effectuées dans des microplaques de 96 puits, en
conditions contrdlées, en présence de 5 concentrations d’extraits. Des cinétiques de croissance de
24h ont été réalisées avec huit réplicas du produit par concentration, puis, la densité optique a été
mesurée automatiquement toutes les 30 minutes par spectrophotométrie. La cinétique bactérienne
a permis de déterminer les temps de latence, la concentration minimale inhibitrice (CMI), les taux
de croissance et la densité optique a 24h pour chacune des souches bactériennes en présence des
différentes concentrations testées. Une solution pure de saponines commerciales a également été

testée dans les mémes conditions pour vérifier les effets des saponines sur les souches bactériennes.

Les résultats obtenus montrent que les extraits expérimentaux (bruts et dialysés) ne présentent pas
d’effets antibactériens significatifs par contre, les extraits expérimentaux dialysés présentent des
effets antiadhésifs intéressants ; les extraits empéchent 1’adhésion des bactéries a partir de la
concentration 1mg.mL™? et on atteint 100% de réduction de I’adhésion a 5mg.mL? de
concentration. Les extraits riches en saponines ne présentent pas d’effets antibactériens significatifs,
toutefois, les résultats de ce projet pourraient justifier de futurs travaux dans un but d’une potentielle

exploitation du pouvoir antiadhésif des extraits.
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ABSTRACT

In Quebec, the exploitation of the sea cucumber species Cucumaria frondosa generates a
considerable quantity of co-products to be disposed of, while this biomass is recognized in
the literature as a source of bioactive molecules with interesting antimicrobial activities,
which can be valued and used in the field of biotechnology. The present study aims to assess
the antibacterial potential of saponin-rich extracts of C. frondosa co-products, for
applications in the food industry and for biofouling reduction. The antibacterial effect of
these extracts was evaluated on agri-food and marine bacteria, and the antiadhesive effect
was analyzed on marine bacteria responsible for biofilm formation in the marine

environment.

Antibacterial activity tests were performed on saponin-enriched extracts, raw or dialysis-
treated, prepared from sea cucumber co-products fished on the north coast of Gaspesie
during the summer 2017. The analyses were performed in 96-well microplates, under
controlled conditions, in the presence of 5 concentrations of extracts. Growth kinetics for 24
hours were performed with eight replicates of the product per concentration, then, the optical
density was automatically measured every 30 minutes by spectrophotometry. Bacterial
kinetics were used to determine lag times, minimum inhibitory concentration (MIC), growth
rates and optical density at 24 hours for each bacterial strain in the presence of the different
concentrations tested. A pure solution of commercial saponins was also tested under the same

conditions to verify the effects of saponins on the bacterial strains.

The results obtained show that the experimental extracts (raw and dialyzed) do not show
significant antibacterial effects. On the other hand, the experimental dialyzed extracts show
interesting anti-adhesive effects; the extracts prevent the adhesion of bacteria from the
concentration Img.mL? and we even reach 100% reduction of adhesion at 5mg.mL? of
concentration. The extracts rich in saponins do not present significant antibacterial effects,
however, the results of this project could justify future work with the aim of a potential

exploitation of the anti-adhesive power of these extracts .

viii



Keywords: Cucumaria frondosa, coproducts, saponins, extracts, antibacterial,
antiadhesives, valuation.



TABLE DES MATIERES

REMERCIEMENTS .....ooiiiiitese ettt ans Y
RESUME ...ttt vi
ABST R A CT e naree e viil
TABLE DES MATIERES ..ottt teeies s teses st annensas X
LISTE DES TABLEAUX .....octiiecsee e Xii
LISTE DES FIGURES.........oo oottt Xiil
1. INTRODUCTION GENERALE......c.ooitininieieisiecne e 1
1.1  GENERALITES SUR LES CONCOMBRES DE MER ........c.ccccerviviiriannnns 3
111 Caractéristiques des concombres de Mer.........cccccovvvrereieneisieseneenns 4

1.1.2 Biologie des concombres de Mer.........cccvevveveiieieese s 6

1.1.3 L’espéce de concombre de mer Cucumaria frondosa............ccccue.ee.. 7

1.2 L’EXPLOITATION DES CONCOMBRES DE MER .......cccocovviiiiiiiniannns 8

1.3 POTENTIEL BIOTECHNOLOGIQUE DES CONCOMBRES DE MER ...10
14 INTERETS DES CONCOMBRES DE MER DANS LE DOMAINE DE LA

MICROBIOLOGIE ..ottt 12
141 Propriétés antibactériennes des extraits des concombres de mer .....13
1.4.2 Propriétés antiadhésives des extraits de concombres de mer ........... 14
2. MATERIELS ET METHODES.......c.oiniinreneeneineiseeseeeeseesseens 17
2.1 PREPARATION DES EXTRAITS RICHES EN SAPONINES DE
COPRODUITS DE C. FRONDOSA .....oooe ettt 17
2.1.1 Préparation des extraits riches en saponines de coproduits de C. frondosa
212 Production d*extraits riches en saponines a partir de coproduits de c
JPONAOSA ... oo oo oot e e e e et e et e e e e 17

2.2  ANALYSE DE L’EFFET ANTIMICROBIEN DES EXTRAITS RICHES EN
SAPONINES DE COPRODUIT DE C. FRONDOSA ..ottt 18



2.2.1 Présentation des souches bactériennes utilisées pour les analyses ...20
2.2.2 Préparation des souches bactériennes pour les analyses................... 22
2.2.3 Préparation des milieux de culture et des solutions..............c.cceeu.... 24
2.2.4 Préparation des traitementsS.........coccovieieiiiiine e 24
2.2.5 Préparation des miCroplaqUeS ..........ccocvveivereiiieieese e 25
2.2.6 Mesure de croissance DaCtérienne...........ccocvvvervrenieiene e 26

2.3  EFFETS ANTIADHESIFS DES EXTRAITS RICHES EN SAPONINES DE
C. FRONDOSA ...ttt e et e e et e e e ba e e e be e e annaeeanes 27
2.3.1 Préparation des SOIULIONS .........cccccveriiiieiiece e 28
2.3.2 Préparation des revétements antiadh€sifs ............cccccecviriiiiiniinennns 28
2.3.3 Préparation des souches bactériennes ...........ccccocvvevevievvevecieceenne 29
2.3.4 Détermination de la durée d’incubation............ccceevveeevieeiiieeiiinens 30
2.35 Préparation de 1a microplaque ...........ccccooeireneiinieneneieseneeesie s 31

2.4  EXTRACTION ET TRAITEMENTS DES DONNEES...........cccccoovnininnnne. 34
3. RESULTATS .ottt 35
3.1 LES EXTRAITS DE COPRODUITS DE C. FRONDOSA.........cccceevvveeie 35
3.2 POTENTIEL ANTIBACTERIEN DES EXTRAITS RICHES EN
SAPONINES DE COPRODUITS DE C. FRONDOSA .......coooiiiiiinieienieeieseeeeeens 36
321 Analyses du potentiel antibactérien des saponines commerciales....36
3.2.2 Analyses du potentiel antibactérien des extraits bruts riches en

saponines de coproduits de concombres de Mer.........ccoccvveveeernieieese e 38
3.2.3 Analyses du potentiel antibactérien des extraits dialyses riches en
saponines de coproduits de concombres de Mer..........ccccoeveveeveicie v v 42

3.3  POTENTIEL ANTIADHESIF DES EXTRAITS RICHES EN SAPONINES
DE COPRODUITS DE C. FRONDOSA ...ttt e e 44
4, DISCUSSION ...ttt 46
5. CONCLUSION ...ttt 55
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ........cooveveieeeceeseieeeee s 57

Xi



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 : Conditions de culture par souche bactérienne............cccocevveeviiie v, 23

Tableau 2: Composition globale des extraits riches en saponines bruts de coproduits
de C. frondosa (EDG: Equivalents dioSgENINe) .........ccccevvveveereesveseerieseese e 35

Tableau 3: Constituants SPECITIQUES ........ccveiieeieiie i 35



Figure 1:
Figure 2:

Figure 3:
Figure 4:
Figure 5:

Figure 6:

Figure 7:

Figure 8:

Figure 9:

LISTE DES FIGURES

Anatomie externe du Cucumaria frondosa (Image par E. A. Lazo-Wasem)......

Représentation des zones de péche aux concombres de mer dans le Saint-
Laurent (zones délimitées dans le rapport du Ministére des Péches et Océans

Canada (MPO 2017)) .o.veeeieieiieeieeieeee et
Etapes de la formation d'un biofilm bactérien (Funke et al. 2016) .....................

Cinétique bactérienne (1: temps de latence; 2: phase de croissance)..................

Plan de plaque pour les analyses d'effet antibactérien des extraits riches en

saponines de coproduits de C. frondOSa..........ccevveerierierieeriereseese e

Plan de plaque des tests de la meilleure période d'incubation pour la formation

du biofilm bactérien (8 réplicas par teSt).........cccvveiieieiieerr e

Plan de plaque des analyses de la formation de biofilm bactérien en présence
de I’enduit MKI100 et des différentes concentrations de traitements

antiadhésifs (8 réplicas par teSt) ........ccvcveiieiicie e

Evolution de la densité optique (DO) en fonction du temps de la culture
bactérienne effectuée avec les souches marines S. colwelliana, V. splendidus,
P. haloplanktis, P. kocurii et R. denitrificans, en présence de 5 concentrations
de saponines commerciales, et incubée pendant 24h. Les résultats sont
représentés sous forme de moyennes et écarts-types, le temps de culture des
bactéries est représenté en abscisse, et les valeurs de densités optiques
correspondant a I’évolution de la croissance des bactéries sont représentées
en ordonnée. La courbe en rouge étant la courbe du contréle positif, et les
dégradés de couleur verte représentent les courbes des analyses avec les 5

CONCENLrAtioNS e SAPONINES. ......oiviviriiriieiieieie sttt

Evolution de la densité optique (DO) en fonction du temps de la culture
bactérienne effectuée avec les souches d’intérét agroalimentaires V.
alginolyticus, L. innocua, K. rhizophilla, E. coli et, en présence de 5
concentrations d’extraits bruts et incubées pendant 24h. Les résultats sont
représentés sous forme de moyennes et écarts-types, le temps de culture des
bactéries est représenté en abscisse, et les valeurs de densités optiques
correspondant a I’évolution de la croissance des bactéries sont représentées
en ordonnée. La courbe en rouge étant la courbe du contréle positif, et les

.37


file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958276
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958277
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958277
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958277
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958278
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958279
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958280
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958280
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958281
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958281
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958282
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958282
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958282
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958283
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958283
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958283
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958283
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958283
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958283
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958283
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958283
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958283
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958283
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958284
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958284
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958284
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958284
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958284
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958284
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958284
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958284

dégrades de couleur verte représentent les courbes des analyses avec les 5
concentrations d’eXtraitsS BIULS. ........ccueeeiiiiiiiee i 39

Figure 10: Evolution de la densité optique (DO) en fonction du temps de la culture
bactérienne effectuée avec les souches marines S. colwelliana, V. splendidus,
P. haloplanktis, P. kocurii et R. denitrificans et, en présence de 5
concentrations d’extraits bruts et incubées pendant 24h. Les résultats sont
représentés sous forme de moyennes et écarts-types, le temps de culture des
bactéries est représenté en abscisse, et les valeurs de densités optiques
correspondant a I’évolution de la croissance des bactéries sont représentées
en ordonnée. La courbe en rouge étant la courbe du contréle positif, et les
dégradés de couleur verte représentent les courbes des analyses avec les 5
CONCENErations d’eXtraits DIULS. .....eieerierierieiieeie e e e e see e see e ens 41

Figure 11: Evolution de la densité optique (DO) en fonction du temps de la culture
bactérienne effectuée avec les souches marines V. splendidus, P.
haloplanktis, R. denitrificans et S. colwelliana, en présence de 5
concentrations d’extraits dialysées riches en saponines, et incubée pendant
24h. Les résultats sont représentés sous forme de moyennes et écarts-types,
le temps de culture des bactéries est représenté en abscisse, et les valeurs des
densités optiques correspondant a 1’évolution de la croissance des bactéries
sont représentées en ordonnée. La courbe en rouge étant la courbe du contrdle
positif, et les dégradés de couleur brun représentent les courbes des analyses
avec les 5 concentrations d’EXIIAILS. ..ueiuveeiureeiiieeeiieeesree e e e sre e sre e niee e ereeesneas 43

Figure 12: Pourcentages de réduction de I’adhésion des souches marines V. splendidus,
P. haloplanktis, R. denitrificans et S. colwelliana, Planococcus kocurii en
fonction des concentrations en antiadhésifs. Les histogrammes bruns
représentent les analyses effectuées avec les extraits bruts, les histogrammes
bleus représentent les analyses effectuées avec les extraits dialyses et les
histogrammes verts représentent les analyses effectuées avec les saponines
commerciales. Les concentrations en antiadhésifs sont représentées en
abscisse, et les valeurs des pourcentages de réduction de 1’adhésion sont
représentées en ordonnée. Les analyses effectuées avec la concentration 0
mg.mL? représentent les controles positifs (analyses en absence
A’ antiadeSIfs).......vviiieiie 45

Xiv


file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958284
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958284
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958285
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958285
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958285
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958285
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958285
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958285
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958285
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958285
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958285
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958285
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958286
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958286
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958286
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958286
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958286
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958286
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958286
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958286
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958286
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958286
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958287
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958287
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958287
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958287
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958287
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958287
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958287
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958287
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958287
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958287
file:///C:/Users/Admin/Desktop/Dépôt%20final%20Ka/vita/Memoire%20de%20maîtrise%20Carole%20Zafimihary.docx%23_Toc98958287

1. INTRODUCTION GENERALE

Depuis plus d’un siécle, les concombres de mer font 1’objet d’une péche commerciale
qui s’est rapidement développée au cours des deux derniéres décennies, a la demande des
pays asiatiques (Conand 2001; Conand 2004) . lls sont transformés en produit sec appelé Hai
Shen, trépang ou béche de mer et sont exportés principalement vers la Chine orientale et vers
tous les «China Town » des grandes villes du monde pour des fins alimentaires et

médicinales.

