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RESUME
Suite a une séparation par chromatographie sur couche mince plusieurs types de saponines ont été mis en évidence dans
les extraits partiellement purifiés d’ <i>Holothuria tubulosa</i> de la lagune de Bizerte. Ces composés paraissent
quantitativement différents selon la période sexuelle et présentent une importante activité hémolytique qui dépend de la
concentration de 1’extrait ainsi que de la durée de son incubation avec les globules rouges.
Mots clés : Holothuria tubulosa - lagune de Bizerte - saponines - hémolyse.

ABSTRACT
Study of saponins of Holothuria tubulosa from Bizerta lagoon : Following a separation by thin layer
chromatography we demonstrate the presence of several types of saponins in partially purified extracts of<i>
Holothuria tubulosa </i> of the Bizerte lagoon. These compounds appear quantitatively different according to the
sexual period. Saponins of <i> Holothuria tubulosa </i> present an important hemolytic activity.
Key words: Holothurians - the lagoon of Bizerte - saponins - hemolytic activity

MATERIEL ET METHODES
INTRODUCTION

L’identification d’Holothuria tubulosa, provenant de la
Les saponines des échinodermes, particuliérement celles
des espéces tropicales appartenant aux classes des
Holothuridés et des Astéridés (Bruno et al., 1993;

Ivanchina et al., 2000), sont des produits naturels marins lagune de Bizerte; est basée sur des critéres
assez bien ¢étudiés. Cependant, les saponines des morphologiques, anatomiques et endo-squelettiques
Holothuries d’origine méditerranéenne sont mal connues. (Koehler, 1921; Tortonese, 1965). La taille moyenne des
Ces substances toxiques se trouvent surtout dans les animaux est d’environ 23 cm et leur poids frais moyen
tubules de Cuvier des Holothuries et dans la paroi de leur est de ’ordre de 110g. Les extractions sont réalisées sur
corps. Elles sont sécrétées pour légitime défense contre deux lots d’Holothuries: le premier est collecté pendant

les prédateurs et les parasites et peuvent aussi intervenir la période de ponte (aolit 2001) et le deuxiéme aprés la
dans la maturation des gamétes. Le but de ce travail est ponte pendant le mois de janvier 2002 (Bute et al.,
d’étudier les saponines isolées de Holothuria tubulosa, 1992); les animaux sont conservés a — 20 °C.

qui est parmi les Holothuridés les plus communes des Pour la séparation des saponines, on a adopté la stratégie
cotes méditerranéennes. Holothuria tubulosa est une proposée par Riguera (1997) avec une légére
espéce benthique essentiellement littorale. Elle fréquente modification. L’extraction est effectuée par de 1’éthanol a

des biotopes trés variés, les fonds sableux et vaseux, les chaud. L’extrait brut est ensuite repris par I’éther de
fonds rocheux couverts d'algues, les prairies de pétrole; la fraction insoluble est de nouveau extraite par
Posidonies et autres Phanérogames (Koehler, 1921; un mélange n-BuOH:H,O. La phase butanolique
Cherbonnier, 1956; Tortonese, 1965). contenant les saponines est concentrée et reprise par du

méthanol. Ainsi on obtient un extrait (H) pour le lot du
mois de janvier et un extrait (E) pour le lot du mois
d’aoit. La fraction renfermant les saponines est soumise
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a une séparation par chromatographie sur couche mince
(CCM). Les plaques de gel de silice (Merck) sont de
dimensions Scm % 20cm et le solvant de développement
est constitué de CHCl;/MeOH/H,O dans les proportions
70/30/4 (v/v/v). Les spots obtenus sont révélés par les
lumieres UVass nm €t UViss nm, par le réactif de Molish
(N), par le trichlorure d'antimoine (A) (Stahl, 1969) ou
par du sang (S) (Wagner et al., 1984). L’activité
hémolytique des saponines n’a été effectuée que pour
I’extrait (H) selon la méthode décrite par Apers et al.,
(2001).

RESULTAT

1- Identification des holothuries

Les holothuries utilisées appartiennent a la sous-classe
des Aspidochirotacea. Leurs tentacules sont au nombre
de 20 possédant une forme de bouclier. Leur gonade est
située a gauche du mésentére dorsal. L’organe de Cuvier
est absent. Les podia non blancs sont éparpillés sur toute
la surface du corps; ceux de la région dorsale sont
modifiés en papilles (Fig.1).

Figure 1: Morphologie externe de Holothuria tubulosa Gmelin,
face dorsale. (Capturé dans la lagune de Bizerte)

Cette espece est caractérisée par la présence de spicules
rugueuses et épineuses, y compris des corpuscules
turriformes de trés petite taille et dont le disque basilaire
présente une forme presque circulaire épineuse a contour
ondulé (Fig.2-a), des boucles plus ou moins arrondies a
contour irrégulier et lisse, a orifices trés petits (Fig.2-b)
et enfin des boucles rugueuses et épineuses (Fig.2-c). On
note aussi la présence de plaques larges arrondies
présentant plusieurs perforations (Fig.2-d). On peut aussi
trouver des plaques allongées au niveau des papilles et
podia (Fig.2-e). Les tentacules contiennent des batonnets
allongés, rugueux et ne présentent pas de ramifications
(Fig.2-f). Cette description permet d’attribuer les
échantillons récoltés a 1’espéce Holothuria tubulosa dont
la classification