La majorité de la production mondiale provient des pays tropicaux, mais il existe
également un marché en Amérique du nord tel qu’au Maine et dans trois provinces maritimes
du Canada (Conand 2004; Conand 2017). L’exploitation du concombre de mer sur la cote est
de I’Amérique du Nord a débuté dans les années 1970 (Bradshaw et al. 1991; Sutterlin and
Waddy 1975) ; les captures sont représentées exclusivement par 1’espéce de concombre de
mer Cucumaria frondosa (Toral-Granda et al. 2008). Au Québec, la péche au concombre de
mer a débuté en 2008 et elle est toujours a la phase exploratoire. L’ entreprise québécoise
« Poissonnerie de Cloridorme » (Cloridorme, Québec, Canada) (partenaire de ce projet), a
commencé 1’exploitation du concombre de mer « C. frondosa » depuis 2012 ; 680 tonnes ont
été transformeées en 2014 (Bryl et al. 2015).

L’exploitation des concombres de mer génére une quantité considérable de coproduits
a éliminer (environ 60 % de coproduits par rapport au poids frais) (Cui et al. 2007). Au
Canada, les coproduits de péches sont généralement éliminés par compostage ou entreposés
dans des sites d’enfouissement réglementaire, mais I’enfouissement des coproduits
organiques putrescibles sera interdit a partir de 2022, selon la stratégie ministérielle de
développement durable 2020-2023 (un moratoire mis en vigueur par le gouvernement du
Canada). Les entreprises comme « Poissonnerie de Cloridorme » sont donc actuellement a la

recherche de nouveaux moyens de valorisation de leurs coproduits de péche pour trouver une



alternative a 1’enfouissement et pour rajouter une plus-value a leurs produits, d’ou la

participation de cette entreprise a ce projet de maitrise.

En dehors de la consommation, les concombres de mer représentent un potentiel
considérable pour la recherche de nouvelles substances intéressantes dans le milieu des
biotechnologies. Des recherches scientifiques ont confirmé la présence d’agents
antimicrobiens et antiadhésifs & base de saponines et d’enzymes dans les concombres de mer,
plus précisément dans le systéme digestif et son contenu, dans le systeme aquifére, dans le
systéme nerveux et dans le liquide coelomique (De Marco et al. 2017; Gianasi et al. 2017b;
Jin et al. 2009). Ces saponines sont plus concentrées dans le tégument des concombres de
mer, mais elles sont également présentes dans les autres parties du corps qui sont rejetées en
tant que coproduits, lors de la transformation des concombres de mer en denrées
consommables (tentacules, systéeme digestif, contenu du tractus digestif, gonades, appareil

respiratoire).

Les coproduits de concombres de mer représentent alors un potentiel considérable pour
la recherche de nouveaux antimicrobiens naturels. Dans ce contexte, I’entreprise québécoise
« Les Enduits Mirapakon » a collaboré a ce projet de maitrise dans le but de trouver un
nouveau composant antimicrobien a partir des coproduits de concombres de mer. Cette
entreprise produit des peintures antisalissures sans biocides pour les bateaux et pour les
équipements immergés en milieu marin ; et leurs équipes continuent a chercher de nouvelles
substances naturelles efficaces pour introduire dans la composition de ces peintures. Le
centre intégré de recherche industrielle « Merinov » a également collaboré a ce projet, dans
le but de tester I’efficacité des substances antimicrobiennes issues des coproduits de
concombres de mer, pour des applications dans le domaine agroalimentaire. L utilisation des
coproduits de concombre de mer comme source de composés antimicrobiens serait alors un
moyen de lutte contre la colonisation bactérienne dans le domaine agroalimentaire et dans le
domaine marin, ainsi qu’une potentielle source de valorisation de cette biomasse qui est

éliminée en tant que déchet pour les entreprises de péche.



Ce projet de maitrise a donc comme objectif principal d’évaluer le potentiel
antimicrobien provenant d’extraits de coproduits de C. frondosa pour des applications
industrielles dans le domaine agroalimentaire et dans le domaine de la réduction du
biofouling. Le projet a été realisé sous la supervision de Karine Lemarchand, professeure
en bactériologie marine et en écotoxicologie microbienne a I’Institut des Sciences de la Mer
(ISMER); en collaboration avec les équipes de Laurent Girault, chercheur industriel a
Merinov (Centre d'Innovation de lI'aquaculture et des péches du Québec) ; et la compagnie

« Les Enduits Mirapakon Inc. ».

Le premier objectif spécifique est d’évaluer I’effet antimicrobien d’extraits riches en
saponines de coproduits de C. frondosa sur des bactéries d’intérét agroalimentaire et sur des
bactéries marines, afin de documenter le potentiel antimicrobien de ces extraits pour une
utilisation dans le domaine agroalimentaire et dans la lutte contre le biofouling dans le
domaine du transport maritime. Le deuxiéme objectif spécifique est d’évaluer I’effet
antiadhésif des extraits sur des cultures pures de bactéries marines, dans le but de recueillir
un patron d’effets antiadhésifs pour utilisation dans la lutte contre le biofouling dans le

domaine du transport maritime.

1.1 GENERALITES SUR LES CONCOMBRES DE MER

Les holothuries connues dans le monde occidental sous le nom de concombres de mer
sont des animaux comestibles trés appréciés en Chine, en Corée, au Japon, en Malaisie, en
Indonésie et en Russie. Depuis plus d’un siécle, les concombres de mer font 1’objet d’une
péche commerciale qui s’est rapidement développée au cours de ces deux décennies, a la
demande des pays asiatiques (Conand 2001; Conand 2004) . Plus de 1500 especes sont
connues et une centaine sont exploitées pour la consommation et pour la médecine
traditionnelle chinoise. Les espéces d holothuries comestibles posseédent des caractéristiques
communes, telles que la basse teneur en matieres grasses et de cholestérol, mais une teneur

élevée en protéines (Wen et al. 2010).



Les concombres de mer ont été longtemps utilisés comme produits comestibles, mais
I’intérét pour ces invertébrés dans le domaine de la biotechnologie a été attesté des le
XlVe siecle, avec la médecine traditionnelle chinoise et ensuite avec la découverte des
substances pharmacodynamiques, antifongiques et antitumorales. Plusieurs molécules issues
du concombre de mer ont fait 1’objet de nombreuses recherches scientifiques durant ces
dernieres décennies ; et ces molécules présentent des spécificités liées a I’espece de

concombre de mer et leur milieu de vie.

1.1.1  Caractéristiques des concombres de mer

Les concombres de mer sont des animaux cylindriques généralement de couleur brun,
ils appartiennent a 1’embranchement des échinodermes et a la classe des holothuridae. Le
nom échinoderme vient de deux termes grecs: echinos (épineux) et derma (peau) se référant
aux structures calcaires épineuses sur leur peau, et le terme holothurie vient du mot Grec
«Thurios » qui signifie impudique (Ludwig 1889-1892). L’embranchement des
échinodermes est exclusivement marin et constitue 1’une des phyla les mieux caractérisées
du régne animal (Samyn et al. 2006). La classe des holothuries comporte six ordres, tels que,
les Dendrochirotida, les Elasipodida, les Molpadida, les Persiculida, les Synallactida et les
Holothuriida qui sont également appelés Aspidochirotida (holothuries ayant des organes
arborescents) (Ludwig 1891; Worms 2020). Cette classe est la derniére classe qui s’est
différentiée, les premiers fossiles remontent a 1’Ordovicien inférieur (450-500 millions

d’années) (Gilliland 1993; Reich 1999; Reich 2001).

Les holothuries ont une taille tres variable, allant de quelques millimeétres a plus de
3m; leurs corps présentent une symeétrie pentaradiale avec une symétrie bilatérale
secondaire (figure 1), il existe une face dorsale (bivium) et une face ventrale (trivium) qui est
couverte de nombreux pieds ambulacraires (podia) munis de ventouses aux extrémités pour
permettre a I’animal de se fixer et de se déplacer sur le substrat (Samyn et al. 2006). Les

holothuries sont morphologiquement molles a cause de leur squelette qui n’est constitué que



de plaques de calcaires microscopiques (spicules) isolées et disperseées dans la couche
dermique de leur peau et dans leurs tissus (Samyn et al. 2006). Le maintien est en grande
partie assuré par la présence dans la paroi d’un type particulier de collagene, dont la rigidité
est commandée par influx nerveux. Gréce a ce composant, il est possible pour les
échinodermes de ramollir ou durcir leur corps a divers degrés et de maintenir des positions
contractées sans effort musculaire. La partie intérieure du corps des holothuries est
constituee par un liquide ccelomique ou baigne le tube digestif, le systéme respiratoire et les
gonades. Le tube digestifrelie I’anus (sur la partie postérieure) et la bouche (partie antérieure)
qui est entourée d’une couronne de 10 a 30 tentacules de tailles égales servant a ingeérer les
particules alimentaires (Samyn et al. 2006) ; la morphologie de ces tentacules varie en

fonction de la systématique des ordres au sein de la classe (Bruckner 2006).

Bivium = face dorsale

Bouche entourée
de tentacules

Pieds tubulaires

Trivium = face ventrale

Figure 1. Anatomie externe du Cucumaria frondosa (Image par E. A. Lazo-Wasem)



1.1.2  Biologie des concombres de mer

Peu d’informations sont publiées sur la biologie de la population des concombres de
mer, par rapport aux autres ressources marines vivantes. Les concombres de mer sont
présents dans toutes les régions de I'océan, de la zone intertidale & I'océan profond et du
polaire au tropical. Ils sont répartis selon le climat, la plupart des especes se trouvent dans
les régions tropicales, mais il existe également des espéces d’eaux froides (Conand 1989).
Ces animaux ne partagent pas les mémes caractéristiques et traits. Leurs caractéristiques
écologiques différent d’une espéce a 1’autre (Bruckner 2006), ils se trouvent dans de
nombreux biotopes marins, et sont connus comme étant les détritivores les plus importants

des faunes récifales (Samyn et al. 2006).

Presque tous les concombres de mer sont benthiques, certains sont sédentaires (vivant
fixés sur ou dans le substrat) et la plupart sont vagiles (capables de se déplacer lentement sur
le fond, a une vitesse comprise entre 5 et 50 cm/h) (Conand et al. 2016). Les sexes sont
toujours séparés, seules quelques espéces sont hermaphrodites (morphologiquement male et
femelle) ; les gonades forment de petites touffes situées dans la partie antérieure de I'animal.
Les concombres de mer sont tous ovipares, la fécondation est sexuée et externe (les gamétes
sont relargués dans 1’eau ou a lieu la fécondation), et le développement larvaire est indirect
(présence d'un stade larvaire) (Conand et al. 2016). Il existe également de nombreuses
especes de concombres de mer (comme Holothuria atra ou Stichopus chloronotus) qui sont
capables d'une reproduction asexuée par scission, c’est-a-dire, un rétrécissement apparait
progressivement chez I'animal, qui va par la suite se couper en deux parties ; la plaie se
referme et chaque partie régénere ensuite un individu complet en deux a six mois (Conand et
al. 2016).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Benthique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ovipare
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gam%C3%A8te
https://fr.wikipedia.org/wiki/Holothuria_atra
https://fr.wikipedia.org/wiki/Stichopus_chloronotus
https://fr.wikipedia.org/wiki/Reproduction_asexu%C3%A9e

1.1.3  L’espece de concombre de mer Cucumaria frondosa

Dans ce projet, les attentions sont portées particulierement sur 1’espéce de concombre
de mer Cucumaria frondosa. Cette espéce est généralement de couleur brune, elle possede
dix tentacules buccaux orangés, ainsi que cing rangées de pieds ambulacraires (Desrosiers et
al. 1989; Gosner 2014; Hyman 1955). Cette espéce vit dans les eaux tempérées, elle est
principalement retrouvée dans les zones nordiques telles que le nord de 1’Europe, le nord de
la Russie, le nord de I’Amérique, et dans 1’ Arctique (Gosner 2014; Gudimova et al. 2004;
Hyman 1955; Jordan 1972). Le C.frondosa se retrouve jusqu’a 300 m de profondeur et plus
(Soetal. 2011), elle est présente dans le golfe et I’estuaire du Saint-Laurent et a Terre-Neuve,
de I’estran jusqu’a 30 m de profondeur (Hamel and Mercier 1996b; Jordan 1972). Au
Nouveau-Brunswick, C. frondosa se retrouve entre 5 a 8 m de profondeur ; et au Québec,
cette espéce est capturée dans les eaux cotieres de 1’estuaire et du golfe du Saint-Laurent
jusqu’a 36 m de profondeur ; les zones de péche sont représentées sur la figure 2 (MPO 2014;
Singh et al. 1999).
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Figure 2: Représentation des zones de péche aux concombres de mer
dans le Saint-Laurent (zones délimitées dans le rapport du Ministére
des Péches et Océans Canada (MPO 2017))



C. frondosa préféere un environnement marin ou il y a des courants modérés a forts, elle
vit en groupe sur les substrats durs, mais elle peut également étre retrouvée sur du gravier, la
boue ou le sable du fond marin (Feindel 2002; Gosner 2014; Singh et al. 1999). Les
prédateurs de C. frondosa sont généralement les étoiles de mer Solaster endeca et Asteria
vulgaris mais 1’oursin vert Strongylocentrotus droebachiensis représente aussi une menace
pour les juvéniles de taille inférieure a 25 mm (Hamel and Mercier 1996a; Jordan 1972; So
et al. 2010). Les adultes de C. frondosa sont également consommeées par le phoque barbu, le
loup de mer et le morse (Gianasi et al. 2021; Nunavut 2012). C. frondosa a une durée de vie
allant jusqu’a 10 ans (Hamel and Mercier 1996b). Elle effectue une reproduction asexuée et
une fécondation externe et la saison de ponte varie généralement de mars a juillet ; au
Québec, la ponte a lieu a mi-juin (Hamel and Mercier 1996b; Mercier and Hamel 2009).
Dans ’estuaire du Saint-Laurent, le stade larvaire dure environ 48 jours, la maturité sexuelle
commence a étre atteinte a des tailles de 80 a 102 mm, a un &ge de 33 mois (Falk-Petersen
1982; Hamel and Mercier 1996b). Cette espéce peut atteindre une taille maximale de 35 cm ;
a 50 cm ; (Desrosiers et al. 1989; Gianasi et al. 2021; Gosner 2014; Hamel and Mercier
1996b) le poids corporel est variable, en fonction de la quantité d'eau retenue dans les cavités
corporelles (dans I'arbre respiratoire, la vésicule polienne et d'autres sections du systéeme
hydrovasculaire), mais en général les adultes de C. frondosa pésent entre 100 et 1 000 g
(Gianasi et al. 2021).

1.2 L’EXPLOITATION DES CONCOMBRES DE MER

La capture mondiale des concombres de mer se situait autour de 31000 tonnes en 2015,
48000 tonnes en 2018 et la demande est toujours en augmentation (Bodiguel and Ward 2014;
FAO 2020). La majorité de la production mondiale provient des pays tropicaux, dont le
Pacifique Centre-Ouest avec 6675 tonnes par année (t.p.a.) et I'Océan Indien occidental avec
4179 t.p.a. ; mais il existe également un marché dans les pays nordiques tels que sur la cote
est de I’Amérique du Nord, le Maine et trois provinces maritimes du Canada (Conand 2004;
Conand 2017).



L’exploitation du concombre de mer sur la cote est de I’Amérique du Nord a débuté
dans les années 1970 (Bradshaw et al. 1991; Sutterlin and Waddy 1975) ; les captures sont
représentées exclusivement par 1’espéce de concombre de mer Cucumaria frondosa (Toral-
Granda et al. 2008). Une péche industrielle avec des engins de capture mobiles a été
développée au Maine avec des captures passant de 860 tonnes en 1995 a 4600 tonnes en 2003
(Campagna et al. 2005; Chenoweth and McGowan 1995). Au Canada, les débarquements ont
été estimés a 4516 tonnes en 2008 et a 11450 tonnes en 2019 (Hossain et al. 2020; MPO
2019; Toral-Granda et al. 2008). L’exploitation du concombre de mer a commencé au
Nouveau-Brunswick et en Nouvelle-Ecosse. Au Nouveau-Brunswick, la péche
expérimentale a débuté en 1999 dans 1’ouest de la baie de Fundy, plus précisément, dans la
baie de Passamaquoddy (MPO 2009; Rowe et al. 2009). En Nouvelle-Ecosse, la péche
expérimentale a débuté au sud de la province en 2000 puis s’est étendue au plateau néo-
écossais en 2004 (MPO 1996; MPO 2005). La province de Terre-Neuve-Labrador a ensuite
commencé une péche au C. frondosa sur le banc de Saint-Pierre, en 2003 (MPO 2009).

Au Québec, la péche au concombre de mer est toujours au stade exploratoire, elle a
débuté en 2008 sur la rive nord de la Gaspésie et sur la Cote-Nord. La récolte est abondante
entre Matane et Cap-Gaspé, principalement dans les secteurs de Les Méchins, Mont-Louis et
Petite-Vallée (Campagna et al. 2005). Les débarquements ont totalisé 1 037 t en 2016, dont
49 % provenaient de la rive nord de la Gaspésie et 51 % provenaient de la Moyenne-Céte-
Nord (en Minganie) (MPO 2017). La moyenne des débarquements annuels de concombre de
mer était de 1085.7 t de 2017 a 2020 dont 57,4 % provenaient de la rive nord de la Gaspésie
et 42,6 % provenaient de la Cote-Nord (MPO 2021).

Les débarquements ont presque doublé dans 1’est du Canada entre 2006 et 2011, mais
la qualité du traitement des concombres de mer lors de la transformation compte également
pour rehausser le prix du produit. La demande internationale en concombre de mer est trés
élevée contrairement au potentiel de débouchés locaux ; par conséquent, les pécheurs et
exportateurs doivent s’adapter a la demande du marché asiatique et développer d’importants

contacts d’affaires (Dallaire et al. 2013).



1.3 POTENTIEL BIOTECHNOLOGIQUE DES CONCOMBRES DE MER

L’exploitation des concombres de mer génére une quantité considérable de coproduits
a éliminer (environ 60 % de coproduits par rapport au poids frais) (Cui et al. 2007).
Actuellement, ces coproduits sont compostés ou entreposés dans des sites d’enfouissements
réglementaires ; mais a partir de 2022, I’enfouissement des matiéres organiques putrescibles
sera interdit selon la stratégie ministérielle de développement durable 2020-2023, qui est un
moratoire mis en vigueur par le gouvernement du Canada. En raison de ces pertes et des codts
associés a I'élimination réglementaire de ces coproduits de la péche, la voie de la valorisation
est considérée pour accroitre la valeur ajoutée des pécheries, mais également pour réduire les
effets polluants qui résultent de la production de déchets (Arvanitoyannis and Kassaveti
2008; Islam et al. 2004). Cette voie s’inscrit dans I’approche des biotechnologies marines,
qui visent a valoriser le potentiel offert par la biodiversité des océans a travers de nombreuses
applications (pharmaceutiques, alimentaires, cosmétiques, environnementales, etc). Au
Québec, I’entreprise Poissonnerie de Cloridorme inc. (Cloridorme, Québec), partenaire de ce
projet de recherche, a commencé a exploiter le concombre de mer en 2012, plus
particuliérement l'espéce « Cucumaria frondosa », pour diversifier son marché. Des 2013,
400 tonnes ont été transformées pour augmenter a 680 tonnes en 2014 et I’augmentation se
poursuit (Bryl et al. 2015). Afin de rentabiliser cette exploitation, il est aujourd'hui nécessaire
de valoriser les coproduits perdus, d’ou la participation de cette entreprise au présent projet

de recherche.

De nombreux chercheurs considérent les invertébrés marins comme des sources
beaucoup plus importantes de nouveaux agents antitumoraux, antiviraux et anti-
inflammatoires que tout autre groupe d'especes terrestres (Molinski et al. 2009) ; environ
27000 composés chimiques différents ont actuellement été isolés a partir d'espéces marines
(Altmann 2017). Le commerce du C. frondosa a longtemps été limité a des fins alimentaires
et culturelles pour les pays asiatiques comme la Chine, le Japon et les « China Town » dans
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les pays occidentaux ; mais, la découverte et la mise au point de nouveaux agents
nutraceutiques et pharmaceutiques immunostimulants provenant de cette espece de
concombre de mer font actucllement 1’objet de nombreuses recherches et d’intéréts

commerciaux.

Les recherches de composés bioactifs dans le C. frondosa sont surtout axées sur les
peptides contenus dans la paroi musculaire de 1’animal ; mais de plus en plus de chercheurs
s’intéressent sur les autres parties du corps de 1’animal pour démontrer la présence d’autres
composés bioactifs. Une étude effectuée avec le C. frondosa a révélé la présence de composes
bioactifs avec une activité pharmacologique expérimentale confirmée, ces composés sont
respectivement : la chondroitine sulfate fucosylée ; les triterpene glycosides (frondosides A,
Al, A6, 24-déhydrofrondoside A6) ; les cérébrosides et les phospholipides (Khotimchenko
2018). Les triterpenes glycosides du C. frondosa ont une activité anticancéreuse et
antimicrobienne, ils présentent des effets cytotoxiques contre diverses cellules tumorales ; et
peuvent induire l'apoptose des cellules leucémiques de maniére caspase-dépendante ou
indépendante, selon la structure de I'espece de concombre de mer (Jin et al. 2009).

Dans le cadre de ce projet, les composés étudiés sont les saponines (frondosides A)
issues des extraits de coproduits de C. frondosa. Les coproduits de C. frondosa sont
principalement constitués des organes internes, des tentacules, des gonades, des ceufs, des
parties du tégument, de 1’appareil respiratoire et du liquide ceelomique. Cette biomasse est
reconnue dans la littérature comme une source intéressante de molécules bioactives pour le
secteur des biotechnologies et plusieurs études ont été menées sur la valorisation des
concombres de mer en termes de source de molécules présentant des activités antifongiques,
antioxydants et antimicrobiens (Guerard et al. 2007; Kristinsson and Rasco 2000). Haug et
al. (2002) ont demontré les activités antimicrobiennes en raison de la présence de plusieurs
enzymes cruciales dans des extraits de C. frondosa. Il a été rapporté que les ceufs de
C. frondosa présentaient des propriétés antimicrobiennes nettement supérieures a celles des
extraits de la paroi corporelle de 1’animal (Haug et al. 2002). Un peptide antimicrobien a

également ét¢ identifié¢ dans le fluide ceelomique du C. frondosa, présentant une large gamme
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d’activité antimicrobienne contre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives. Les
organes internes du C. frondosa, particulierement les gonades ont également une riche source
d'acides gras saturés et ces composants sont actuellement reconnus dans la littérature en tant
qu’antiadhésifs naturels (De Marco et al. 2017; Gianasi et al. 2017a; Mamelona et al. 2010).
Plusieurs recherches ont démontr¢ la présence de peptides, d’acides gras saturés et d’enzymes
antimicrobiens et antiadhésifs dans les organes internes du C. frondosa, mais dans ce projet,
les composes etudiés sont les saponines de coproduits de concombre de mer, afin de comparer
les effets antibactériens des saponines commerciales, extraits bruts et extraits dialysés et
d’évaluer leur potentiel en tant qu’antimicrobiens naturels, pour une application dans la lutte

contre la colonisation bactérienne.

1.4 INTERETS DES CONCOMBRES DE MER DANS LE DOMAINE DE LA MICROBIOLOGIE

Les concombres de mer ont un intérét commercial et biotechnologique. Bien que cela
soit récent, de plus en plus de recherches sont faites sur les propriétés antibactériennes des
concombres de mer C. frondosa. Les concombres de mer sont des organismes trés peu
mobiles ou sessiles, n’ayant pas de systémes de défense bien développés, ils sécrétent des
toxines sur leurs parois corporelles pour se protéger des prédateurs (Conand 2004). Ces
substances contenues dans les concombres de mer présentent des propriétés antibactériennes,
antifongiques et antivirales et elles comprennent des peptides et des saponines complexes
permettant a I’animal de se protéger contre la colonisation des microorganismes parasites ou
pour immobiliser leurs prédateurs (Hossain et al. 2020). Ces toxines sont différentes pour
chaque espéce de concombre de mer, ce qui rend ces invertébres trés intéressants au point de

vue de la diversité en substances bioactives (Tripoteau 2015).
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141  Propriétés antibactériennes des extraits des concombres de mer

Les bactéries Vibrio sp, plus précisement les Vibrio harveyi et Vibrio alginolyticus sont
les principaux parasites des concombres de mer. Ces agents pathogenes causent une
ulcération cutanée sur leur paroi corporelle pouvant provoquer la mort des individus. Les
bactéries créent des galles a la surface de 1’épiderme, percent 1’arbre respiratoire ou creusent
dans la paroi corporelle jusqu’au ccelome, une zone de 1’épiderme atteinte est totalement
détruite exposant les fibres de collagene et les osselets au milieu extérieur (Eeckhaut et al.
2003).

La survie des concombres de mer dépend des mécanismes antimicrobiens ; pour se
protéger contre les infections, ils sécrétent des toxines antimicrobiennes. Ces substances sont
produites dans le muscle, dans les parois corporelles et cutanées, elles sont différentes selon
les espéces de concombres de mer. Pour ’espéce C. frondosa, de nombreuses études ont été
effectuées et ont prouveé 1’existence de substances bioactives (principalement des saponines)
qui agissent sur les bactéries pathogénes en les éliminant (effet bactéricide), en arrétant leur
croissance (effet bactériostatique) ou en leur empéchant d’envahir les parois cutanées (effet

antiadhésif) (Haug et al. 2002).

Des activités antibactériennes contre plusieurs espéces de bactéries Gram-positives et
Gram-négatives ont également été détectées dans le fluide ceelomique du C. frondosa (In
Beauregard et al. 2001). Un complexe de phospholipides enrichis en acide
eicosapentaénoique (EPA-PL) contenu dans les triterpénes glycosides présente également
des propriétés antibactériennes et antifongiques, réduisant les dommages oxydatifs dans la
lignée cellulaire PC12 de phéochromocytome surrénal du rat, induits par le peroxyde
d'’hydrogéne (H20.) et le tert-butylhydroperoxyde (t-BHP) ; le prétraitement des cellules
PC12 avec du EPA-PL a réduit les dommages et a augmenté le taux de survie de maniere
proportionnelle a la dose administrée (Wu et al. 2013). Les activités antibactériennes des
extraits du C. frondosa sur les bactéries marines sont trés peu connues et ce projet figure

parmi les premiers qui traitent ce sujet.
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1.4.2  Propriétés antiadhésives des extraits de concombres de mer

En milieu naturel, de nombreux microorganismes vivent attachés a des substrats et
forment des biostructures complexes appelées biofilms ; ces microorganismes colonisent des
surfaces et renforcent leur structure de défense et de survie a 1’aide de ces biostructures
(Funke et al. 2016). Le biofilm est un regroupement complexe de microorganismes qui vivent
agglomérés les uns aux autres et fixés a une surface solide en contact avec 1’eau ; il est
composé de microorganismes constitués de plusieurs especes fonctionnant de maniére
coordonnée (Funke et al. 2016). Les bactéries formant un biofilm organisent leurs activités
et forment des regroupements grace a la signalisation chimique entre les cellules afin d’avoir
acces a des réserves communes de nutriments et se protéger de la dessiccation, des
antibiotiques et du systeme immunitaire de leur héte (Funke et al. 2016). La figure 3 ci-apres

illustre les différentes étapes de la formation d’un biofilm.
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Figure 3: Etapes de la formation d'un biofilm bactérien (Funke et al. 2016)

L’adhésion correspond a la fixation des bactéries planctoniques (premiers

colonisateurs) sur une surface recouverte de matiére organique. La croissance en surface est
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la multiplication des microorganismes et la production d’une matrice extracellulaire,
composée d’eau, de déchets métaboliques et de différents polymeres (protéines, ADN et des
polysaccharides) produits par les micro-organismes ou par leur hote ; cette matrice sert
d’élément nutritif ou de protection. Les microorganismes produisent également des
molécules de signalisation chimique appelées auto-inducteurs qui participent a la détection
du quorum ; la quantité d’auto-inducteurs augmentent avec la densité microbienne, ces
molécules attirent de nouveaux microorganismes. Lors de 1’étape de la maturation, le biofilm
s’épaissit grace a I’arrivée de nouveaux venus et a la multiplication de ceux déja présents

(Funke et al. 2016).

Des canaux se forment dans la matrice afin de permettre la circulation des substances
nutritives et pour éviter que les microorganismes se trouvant dans la partie inférieure de la
matrice soient coupés des nutriments et baignent dans les déchets toxiques. Les différents
microorganismes a 1’intérieur du biofilm ont des rdles spécifiques et interagissent entre eux
(les déchets des uns peuvent devenir une source d’énergie pour d’autres). La dispersion
correspond au détachement de quelques microorganismes ou des fragments du biofilm, ces
microorganismes reprennent leur forme planctonique et peuvent s’implanter ailleurs et

former a nouveau un biofilm (Funke et al. 2016).

Les biofilms bactériens sont responsables de réactions inflammatoires et d’ulcérations
cutanées chez les concombres de mer. Pour se protéger, les concombres de mer sécrétent un
mucus épais recouvrant tout son corps ; cette sécrétion est principalement composée de
protéines, de saponines et d’enzymes bactéricides, naturellement synthétisés par les
concombres de mer afin d’éviter la formation des biofilms bactériens en éradiquant les
microorganismes pathogénes lors de 1’adhésion ou en solubilisant la matrice extracellulaire

gréce a la rupture des liaisons chimiques entre les polysaccharides (Funke et al. 2016).

L’encrassement des coques des bateaux est provoqué par des bactéries formatrices de
biofilms, elles colonisent les surfaces en contact avec 1’eau et forment des structures qui
peuvent évoluer jusqu’a atteindre un volume considérable et difficile a éliminer (Roux and

Ghigo 2006). Ceci est une source de probléme pour les compagnies de transport du fait que
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les bateaux encrassés sollicitent plus de carburant et leur nettoyage nécessite un grand budget
(Quiniou and Compeére 2021). Pour lutter contre I’encrassement, les compagnies de transport
maritime utilisent des peintures antisalissures pour réduire, voire empécher la colonisation
des organismes marins sur les coques de bateaux. Dans le domaine de la transformation
agroalimentaire, les surfaces de manipulation ne sont pas toutes atteignables lors de la
désinfection. Certains endroits peuvent étre tapissés et colonisés par des bactéries
susceptibles d’étre responsables de contaminations (Sylla 2011). Ces bactéries peuvent étre
facilement éliminées lors des premiers stades de formation des biofilms bactériens en
utilisant des produits antibactériens ; il est également possible d’empécher la formation des

biofilms bactériens, en utilisant des produits antiadhésifs.

Les moyens de lutte actuels contre ces bactéries impliquent 1’utilisation de substances
chimiques biocides pouvant étre dangereuses pour d’autres organismes, c¢’est d’ailleurs pour
cette raison que de plus en plus de chercheurs s’impliquent dans la recherche de nouveaux
moyens naturels moins nocifs pour lutter contre la colonisation bactérienne en milieu
agroalimentaire et en milieu marin (Le Norcy 2017). Les coproduits de concombres de mer
seraient un bon candidat pour la recherche de substances naturelles antimicrobiennes et

antiadhésives.
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1 PREPARATION DES EXTRAITS RICHES EN SAPONINES DE COPRODUITS DE C.
FRONDOSA

2.1.1  Préparation des extraits riches en saponines de coproduits de C. frondosa

L’équipe du laboratoire de fractionnement de Mérinov effectue annuellement un
¢échantillonnage de coproduit de concombre de mer issu de 1’exploitation de I’entreprise
« Poissonnerie de Cloridorme » (entreprise producteur et exportateur de poisson et de fruits
de mer a Cloridorme, Québec, Canada). Les coproduits sont récupérés pendant la
transformation des concombres de mer fraichement débarqués. Lors des échantillonnages,
les coproduits sont déposés dans des contenants fermes (15 litres), puis conservés dans une
glaciére, pour éviter la décomposition durant le transport jusqu’au laboratoire de
fractionnement de Merinov (Gaspé, Québec, Canada). Les échantillons sont ensuite broyés
dans un broyeur électrique jusqu’a I’obtention d’une soupe de coproduits, puis conservés a
-80 °C. Les échantillons utilisés dans ce projet sont issus du lot d’échantillonnage de I’année

2017.

2.1.2  Production d’extraits riches en saponines a partir de coproduits de C.
frondosa

Les extraits de coproduits de C. frondosa produits dans ce projet sont issus d’une
extraction avec différents solvants suivie d’une précipitation a la fin. L’extraction a été
réalisée selon un protocole développé par Mathieu Millour (Ph.D. ISMER/UQAR), modifié
sur la base du protocole en vigueur dans les laboratoires de chimie de Merinov (ce protocole
étant soumis a des clauses de confidentialité, il ne sera pas detaillé dans ce mémoire). Les

solvants utilisés sont 1’éthanol, le n-hexane, le dichlorométhane, le chloroforme et le 1-
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butanol. Une dialyse additionnelle a été effectuée apres les étapes d’extraction, afin de retirer
le sel contenu dans les extraits (les extraits obtenus suite au protocole d’extraction
contiennent environ 40% de sel). Ce procedé a été réalisé avec un sac a dialyse de « spectrum
laboratory » et une membrane de porosité de 100 a 500 Dalton (Spectra/Por® biotech
cellulose ester dialysis membranes, diamétre : 20 mm, N°131060).

Les différentes étapes d’extraction effectuées lors de ce projet ont permis de produire
des extraits bruts riches en saponines et des extraits riches en saponines dialysés ; qui ont
ensuite ét¢ utilisés pour réaliser les mesures d’activité antimicrobienne et antiadhésive. La
composition de ces extraits a été vérifiée par 1’équipe du laboratoire de chimie de Mérinov
en utilisant de la diosgénine en tant que témoin (de la marque Fisher scientifique, Thermo
Scientifique Alfa Aesar j60976.22). Le dosage des lipides et des caroténoides a été réalisé
par extraction a I’aide d’un mélange de chloroforme, méthanol et eau ; le dosage des acides
aminés (protéines) a été effectué en chromatographie liquide a haute performance (HPLC)
en phase inversée (LC 18) a 1’aide d’une méthode proposée par Waters®. La teneur en

minéraux (cendres) consiste en un dosage gravimétrique par calcination a haute température.

2.2 ANALYSE DE L’EFFET ANTIMICROBIEN DES EXTRAITS RICHES EN SAPONINES DE
COPRODUIT DE C. FRONDOSA

Le potentiel antimicrobien des extraits riches en saponines de coproduits de C.
frondosa a été évalué en conditions contrélées en présence de 6 concentrations d’extraits
riches en saponines (0 mg.mL?, 0,25 mg.mL?, 0,5mg.mL?, 1 mg.mL?, 1,5mg.mL? et
2mg.mL* (Concentrations finales). Une solution pure de saponines commerciales a
également eteé testée dans les mémes conditions pour Vvérifier les effets des saponines sur les
souches bactériennes, afin de s’en servir comme référence pour les analyses avec les extraits
bruts et les extraits dialysés. Les saponines pures commerciales sont issues de la plante

Quillaja, commercialisées par la compagnie Fisher (N° S672, N° cas : 8047-15-2).
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Les analyses ont été réalisées dans des microplaques de 96 puits, en milieu stérile via
des cinétiques de croissance de 24h avec huit réplicas du produit par concentration. La densité
optique a été mesurée automatiquement toutes les 30 minutes par spectrophotométrie
(595 nm de longueur d’onde pour les analyses avec les souches marines et 600 nm pour les
souches agroalimentaires). La cinétique bactérienne a permis de déterminer les temps de
latence, la concentration minimale inhibitrice (CMI), les taux de croissance et la densité
optique a 24h (DOmax atteinte durant une croissance de 24h) pour chacune des souches

bactériennes en présence des différentes concentrations testées (figure 4).
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Figure 4: Cinétique bactérienne (1: temps de latence; 2: phase de croissance)
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2.2.1  Présentation des souches bactériennes utilisées pour les analyses

Dans ce projet, 2 catégories de cibles bactériennes ont été considérées : des bactéries
d’intérét agroalimentaires et des bactéries marines formatrices de biofilms. Les bactéries
d’intérét agroalimentaire sont Kocuria rhizophila (ATCC® 9341™; Gram +), Escherichia
coli (ATCC® 25922™; Gram -), Listeria innocua (NRRL B-33003; Gram +) et Vibrio
alginolyticus (ATCC®17749™; Gram -). Ces bactéries ont été sélectionnées parce que ce sont
des souches responsables de contaminations en milieu agroalimentaire et également parce
que ce sont des souches bactériennes de référence qui étaient disponibles dans le laboratoire
de microbiologie de Merinov, ou a eu lieu les analyses de 1’effet antimicrobien des extraits

de coproduits de C. frondosa sur les bactéries agroalimentaires.

Les souches marines formatrices de biofilms sont Vibrio splendidus 7SHRW (Mateo
et al., 2009; Gram-), Pseudoalteromonas haloplanktis (ATCC® 14393™; Gram -),
Roseobacter denitrificans (ATCC® 33942™; Gram -), Shewanella colwelliana (ATCC®
39565™; Gram -) et Planococcus kocurii (ATCC® 43650™; Gram +). Ces souches ont été
sélectionnées parce que ce sont des bacteéries de référence et formatrices de biofilm en milieu
marin, d’intérét pour notre partenaire industriel « Les Enduits Mirapakon » ; et également
parce que ces bactéries sont présentes dans le Saint-Laurent et sont disponibles dans le
laboratoire de microbiologie de I’'ISMER, ou a eu lieu les analyses de 1’effet antimicrobien

et antiadhésif des extraits de coproduits de C. frondosa.

2.2.1.1 Les souches de référence agroalimentaires

Escherichia coli (ATCC®25922™) est une bactérie aérobie présente dans les aliments
et dans I’environnement; c’est un bacille Gram négatif appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae. Sa taille varie en fonction des conditions de croissance (entre 0,5 a

3 um), pesant de 0,5 a 5 picogrammes. La croissance optimale de cette souche bactérienne
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est atteinte dans le milieu Trypticase Soy Agar/Broth (TSA/TSB), & une température de
37 °C.

Listeria innocua (NRRL B-33003) est une bactérie aérobie, substitut non pathogene du
Listeria monocytogene (CECT 4032). C’est une bactérie a Gram positif en forme de batonnet
qui peut vivre individuellement ou s'organiser en chaines avec d'autres bactéries. La
croissance optimale de cette souche bactérienne est atteinte dans le milieu Trypticase Soy
Agar/Broth (TSA/TSB) enrichi en extrait de levure (YE), a une température de 37 °C.

Kocuria rhizophila (ATCC® 9341™) est une bactérie aérobie de Gram positif qui se
trouve fréqguemment dans le sol. Elle est souvent utilisée dans l'industrie pour les tests
antimicrobiens et dans la préparation des aliments. La croissance optimale de cette souche
bactérienne est atteinte dans le milieu Trypticase Soy Agar/Broth (TSA/TSB), a une
température de 30 °C.

Vibrio alginolyticus (ATCC® 17749™) est un bacille Gram-négatif, incurvé et flagellé,
de 2 a 3 um de long. La croissance optimale de cette souche bactérienne aérobie et halophile
est atteinte dans le milieu Marine Agar/Broth (MA/MB), a une température de 37 °C.

2212 Les souches de référence marines

Pseudoalteromonas haloplanktis (ATCC® 14393™) est une bactérie aérobie a Gram
négatif appartenant a la famille des Pseudoalteromonadaceae. Cette bactérie présente dans
I’environnement marin et les milieux froids, a une taille qui varie entre 0,2 & 3 um. La
croissance optimale de cette souche est atteinte dans le milieu Marine Agar/Broth 2216
(MA/MB), a une temperature de 26 °C.

Planococcus kocurii (ATCC® 43650™) est une bactérie halotolérante des milieux
froids; c’est une bactérie aérobie a Gram positif qui atteint sa croissance optimale dans de

I’eau peptonée ou de 1’eau de mer, a une température de 20 °C.

21



Roseobacter denitrificans (ATCC®33942™) est une bactérie aérobie, Gram négatif qui
se trouve dans les milieux marins. Les Roseobacter refletent un environnement dynamique
et ont diverses interactions avec le plancton marin. La croissance optimale de cette souche
est atteinte dans le milieu Marine Agar/Broth 2216 (MA/MB), & une température de 26 °C.

Shewanella colwelliana (ATCC® 39565™) est une bactérie hétérotrophique anaérobie
facultative présente dans I’environnement aquatique et les milieux a basse température. C’est
une bactérie a Gram négatif appartenant a 1’ordre des Alteromonas. La croissance optimale
de cette souche est atteinte dans le milieu Marine Agar/Broth 2216 (MA/MB), a une

température de 26 °C.

Vibrio splendidus 7SHRW (Mateo et al. 2009) est une bactérie flagellée a Gram négatif
vivant dans les milieux marins, environnement océanique et aussi dans les organismes des
bivalves. La croissance optimale de cette souche bactérienne anaérobie facultative est atteinte
dans le milieu Marine Agar/Broth 2216 (MA/MB), a une température de 25 °C.

2.2.2  Préparation des souches bactériennes pour les analyses

Une préculture de 24 h a été réalisée selon une dilution au centiéme (100 pL de culture
dans 10 mL de milieu de culture adapté) a partir des souches conservées a -80 °C dans du
glycérol, puis un repiquage a €té effectué (la culture étant incubée pendant 24 h) avant
I’analyse. Les conditions de culture de chacune des souches bactériennes sont spécifiées dans

le tableau 1.
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Tableau 1 : Conditions de culture par souche bactérienne

Souches agroalimentaires

Kocuria rhizophila

Escherichia coli

Listeria innocua

Vibrio alginolyticus

Souches marines

Vibrio splendidus 7SHRW
(Mateo et al., 2009)
Pseudoalteromonas

haloplanktis
Roseobacter denitrificans
Shewanella colwelliana

Planococcus kocurii

Aprés une incubation de 24h, les bactéries ont été nettoyées a trois reprises avant

Lors du dernier nettoyage, le culot bactérien a été repris dans 1 mL d’eau physiologique

Milieux de culture

Trypic Soy Broth
Trypic Soy Broth
Trypic Soy Broth + 1,2 %
d’extrait de levure
Trypic Soy Broth + 2 %
de NaCl

Milieu de culture

Marine Broth

Marine Broth

Marine Broth
Marine Broth
Marine Broth

physiologique stérile et homogénéisation délicate.
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Températures

d’incubation
30°C
37°C

37°C

37°C

Température

d’incubation

25°C

25°C

25°C
25°C
25°C

I’ensemencement sur la microplaque, afin d’éliminer toute trace résiduelle de milieu de
culture. Le nettoyage a été realisé selon le protocole suivant en conditions stériles:
centrifugation de la solution bactérienne a 5000 rpm pendant 5 minutes (afin de séparer le

culot bactérien du milieu de culture), élimination du surnageant, ajout de 10 mL d’eau

stérile et 20 pL de cette solution ont ensuite éte inoculés dans 4900 YL d’eau physiologique



pour former I’inoculum a environ 4.10° bactéries.mL™, qui servira a I’ensemencement des

microplaques.

2.2.3  Préparation des milieux de culture et des solutions

Les milieux de culture ont été choisis selon les critéres requis pour la croissance
optimale des souches bactériennes. Le milieu Trypic Soy Broth (TSB) a été utilisé pour les
analyses avec les souches d’intérét agroalimentaire, il a éte utilisé tel quel pour les souches
Kocuria rhizophila et Escherichia coli; a été supplémenté par 0,6 % I’extrait de levure
(concentration finale) pour la souche Listeria innocua (TSB-YE) ; et a été enrichi en NaCl
(2 % de la concentration finale) pour la souche Vibrio alginolyticus, (TSB 2 % NaCl). Le
milieu Marine Broth (MB ; Difco 2216) a été utilisé pour la croissance des souches marines
Vibrio splendidus (7SHRW), Pseudoalteromonas haloplanktis, Roseobacter denitrificans,

Shewanella colwelliana, Planococcus kocurii.

Avant leur utilisation en microplaques, les extraits ont été dilués dans de 1’eau nanopure
(pH 7,43 £0,2) et les souches bactériennes ont été diluées dans de 1’eau physiologique a
9 g.L" de NaCl (pH 7,44 +0,2). Toutes les solutions d’eau préparées ont été préalablement
stérilisées par filtration sur une membrane Durapore de 0,22 um de porosité et autoclavées a

121 °C pendant 15 min, puis conservées a 4 °C.

2.2.4  Préparation des traitements

Trois types de traitements ont été utilisés pour les analyses d’activités antibactériennes;
le premier traitement correspond aux extraits bruts riches en saponines de coproduits de
C. frondosa, le second correspond aux extraits dialysés (extraits bruts dialysés) et le troisiéme

correspond aux saponines commerciales.
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Tous ces traitements ont ensuite été¢ dilués avec de 1’eau nanopure pour avoir une
solution mére & 8 mg.mL " de concentration (en extraits ou en saponines commerciales);
cette solution a été diluée une seconde fois avec de 1’ecau nanopure lors de I’ensemencement
sur microplaque afin d’avoir une gamme de cinq concentrations, soit, 0,25 mg.mL™,

0,5mg.mL?, 1 mg.mL?, 1,5 mg.mL? et 2 mg.mL* (Concentration finale par puits).

2.2.5 Préparation des microplaques

Une microplaque de 96 puits a été utilisée pour chaque expérience ; comme illustrée
sur la figure 5, un contrble positif (ensemencement des souches bactériennes sans
antimicrobien) a été fait pour mesurer la croissance optimale de la souche, des contréles
négatifs sans cellules bactériennes (milieu de culture, eau et antimicrobien) ont également
été effectués pour enlever les valeurs des blancs lors des traitements des données et pour

vérifier I’absence de contamination microbienne lors des expérimentations.

Tous les puits de la microplaque ont été préparés de la méme maniére, seuls les
traitements changent en fonction de la gamme de concentration analysée. Les puits du
contréle positif contiennent 200 pL de solution, soient, 100 uL de milieu de culture 2 fois
concentrés (2X) (concentration finale 1X), 50 uL d’inoculum bactérien et 50 uL d’eau
nanopure. Les puits des contrdles négatifs sont constitués de 200 pL de solution ; dont,
100 pL de milieu de culture 2X, 50 uL d’eau physiologique et un volume d’eau nanopure
proportionnel au volume d’extraits introduits dans les puits. Le traitement a été introduit dans
la microplaque selon une gamme de concentration croissante, telle que 0,25 mg.mL™,
0,5mg.mL?, 1 mg.mL?, 1,5 mg.mL™? et 2 mg.mL? de traitement par millilitre de solution

contenue dans un puits de la microplaque.
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Figure 5: Plan de plaque pour les analyses d'effet antibactérien des extraits riches en saponines

de coproduits de C. frondosa.

2.2.6  Mesure de croissance bactérienne

Une mesure de cinétique de croissance bactérienne a été réalisée a partir de la mesure
de la densité optique (DO), les lectures de DO ont été faites durant 24 h a un intervalle
régulier de 30 minutes suite a une agitation automatique de 10 secondes, a une longueur de
595 nm pour les mesures avec les souches marines et a une longueur d’onde de 600 nm pour
les mesures avec les souches agroalimentaires. Les longueurs d’onde sont différentes pour
les deux souches, en raison de la disponibilité des appareils utilises lors des analyses qui ont
été réalisées dans les laboratoires de Merinov dans le cas des souches d’intérét
agroalimentaire et dans les laboratoires de I’'ISMER pour les souches marines. Des tests
comparatifs reéalisés sur la souche E.coli dans les laboratoires de 'ISMER a permis de

démontrer qu’il n’y avait pas de différence de lecture significative entre les deux appareils.
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Les lectures de DO ont été réalisées avec un spectrophotometre Spectrafluor Plus (disponible
I’ISMer) pour les analyses de I’effet antimicrobien avec les souches marines ; et sur un
spectrophotomeétre multiscan ascent (disponible dans le laboratoire de microbiologie de

Merinov) pour les analyses de 1’effet antibactérien avec les souches agroalimentaires.

La cinétique de la croissance bactérienne sur 24 h a permis de déterminer le taux de
croissance (u) de chacune des souches en fonction des différents traitements, a ’aide de

I’équation (1).

_ logDOy — logD O, 1
a to — 1t

L

Ou DO correspond a la valeur de la densité optique maximale de la phase de croissance
exponentielle de la population bactérienne, DO; représente la densité optique minimale a
partir de laquelle la phase de croissance exponentielle débute et (t>-t1) correspond a la durée

du doublement de la population.

Les temps de latence et les valeurs de densité optique maximale (DOmax atteinte durant
une croissance de 24h) ont également été déterminés afin de mettre en évidence les variations
de la croissance des souches bactériennes en absence et en présence des traitements analysés.
Les temps de latence ont été définis a partir de to jusqu’au début de la phase exponentielle de
croissance (DO = 0,1), et les DOmax Ont été déterminées par la valeur de la densité optique

maximale atteinte durant la phase stationnaire de la croissance bactérienne.

2.3 EFFETS ANTIADHESIFS DES EXTRAITS RICHES EN SAPONINES DE C. FRONDOSA

L’effet antiadhésif des extraits riches en saponines de C. frondosa a été quantifié

uniquement sur les souches marines analysées, en raison de leur capacité reconnue a former
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des biofilms sur les surfaces immergées en milieu marin. Cette analyse a été effectuée par la

méthode de coloration au crystal violet.

La formation du biofilm bactérien a été évaluée sur un revétement neutre développé
par la compagnie « Les enduits Mirapakon ». Les analyses ont été effectuées dans des
microplaques de 96 puits par ensemencement des souches bactériennes en présence de
composés testés (extraits de coproduits et saponines commerciales). Deux gammes de
concentrations de saponines de plantes et d’extraits riches en saponines de C. frondosa
dialysés ont été expérimentées afin de déterminer les pourcentages de réduction de la
bioadhésion des souches bactériennes en présence des différentes concentrations

d’antimicrobiens.

2.3.1  Préparation des solutions

Le milieu de culture a été préparé selon les critéres requis pour la croissance optimale
des souches bactériennes marines. Le milieu Marine Broth (MB ; Difco 2216) a été utilisé
pour la croissance des souches marines Vibrio splendidus (7SHRW), Pseudoalteromonas

haloplanktis, Roseobacter denitrificans, Shewanella colwelliana et Planococcus kocurii .

Des solutions de Sea Salt Sigma Aldrich (28 PSU, pH=7,4 £0,2) et de tampon
phosphate salin (PBS) (C = 0,024 mol.L%, pH=7,4 +0,2) ont également été préparées pour
les nettoyages des souches bactériennes lors des analyses. Toutes les solutions d’eau
préparées ont été préalablement stérilisées par filtration sur une membrane Durapore de 0,22
pum de porosité (pour éliminer les particules) et autoclavées a 121 °C pendant 15 min, puis

conservées a 4 °C.

2.3.2  Préparation des revétements antiadhésifs

Trois types de traitements ont été utilisés pour les analyses d’effet antiadhésif des

extraits de coproduits de C. frondosa ; le premier traitement a été effectué avec les extraits

28



riches en saponines brutes, le second avec les extraits dialysés, et le troisiéme avec une
solution pure de saponines commerciales. Deux gammes de quatre concentrations ont été
expérimentées, soit 0,5 mg.mL™?, 1 mg.mL™, 2,5 mg.mL? et 5mg.mL™ pour la premiére
gamme, et 0,25 mg.mL™%, 0,75 mg.mL?, 1,25 mg.mL* et 1,75 mg.mL™ pour la deuxiéme
gamme. Les traitements antiadhésifs ont été préparés a partir d’une solution mére a
250 mg.mLL,

Le revétement neutre utilisé lors des analyses est I’enduit MK 100 neutre (Les Enduits
Mirapakon, Inc.), qui est I’enduit de base dans lequel les traitements antiadhésifs ont été
incorporés en tenant compte des gammes de concentration de traitements antiadhésifs
prévues pour les analyses de bioadhésion. Les solutions ont été préparées avant
I’ensemencement sur des microplaques (selon un protocole tenu sous propriété
intellectuelle), et ont été introduites dans les microplaques pour y étre séchées a température

ambiante pendant 24h, afin de servir de support pour les analyses de bioadhésion.

2.3.3  Préparation des souches bactériennes

En partant des souches marines conservées a -80 °C dans du glycérol, une préculture a
été effectuée selon une dilution au centiéme (1/100 dans 10 mL d’eau physiologique) dans

du milieu Marine Broth, puis les souches bactériennes ont été incubées a 25 °C pendant 24 h.

Avant D’ensemencement dans la microplaque, les souches bactériennes ont été
nettoyées a trois reprises avec une solution de Sea Salt Sigma Aldrich, afin d’éliminer toutes
traces résiduelles de milieu de culture (le protocole de nettoyage des souches bactériennes
est le méme que celui utilisé pour les analyses d’activités antibactériennes, décrit dans la
section 2.2.2 de ce mémoire). Apres les nettoyages, 1 mL de Sea Salt Sigma Aldrich a été
ajouté dans le tube contenant le culot bactérien, puis le mélange a été homogénéisé ; 15 uL
de cette solution a ensuite été ajouté a 14,985 uL de milieu Marine Broth pour former

I’inoculum & environ 4.108 bactéries.mL™.
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2.3.4 Détermination de la durée d’incubation

Un test préliminaire a été effectué¢ pour déterminer le temps d’incubation optimal
permettant aux souches bactériennes de former un biofilm stable sur I’enduit MK 100 lors des
analyses. Trois durées d’incubations (48 h, 72 h et 96 h) ont été expérimentées avec toutes

les souches de bactéries marines, en présence de 1’enduit MK 100 seul.

Trois microplaques de 96 puits ont été utilisées pour effectuer ces tests. Tel qu’illustré
sur la figure 6, le plan de plaque est constitué d’un contréle positif (ensemencement des
souches bactériennes seules), d’un controle négatif sans cellules bactériennes (milieu de
culture et solutions d’eaux seulement) pour mesurer la croissance optimale de la souche, de
contréle de I’enduit MK 100 (milieu de culture et MK 100) pour enlever les valeurs des blancs

lors des traitements des données, et des tests avec 1’enduit MK 100 (inoculum et MK100).

.
§

Figure 6: Plan de plaque des tests de la meilleure période d'incubation pour la formation du
biofilm bactérien (8 réplicas par test)
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Les puits du contréle positif contiennent 200 uL d’inoculum a environ
4.10° bactéries.mL™?, les puits des contrdles négatifs sont constitués de 200 puL de milieu
Marine Broth et les puits des contréles MK100 ont été enduits avec 40 uL de MK100 (a
I’aide d’un pinceau mousse) puis séchés a plat pendant 24 h & température ambiante. Les
puits tests sont constitués par du MK100 séché pendant 24 h et 200 puL d’inoculum bactérien.
Les microplaques ont ensuite été incubées a température ambiante, pendant 48 h pour la

premiére plaque, 72 h pour la deuxiéme et 96 h pour la troisieme.

2.3.5  Préparation de la microplaque
2.35.1 Préparation des microplaques pour tests de bioadhésion

Avant la coloration au crystal violet, les souches bactériennes ont été ensemencées dans
des microplaques de 96 puits en présence des traitements antiadhésifs (extraits riches en
saponines de coproduits de C. frondosa brutes et dialysées, et saponines commerciales, selon
les deux gammes de concentration) et en présence de I’enduit MK 100, afin d’expérimenter

la formation des biofilms bactériens.

Pour les ensemencements avec les concentrations en traitements antiadhésifs
(0,5mg.mL?, 1mgmL?, 25mgmL? 5mgmL?! et 0,25mgmL? 0,75 mg.mL",
1,25 mg.mL? et 1,75 mg.mL™?), les microplagues enduites avec les solutions MK2100
contenant les concentrations en composés antiadhésifs ont été inoculées avec les souches
bactériennes selon le plan de plaque illustré par la figure 7. Un contrdle négatif (milieu de
culture sans souches bactériennes), un contr6le positif (milieu de culture avec souches
bactériennes), un controle négatif de I’enduit MK 100 (enduit MK 100 et milieu Marine Broth)
et un contrdle positif de I’enduit MK 100 (enduit MK 100 avec souches bactériennes) ont été
effectués afin de vérifier les contaminations. Des controles de 1’enduit MK 100 contenant les
concentrations en composés antiadhésifs ont également été faits pour enlever les valeurs des

blancs lors des traitements des données.
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Figure 7: Plan de plaque des analyses de la formation de biofilm bactérien en présence
de I’enduit MK100 et des différentes concentrations de traitements antiadhésifs (8

réplicas par test)

Les puits du controle positif contenaient 200 uL d’inoculum a environ
4.10° bactéries.mL™?, les puits des contrdles négatifs sont constitués de 200 pL de milieu
Marine Broth. Tous les autres puits contenant du MK100 ont été peinturés avec 40 pL de
MK100 (a I’aide d’un pinceau mousse) puis séchés a plat pendant 24h a température
ambiante. Les puits contrdles négatifs MK100 sont constitués par du MK100 et 200 pL de
Marine Broth; les puits contréles positifs MK100 contiennent du MKZ100 et 200 pL
d’inoculum. Les puits contrbles avec les concentrations en antiadhesifs contiennent du
MK100 (incorpore de traitement antiadhésif) et 200 pL de Marine Broth, les puits tests sont

constitués de MK100 (incorporé de traitement antiadhésif) et de 200 uL d’inoculum.
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Les microplaques ont ensuite été incubées a plat pendant 96 h (sans agitation), a

température ambiante pour analyser la formation des biofilms bactériens.

2.3.5.2 Mesure de la présence de cellules bactériennes dans le surnageant

Aprés incubation, 150 uL de surnageant de chaque puits des microplaques a été
transféré dans une microplaque stérile pour analyser I’abondance des cellules bactériennes
dans le surnageant par une lecture de la densité optique a 595 nm avec un spectrophotomeétre

multiscan Ascent.

2.3.5.3 Marquage au crystal violet

Une coloration au crystal violet a été effectuée pour colorer les cellules bactériennes
qui ont adhéré ; les microplaques issues de I’ensemencement avec les enduits contenant les
différentes concentrations de composés antiadhésifs ont été rincées a trois reprises avec
200 pL de sea salt Sigma Aldrich par puits, puis séchées a 37 °C pendant 15 minutes. Les
puits ont par la suite été marqués avec 200 pL de crystal violet a 0.1 % pendant 15 minutes
pour colorer les noyaux des cellules vivantes afin de pouvoir les quantifier, puis rincés a trois
reprises avec 200 uL de tampon PBS et séchées a 37 °C pendant 15 minutes. Une
resuspension avec 200 uL. d’éthanol a 70 % a ensuite été faite, et finalement, 150 pL des
solutions d’éthanol introduits dans chaque puits ont été transférés dans une autre microplaque
pour une lecture de la densité optique a 630 nm, avec le spectrophotometre multiscan Ascent

thermo scientific, pour observer la bioadhésion.
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2.4 EXTRACTION ET TRAITEMENTS DES DONNEES

Les calculs effectués avec les moyennes et les écarts-types des données de densité
optique obtenues suite aux analyses du potentiel antiadhésif des composants antiadhésifs
(extraits riches en saponines de coproduits de C. frondosa brutes et dialysées, et saponines
commerciales, selon les deux gammes de concentration) par la méthode de coloration au
crystal violet ont permis de déterminer le pourcentage de réduction de 1’adhésion des souches
bactériennes en présence des composants antiadhésifs, et de comparer ces pourcentages entre
les différentes concentrations de composants antiadhésifs, et ainsi évaluer 1’efficacité des
composants antiadhésifs. Les tests statistiques ont été réalisés avec le logiciel R STUDIO
version 1.1.463 ; la normalité des données de densité optique a été veérifiée avec le test de
Shapiro-Wilk (Shapiro and Wilk 1965), ensuite les données de densité optique ont été
analysées par analyse de la variance a un facteur (ANOVA) en utilisant le test de Tukey pour
identifier les différences entre les groupes (concentrations en extraits). Les différences ont
été considérées comme statistiquement significatives lorsque la valeur de p était inférieure a
0,05 (p<0.05).
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3. RESULTATS
3.1 LESEXTRAITS DE COPRODUITS DE C. FRONDOSA

Le tableau 2 illustre les proportions des composants constituant les extraits bruts riches
en saponines de coproduits de C. frondosa obtenus aprés la premiére étape d’extraction. Les
mesures de certains parameétres se recoupent, comme le cas du NaCl et les cendres, et
également les lipides et les caroténoides. L’identification de ces échantillons d’extraits bruts
révéle une forte proportion en lipides et en sel, mais la proportion en saponines contenues

dans ces extraits est également considérable (voir tableau 2 et 3).

La dialyse effectuée apres les étapes d’extraction ont permis de retirer le plus de sel
contenu dans les extraits, permettant ainsi de réaliser les analyses de 1’effet antibactérien et

antiadhésif des extraits riches en saponines de coproduits de C. frondosa.

Tableau 2: Composition en matiéres seches des extraits riches en saponines bruts de

coproduits de C. frondosa (EDG: Equivalents diosgénine)

Echantillons Protéines Glycogene Lipides Cendres

(9.100g?) (9.100g™) (9.100g?) (9.100g%)
Extraits bruts 18,480 0,250 37,280 26,030
évaporés a sec

Tableau 3: Dosage des saponines, NaCl et caroténoides des extraits riches en saponines bruts
de coproduits de C. frondosa

Saponines NaCl Caroténoides
Echantillons " 1 (9.100g™)
(EDG ¢.100g™) | (9.100 g-) (éthanol)
Extraits bruts 20,418 27,310 0,113
évaporés a sec
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3.2 POTENTIEL ANTIBACTERIEN DES EXTRAITS RICHES EN SAPONINES DE COPRODUITS
DE C. FRONDOSA

3.2.1  Analyses du potentiel antibactérien des saponines commerciales

Les analyses du potentiel antibactérien effectuées avec les saponines commerciales ont
été effectuées avec les souches marines. Ces analyses ont permis de vérifier les effets des
saponines sur les souches bactériennes, afin de s’en servir comme référence pour les analyses

avec les extraits bruts et les extraits dialysés.

L’évolution de la croissance bactérienne des cing souches marines, en fonction du
temps, est présentée sur la figure 8. Les 5 souches marines réagissent différemment en
présence des saponines commerciales, mais en général, I’ajout des saponines aux cultures
des souches bactériennes augmente significativement les valeurs des temps de latence au fur
et a mesure que la concentration en saponines augmente (P <0.05). Cette augmentation est
surtout remarquée pour la souche S. colwelliana ; la phase de latence dure jusqu’a 13.5 h a

la concentration de 2 mg.mL™ de saponines.
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Shewanella colwelliana Vibrio splendidus

Pseudoalteromonas haloplanktis
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Figure 8: Evolution de la densité optique (DO) en fonction du temps de la culture bactérienne effectuée avec les souches marines S.
colwelliana , V. splendidus, P. haloplanktis, P. kocurii et R. denitrificans, en présence de 5 concentrations de saponines commerciales, et incubée
pendant 24h. Les résultats sont représentés sous forme de moyennes et écarts-types, le temps de culture des bactéries est représenté en abscisse, et les
valeurs de densités optiques correspondant a 1’évolution de la croissance des bactéries sont représentées en ordonnée. La courbe en rouge étant la
courbe du contréle positif, et les dégradés de couleur verte représentent les courbes des analyses avec les 5 concentrations de saponines.
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3.2.2  Analyses du potentiel antibactérien des extraits bruts riches en saponines de
coproduits de concombres de mer

L’¢évaluation du potentiel antibactérien des extraits bruts riches en saponines de
coproduits de C. frondosa a été effectuée sur les souches agroalimentaires et sur les souches

marines.

3221 Analyses effectuées avec les souches agroalimentaires

L’évolution de la croissance bactérienne des quatre souches agroalimentaires, en
fonction du temps, est présentée sur la figure 9. Les 4 souches réagissent difféeremment en
présence des extraits bruts, il n'y a pas d’effet significatif des extraits (P >0.05). Les valeurs
des temps de latence et des taux de croissance en présence des extraits sont identiques a celles

des contrdles sans antimicrobiens.
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Figure 9: Evolution de la densité optique (DO) en fonction du temps de la culture bactérienne effectuée avec les souches d’intérét
agroalimentaires V. alginolyticus, L. innocua, K. rhizophilla, E. coli et, en présence de 5 concentrations d’extraits bruts et incubées pendant 24h. Les
résultats sont représentés sous forme de moyennes et écarts-types, le temps de culture des bactéries est représenté en abscisse, et les valeurs de densités
optiques correspondant a I’évolution de la croissance des bactéries sont représentées en ordonnée. La courbe en rouge étant 1a courbe du contréle positif,
et les dégradés de couleur verte représentent les courbes des analyses avec les 5 concentrations d’extraits bruts.
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3.2.2.2 Analyses effectuées avec les souches marines

L’évaluation du potentiel antibactérien des extraits bruts riches en saponines de
coproduits de C. frondosa a également été effectuée sur les souches marines. La figure 10
illustre 1’évolution de la croissance bactérienne des cinq souches marines, en fonction du

temps.

Les 5 souches réagissent différemment en présence des extraits bruts. Il n’y a pas
d’effets significatifs des extraits sur les temps de latence et les taux de croissance des souches
bactériennes (P >0.05), par contre, & une concentration élevée (2 mg.mL™), les extraits bruts
stimulent la croissance des souches bactériennes. Les valeurs de densité optique (DO) des
analyses avec la concentration 2 mg.mL™ d’extraits bruts sont nettement plus élevées par
rapport aux valeurs de densité optique des controles positifs, a titre d’exemple, pour la souche
R. denitrificans, la DOmax atteint une valeur de 0.742 tandis que pour le controle positif, la
DOmax équivaut a 0.478.
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Figure 10: Evolution de la densité optique (DO) en fonction du temps de la culture bactérienne effectuée avec les souches marines S. colwelliana
, V. splendidus, P. haloplanktis, P. kocurii et R. denitrificans et, en présence de 5 concentrations d’extraits bruts et incubées pendant 24h. Les résultats
sont représentés sous forme de moyennes et écarts-types, le temps de culture des bactéries est représenté en abscisse, et les valeurs de densités optiques
correspondant a 1I’évolution de la croissance des bactéries sont représentées en ordonnée. La courbe en rouge étant la courbe du controle positif, et les
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dégradés de couleur verte représentent les courbes des analyses avec les 5 concentrations d’extraits bruts.
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3.2.3  Analyses du potentiel antibactérien des extraits dialysés riches en saponines
de coproduits de concombres de mer

L’évaluation du potentiel antibactérien des extraits dialysés sur les souches marines a
été effectuée avec 4 souches marines seulement. Normalement, les analyses auraient da étre
faites avec les 5 souches marines, mais faute de temps a cause de la fermeture des laboratoires
lors du premier confinement en rapport avec la pandémie covid-19, la derniére analyse n’a

pu étre effectuée.

L’évolution de la croissance bactérienne des quatre souches marines en fonction du
temps est présentée sur la figure 11. Les 4 souches réagissent difféeremment en présence des
extraits dialysés ; il n’y pas d’effets significatifs des extraits sur les temps de latence et les
taux de croissance des souches bactériennes (P >0.05), sauf pour la souche P. haloplanktis,
’analyse avec la concentration 1 mg.mL™? montre une valeur significative du temps de
latence (10.5 h) par rapport au contrdle positif (6.5 h), ceci est dd a la manipulation lors des
analyses. Il est également remarqué que les extraits dialysés stimulent la croissance des
souches bactériennes apreés la phase de croissance exponentielle, surtout pour les analyses
effectuées avec une concentration élevée (2 mg.mL™?). Pour la souche V. splendidus, ce
regain de croissance est significatif (P <0.05); la valeur de la DOmax de 1’analyse avec
2 mg.mL? (DOmax = 0.948) d’extrait dialysé atteint plus du double de la valeur de la DOmax

du contrdle sans antimicrobien (DOmax = 0.347).

42



Vibrio splendidus Pseudoalteromonas haloplanktis

1.0

1,0
04 0.4
0.8 0.8
,g 0.7 5 0.7
€ s 2 os
£ os ';: 0.5
$ oo Y
o 93 a 0.3
0.2 N .
/ =@=(Contrdle positif 0.2
0l - -1
0.l
00 v 0.25 mg.mL
O 1 2 3 456 6 7 8 9101 12 13 41516 17 18 9202 2228 M -1 0.0 -
T (heure) 05mgm|_ C I 2 3 45 &6 7 8 910 11 12 13 1% 15 & 17 18 19 20 21 22 23 24
emps theare 1 mgmL'l Temps (heure)
T -1
Roseobacter denitrificans =e= 1.25mg.mL Shewanella colwelliana
1.0 -1 1.0
me= 2 Mg.mL
0.4 g 0.9
0.8 0.8
3 0,7 5 0,7
$ o € s
5 05 & 05
% 04 ‘-'5 04
8 0,3 3 0.3
0.2 0.2
0, 0.l
0,0 = 0,0

O 1 2 3 4% 5 6 7 &8 9100 12 13 4151617 181920 20 2223 O I 2 3 4% 5 6 7 & 910 00 12 13 4 1516 17 18 19 20 2 22 23 24

Temps (heure) Temps (heure)

Figure 11: Evolution de la densité optique (DO) en fonction du temps de la culture bactérienne effectuée avec les souches marines V. splendidus,
P. haloplanktis, R. denitrificans et S. colwelliana, en présence de 5 concentrations d’extraits dialysées riches en saponines, et incubée pendant 24h. Les
résultats sont représentés sous forme de moyennes et écarts-types, le temps de culture des bactéries est représenté en abscisse, et les valeurs des densités
optiques correspondant a 1’évolution de la croissance des bactéries sont représentées en ordonnée. La courbe en rouge étant la courbe du contrdle positif,
et les dégradés de couleur brun représentent les courbes des analyses avec les 5 concentrations d’extraits.
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3.3 POTENTIEL ANTIADHESIF DES EXTRAITS RICHES EN SAPONINES DE COPRODUITS DE
C. FRONDOSA

L’évaluation du potentiel antiadhésif des extraits riches en saponines de coproduits de
C. frondosa a été effectuée sur les souches marines formatrices de biofilms. Les analyses ont

été effectuées avec les saponines commerciales, les extraits bruts et les extraits dialysés.

Pour les 5 souches bactériennes, une réduction significative de la bioadhesion est
observée a partir de 1 mg.mL™ de concentration en saponines commerciales et en extraits
dialysés (P <0.05), comme présentés sur la figure 12. Les analyses effectuees avec les
saponines commerciales présentent le plus de réduction de 1’adhésion des souches
bactériennes, les effets sont surtout remarquables pour les souches P. haloplanktis (69 %) et
P. kocurii (77 %). Le maximum de réduction de 1’adhésion en présence des saponines
commerciales est observé a la concentration 2.5 mg.mL™, avec la souche V. splendidus
(100 %).

Les extraits bruts ne présentent pas d’effets remarquables sur 1’adhésion des souches
bactériennes, par contre, les extraits dialysés réduisent significativement 1’adhésion des
souches a partir de la concentration 2.5 mg.mL™ (P <0.05); les valeurs atteignent 69 % de
réduction pour la souche S. colwelliana et 83 % pour la souche R. denitrificans. Les effets
des extraits dialysés sont significatifs avec les souches S. colwelliana (80 %) et

R. denitrificans (100 %) & une concentration de 5 mg.mL* (P <0.05).
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Figure 12: Pourcentages de réduction de I’adhésion des souches marines V. splendidus, P. haloplanktis, R. denitrificans et S. colwelliana,
Planococcus kocurii en fonction des concentrations en antiadhésifs. Les histogrammes bruns représentent les analyses effectuees avec les extraits
bruts, les histogrammes bleus représentent les analyses effectuées avec les extraits dialysés et les histogrammes verts représentent les analyses
effectuées avec les saponines commerciales. Les concentrations en antiadhésifs sont représentées en abscisse, et les valeurs des pourcentages de

réduction de ’adhésion sont représentées en ordonnée. Les analyses effectuées avec la concentration 0 mg.mL™ représentent les contrdles positifs
(analyses en absence d’antiadhésifs).
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4. DISCUSSION

Plusieurs études relatives a la recherche de composés antimicrobiens et antiadhésifs
utilisant les concombres de mer ont déja été effectuées par le passé (Haug et al. 2002; Wu et
al. 2013), toutefois, ces études ont porté sur différents éléments du concombre de mer (le
tégument, le liquide coelomique, ...), mais n’ont pas réellement prété une attention
particuliére aux coproduits comme c’est le cas dans la présente étude. Au niveau des
coproduits, Ramalho et al 2020 ont effectué des recherches sur des coproduits du concombre
de mer C. frondosa et ont démontré la présence en quantité élevée de composés bioactifs tels
que des protéines, des acides gras oméga-3, des minéraux et des saponines (Ramalho et al.
2020). Etant constitués par les organes internes et des parties des téguments des concombres
de mer, les coproduits représentent un potentiel intéressant dans la recherche de composants
antimicrobiens et antiadhésifs. Cette étude a été réalisée dans ce contexte, afin d’évaluer le
potentiel antibactérien et antiadhésif des coproduits du concombre de mer « C. frondosa »
pour application dans la lutte contre la colonisation bactérienne sur les surfaces de travail
dans le milieu agroalimentaire, et sur les équipements immergés dans le domaine du transport

maritime et de la navigation de plaisance.

Parmi les différents traitements utilisés lors des analyses du potentiel antibactérien des
extraits riches en saponines de coproduits de concombres de mer, les saponines commerciales
qui ont été utilisées en tant que contrbles ont démontré que les saponines retardent la
croissance des souches bactériennes utilisées, surtout a une concentration de 2 mg.mL™. Ces
saponines commerciales présentent des effets bactériostatiques sur les souches marines
analysées, retardant ainsi la phase de croissance exponentielle des souches bactériennes. Les
résultats obtenus avec les saponines commerciales valident le fait que le test utilisé peut

détecter les effets antibactériens d’un type de saponine commerciale et pourrait donc
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potentiellement permettre de détecter les effets d’autres saponines telles que celles retrouvées

dans les extraits de concombres de mer.

Les analyses effectuées avec les extraits expérimentaux (extraits bruts et dialysés) n’ont
pas démontré des effets antibactériens significatifs sur les souches agroalimentaires (P
>0.05); et avec les souches marines, les résultats obtenus avec les analyses en présence de
ces extraits expérimentaux, en particulier les extraits bruts montrent une croissance
bactérienne plus élevée que les autres surtout & une concentration de 2 mg.mL* (P>0.05).
Les résultats des analyses du potentiel antiadhésif des saponines commerciales démontrent
des effets antiadhésifs significatifs (P <0.05) avec une réduction de 1’adhésion jusqu’a 100 %
des souches bactériennes marines testées avec les concentrations 2.5 mg.mL? et 5 mg.mL™*
de saponines. Ces saponines commerciales ont agi en tant qu’antiadhésifs en réduisant
I’adhésion des souches bactériennes marines a partir d’une concentration de 1 mg.mL™. Les
analyses en présence des extraits bruts riches en saponines de coproduits de C. frondosa n’ont
pas montrés des effets antiadhésifs significatifs (P <0.05), par contre, pour ce qui est des
analyses effectuées avec les extraits dialyses, des effets antiadhésifs significatifs sont
remarqués a partir de la concentration 1 mg.mL? (P <0.05), I’adhésion des souches

bactériennes marines est réduite jusqu’a 100 % a une concentration de 5 mg.mL™.

Les résultats des analyses effectuées dans cette étude démontrent qu’il y a plus d’effets
significatifs antibactériens et antiadhésifs avec les saponines commerciales qu’avec les
extraits expérimentaux. Les saponines commerciales (utilisées en tant que contréles) sont des
saponines pures issues de la plante Quillaja ; différentes études ont déja été effectuées sur
I'activité antibactérienne et antiadhésive des saponines de Quillaja suggérant que l'activité
biologique des saponines est liée a leur constitution chimique (Antolak et al. 2018; Patra and
Saxena 2009; Yoshiki et al. 1999). Les extraits riches en saponines de coproduits du
concombre de mer C. frondosa (extraits bruts et dialysés), appelés extraits expérimentaux
dans cette étude, ne sont pas purs ; ils contiennent d'autres composants, dont 37.289.100g™
de lipides et 27.319.100g™ de sels tel que démontré dans les résultats de I'identification des

extraits (tableau 2 et 3). La différence d’effets entre les saponines commerciales et les extraits
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expérimentaux est probablement due au fait que ces extraits expérimentaux contiennent
d’autres composants pouvant influencer les résultats lors des analyses. Parmi les extraits
expérimentaux, les extraits dialyses présentent des résultats intéressants pour les analyses de
la bioadhésion, par contre, les résultats des analyses effectuées avec les extraits bruts n’ont
pas démontré des effets significatifs. Toutefois, cette différence d’effets entre les saponines
commerciales et extraits expérimentaux peut étre due au fait que ces extraits expérimentaux
ne sont pas assez purifiés par rapport aux saponines commerciales. Des études effectuées sur
des concombres de mer Holothuria lessoni ont démontré que méme purifiées, les échantillons
d’extraits de saponines révélent la présence de 89 congénéres de saponines, dont 35 nouvelles
saponines et 54 connues, dont les glycosides. Les glycosides triterpéniques identifiés ont
montré de puissantes activités antifongiques contre les champignons testés, mais n'ont eu
aucun effet antibactérien (Bahrami et al. 2018). En conséquence, il serait possible que les
extraits expérimentaux analysés dans cette étude ne présentent pas d’effets antibactériens sur
les souches bactériennes testées, mais qu’elles présentent d’autres effets sur la croissance

microbienne qui ne semble pas interférer avec cette étude.

Les courbes obtenues a tendance plus élevée que les autres lors des analyses en
présence des extraits expérimentaux bruts sur les souches agroalimentaires peuvent étre
expliquées par la présence d’interférences en lien avec la composition de ces saponines
expérimentales. Vu que ces extraits contiennent d’autres éléments dans leur composition
(lipides ; ...), il est possible que ces éléments provoquent un effet stimulateur de la croissance
bactérienne. Les bactéries ont di assimiler ces éléments en tant que nutriments pour leur
croissance ; ainsi, les effets antibactériens des extraits expérimentaux bruts n’ont pas pu étre
observés. Des recherches effectuées par Arabski et al. 2012 sur les saponines triterpénoides,
ont démontré une augmentation de la croissance de la souche bactérienne E. coli lorsqu'elle
est exposée aux saponines. Ces chercheurs ont affirmé que les saponines peuvent augmenter
la perméabilité cellulaire et I'afflux de nutriments ; au lieu d'ouvrir I'espace intercellulaire a
des conditions extracellulaires potentiellement nocives, les pores nouvellement formés dans
les membranes bactériennes permettent le passage des nutriments dans la cellule, ce qui

permet aux bactéries de prospérer (Arabski et al. 2012). Dans le cas de cette étude, il est
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suggéreé que les autres éléments contenus dans les extraits ont interféré en tant que nutriments
dans la croissance des bactéries et que les saponines contenues dans ces extraits ont joue le
role de stimulateurs de croissance bactérienne. De plus, la présence de sels en quantité
considérable dans les extraits expérimentaux bruts pourrait également justifier cette
interférence sur la croissance bactérienne lors des analyses ; les résultats obtenus dans cette
étude sont cohérents avec ceux trouvés dans le travail de Lorent J. H. et al sur la nature
amphiphile des saponines et leurs effets sur les membranes artificielles et biologiques ; ces
chercheurs ont prouvé que les saponines interagissent préférentiellement avec les sels, en
raison de leur propriété amphiphile, pouvant ainsi réduire leur capacité tensioactive (Lorent
et al. 2014); suggérant que les sels contenus dans les extraits expérimentaux bruts (utilisés
dans ce projet) ont réduit la propriété antibactérienne des saponines contenues dans les

extraits.

Les effets bactériostatiques provoqués par les saponines commerciales et les extraits
expérimentaux dialysés peuvent étre expliqués par le mode d’action des saponines contenues
dans ces extraits sur les souches bactériennes. Les effets des saponines commerciales sont
plus marqués par rapport aux effets des extraits expérimentaux dialysés, parce que les
proportions de saponines contenues dans ces deux types de traitements ne sont pas les mémes
et également di au fait que les autres éléments contenus dans les extraits expérimentaux
dialysés peuvent provoquer des interférences malgré le fait que ces extraits expérimentaux
dialysés ont déja subi une étape de purification de plus que les extraits expérimentaux bruts.
Toutefois, des études effectuées avec des saponines sur des souches bactériennes démontrent
différents effets des saponines ainsi que leurs propriétés bactériostatiques a une certaine
concentration. Fleck et al. 2019 ont démontré une augmentation de la sensibilité des cultures
bactériennes testées en présence d’un prétraitement avec une solution de saponine a 1% ; les
cultures préexposées a la solution de saponine et soumises au bromure de N-éthyl-N,N-
diméthylhexadécylammonium (QAC) ont montré la moitié de la concentration minimale
inhibitrice (CMI) par rapport aux bactéries non traitées a la saponine (Fleck et al. 2019). Des
études sur les activités antioxydantes et antimicrobiennes d'extraits du concombre de mer

Holothuria tubulosa ont également affirmé le statut bactériostatique plutdt qu'un effet
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bactéricide des extraits méthanoliques riches en saponines, dans une gamme de
concentrations moins elevée que celle utilisée dans la présente étude (la concentration
maximale analysée lors de ces recherches est de 50 pg.mL™), suggérant que les saponines
présentent des effets retardateurs de la croissance des bactéries méme a partir d’une faible
concentration(Kunili and Arik 2018). Ces études confirment bien les observations réalisées
dans le cadre de ce projet en utilisant les extraits expérimentaux, il est démontré que des
saponines pures ont des effets antibactériens et antiadhésifs considérables, par contre les
extraits utilisés dans ce projet n’ont pas d’effet considérable a moindre concentration, ce qui
semble étre d0 au fait que les extraits expérimentaux analysés dans le cadre de cette étude ne
sont pas purs ou que les mesures de concentrations en saponines effectuées ne reflétent pas
réellement la concentration en saponines contenues dans les extraits expérimentaux analysés

dans le cadre de cette étude.

Les concentrations en saponines utilisées peuvent également influencer les résultats
des analyses de I’effet antimicrobien des saponines de coproduits de C. frondosa. Les
concentrations utilisées lors de cette étude sont d’un maximum de 2 mg.mL™ d’extraits
expérimentaux ; les résultats présentent que les effets antibactériens sont observés lors des
analyses effectuées avec les saponines commerciales, mais pas avec les extraits
expérimentaux. Ceci peut étre d0 au dosage en saponines dans les extraits testés ; plus
précisément, I’estimé de la concentration en saponines dans les extraits expérimentaux n’est
pas représentatif vu que les saponines n’ont pas été mesurées en tant que telles, mais qu’on
a plutdt fait un estimé de la concentration en saponines contenues dans les extraits. 1l serait
donc possible que les valeurs des concentrations testées ne représentent pas les
concentrations en saponines, alors qu’avec les saponines commerciales, il y a réellement les
vraies concentrations. Muhammad Imran Khan et al. ont démontré des effets antibactériens
significatifs avec des extraits de saponines issues de graines de thé vert, a une concentration
maximale de 0.1 mg.mL™. Il est donc suggéré que I’absence d’effets antibactériens des
extraits expérimentaux dans cette présente étude n’a pas de lien avec le dosage des extraits,
mais c’est possiblement dii a la nature des extraits et des saponines contenus dans ces extraits

expérimentaux (Khan et al. 2018).
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L’absence d’effets antibactériens significatifs des extraits expérimentaux pourrait
également étre expliquée par le fait qu’il y a moins de composés saponifiques dans les
coproduits. Les coproduits utilisés dans ce projet sont constitués par les parties internes et les
résidus de tentacules des concombres de mer. Hossain et al. 2020 ont démontré que les
saponines de C. frondosa se retrouvent en majorité dans le tégument de I’animal (Hossain et
al. 2020), mais Ramalho et al. 2020 ont par contre stipulé dans leurs analyses sur des
coproduits de C. frondosa (Ramalho et al. 2020), qu’il y a un taux considérable de saponines
dans les coproduits de concombres de mer (composés du systeme digestif, du systeme
respiratoire et des gonades) tout comme rencontré dans cette présente étude. L’absence des
effets antibactériens pourrait donc étre liée, soit au fait que les saponines contenues dans les
coproduits ne sont pas de nature antibactérienne, mais possédent d’autres fonctionnalités
comme vue précédemment (Bahrami et al. 2018), soit les autres éléments qui constituent les
extraits expérimentaux provoquent des interférences lors des analyses, masquant ainsi les

effets antibactériens des saponines.

Les extraits de coproduits de C. frondosa utilisés dans ce projet sont issus des
concombres de mer qui ont été capturés en été 2017 dans les zones de péche situées entre
Matane et Cap Gaspé (zones comprises entre 5 et 85 métres de profondeur) (Campagna et al.
2005), ils ont été transformés juste apres la capture et conservés jusqu’en 2019, avant les
étapes d’extraction des saponines. Il est connu que la taille et la nature des concombres de
mer capturés varient dépendamment de la zone ou ils ont été péchés. Gosner 2014 a démontré
que les individus retrouvés en eaux peu profondes sont plus petits (Gosner 2014), il donc est
possible que I’age et 1’état physiologique des concombres de mers utilisés dans ce projet
soient la raison de leur variation en composés saponifiques ; toutefois, aucune données dans
la litérature n’est disponible a ce propos. La saison de capture, la saison de ponte ainsi que la
durée de conservation des coproduits avant la phase d’extraction peuvent également influer
sur la composition des concombres de mer. Abuzaytoun 2017 a démontré que les proportions
des classes de lipides contenus dans les concombres de mer varient selon la saison, avec des
proportions plus élevées de lipides éthers dans les récoltes d'hiver et de printemps

(Abuzaytoun 2017). Des études ont confirmé que la saison de ponte varie de mars a juillet
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selon les endroits (Hyman 1955), au Québec, la saison de ponte a lieu a la mi-juin (Hamel
and Mercier 1996b). Il est suggéré que tous ces parametres interférent dans la composition
moléculaire des extraits utilises, pouvant ainsi influencer les résultats obtenus lors de cette
étude. Cet effet de lot pourrait étre contrdlé en comparant plusieurs lots de coproduits lors
des analyses des effets antibactériens, ce qui n’a pas été le cas dans cette étude par manque
de matériels biologiques (lots de coproduits). Les résultats des analyses des effets
antiadhésifs des extraits riches en saponines de coproduits de C. frondosa montrent des effets
significatifs avec les saponines commerciales et les extraits expérimentaux dialysés a partir
de la concentration 1 mg.mL* (surtout pour les saponines commerciales), par contre, les
saponines expérimentales brutes ne présentent pas d’effets antiadhésifs significatifs. Ces
résultats sont probablement dus au fait que la composition des saponines expérimentales peut
interférer lors des analyses, ceci, en rapport avec les procédés d’extraction (les extraits
expérimentaux ne sont pas assez purifiés). Tout comme commenté dans les discussions sur
les effets antibactériens des extraits expérimentaux, la nature des coproduits utilisés et leur

provenance pourrait également influencer le potentiel antiadhésif des extraits expérimentaux.

Les résultats des analyses du potentiel antiadhésif des extraits expérimentaux dialysés et
commerciaux démontrent des effets antiadhésifs significatifs a partir de 1 mg.mL™?, alors que
ces deux extraits sont différents au niveau de la concentration en saponines. Il est possible
que cette ressemblance d’effets soit due au fait qu’il y a d’autres facteurs qui interférent dans
la composition des extraits dialyses utilisés, pouvant favoriser le potentiel antiadhésif de ces
extraits. Le potentiel antiadhésif des saponines a déja été démontré dans les recherches avec
la plante Quillaja (Antolak et al. 2018) , mais des études effectuées sur des concombres de
mer de la classe Holothuridae ont également démontré que des composeés bioactifs contenus
dans les concombres de mer prévenaient 1’adhésion bactérienne (Soliman et al. 2016) ;
suggérant que les saponines contenues dans les extraits dialysés analysés dans ce projet ne
sont pas forcément les seules responsables des effets antiadhesifs ; il se pourrait que d’autres
éléments contenus dans les extraits agissent également en tant qu’antiadhésifs, expliquant le
fait que les saponines commerciales et extraits expérimentaux ont les mémes effets a

1 mg.mL* de concentration.
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Les extraits expérimentaux dialysés présentent des effets significatifs de 1’adhésion a partir
de 1 mg.mL? tout comme les saponines commerciales ; ces résultats démontrent que les
extraits dialysés agissent en tant qu’antiadhésifs a partir de 1 mg.mL de concentration. Des
études effectuées sur des extraits riches en saponines de concombres de mer démontrent des
effets antiadhésifs significatifs sur des diatomees, & des concentrations maximales de
0.15 mg.mL, ce qui est largement plus bas que ce qui a été utilisé dans la présente étude
(Kamyab et al. 2020). Cependant, il serait possible que les extraits expérimentaux dialysés
utilisés dans ce projet présentent des effets antiadhésifs significatifs a partir d’une plus faible

concentration, dépendamment du niveau de purification des extraits lors de I’extraction.

Les résultats de la présente étude démontrent que les coproduits du concombre de mer
C. frondosa ont montré des propriétés antibactériennes (bactériostatiques) et antiadhésives
contre les bactéries marines formatrices de biofilms en milieu immergé, mais ces propriétés
sont toutes limitées dans leur ampleur. Les activités antibactériennes observées restent
toutefois tres limitées pour les extraits, ce qui n’est pas le cas pour les activités antiadhésives.
Le potentiel antibactérien des extraits de coproduits de C. frondosa n’est pas marquant, par
contre, il y a un potentiel intéressant avec les antiadhésifs et qui pourrait étre utilisé dans le
domaine de la biotechnologie a condition de valider la reproductibilité, en tenant en compte
des autres facteurs qui peuvent interférer dans la composition des extraits (lots de coproduits,
saison de péche ; ...). Le potentiel antiadhésif des extraits riches en saponines de coproduits
de C. frondosa démontré dans les résultats pourraient aussi présenter un grand intérét dans le
domaine de la conservation du milieu marin ; vu que ces extraits ne tuent pas les bactéries,
mais qu’ils empéchent simplement leur adhésion sur les surfaces immergées. Ces extraits
sont également intéressants parce qu’ils sont non sélectifs, c’est-a-dire, ils n’agissent qu’avec
les bactéries formatrices de biofilms marins et ne contiennent pas de substances biocides
pouvant représenter un risque pour l’environnement marin. Malgré I'extraction et les
procédés de purification effectués lors de cette étude afin d’obtenir des extraits riches en
saponines, il restait encore des impuretes dans les extraits utilisés. Ces procédés d'extraction
nécessitent du temps et beaucoup de solvants afin d’obtenir une petite portion de saponines

utilisables pour effectuer les analyses des effets antibactériens et antiadhésifs. Cependant, il
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est connu que les procédés d'extraction permettant d’obtenir des saponines pures sont cotiteux
et nécessitent beaucoup de temps, cela ne va pas dans l'intérét des entreprises de péche dans
un contexte de valorisation de coproduits. Bien que les extraits ne sont pas purs, les résultats
des analyses des effets antiadhésifs de ces extraits riches en saponines de coproduits de C.
frondosa pourraient étre intéressants pour de futurs recherches, dans un but d’une potentielle

exploitation du pouvoir antiadhésif des extraits.

54



5. CONCLUSION

En conclusion, les effets antibactériens et antiadhésifs des extraits riches en saponines
de concombres de mer C. frondosa ont été analysés. Ce projet d’étude a été effectué dans le
but de documenter un nouveau moyen de valorisation des coproduits de concombres de mer
issus de I’exploitation de I’entreprise « Poissonnerie de Cloridorme » ; et également afin de
trouver un nouveau composant antibactérien et antiadhésif pour application dans la
fabrication de peintures antisalissure sans biocides pour I’entreprise « Les Enduits
Mirapakon ». Les extraits bruts et dialysés riches en saponines de coproduits de concombre
de mer utilisés pour réaliser les analyses de 1’effet antibactérien et antiadhésif sont issus des
étapes d’extraction effectuées dans le laboratoire de chimie de Merinov (partenaire de ce
projet) et dans le laboratoire de microbiologie de I'ISMER. Des saponines commerciales
issues de la plante Quillaja ont également été utilisées a titre de références ; les analyses ont
été effectuées avec des souches agroalimentaires et des souches marines formatrices de

biofilms.

Les extraits bruts et les extraits dialysés ne présentent pas d’effets antibactériens
significatifs, contrairement aux saponines commerciales qui agissent en tant que retardataires
de croissance pour les bactéries marines a partir d’une concentration de 1 mg.mL™. Les
analyses du potentiel antiadhésif n’ont pas révélé d’effets significatifs des extraits bruts
contrairement a ce qui a ce qui a été observé avec les extraits dialysés. De futures études
sont requises pour étudier le lien entre les différences de composition chimique de ces deux
types d’extraits et les différences d’effet antiadhésif observées. Par contre les analyses du
potentiel antiadhésif des extraits dialysés et les saponines commerciales ont révélé des effets
significatifs a partir d’une concentration de 1 mg.mL™, les extraits dialysés et les saponines
commerciales réduisent jusqu’a 100 % 1’adhésion des souches marines a une concentration
de 5 mg.mL™. Les résultats de ce projet ont permis de savoir que les extraits riches en
saponines de coproduits de Cucumaria frondosa présentent un potentiel intéressant pour la
lutte contre la bioadhésion en milieu marin, bien que les effets antibactériens ne sont pas

marqués. Les extraits nécessitent une purification supplémentaire afin d’obtenir des résultats
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plus reproductibles ; mais les résultats obtenus sur les propriétés antiadhésifs des extraits
riches en saponines de coproduits de Cucumaria frondosa pourraient justifier de futurs

travaux dans un but d’une potentielle d’exploitation du pouvoir antiadhésif des extraits .

L’objectif de cette étude étant d’évaluer le potentiel antimicrobien d’extraits de
coproduits de C. frondosa pour des applications industrielles dans le domaine
agroalimentaire et dans le domaine de la réduction du biofouling ; cette étude nous a permis
de démontrer que les activités antibactériennes potentielles ne méneront probablement pas a
une valorisation, mais qu’ il serait intéressant de poursuivre les explorations des capacités

antiadhésives de ces extraits pour Vérifier le potentiel de valorisation et de commercialisation.
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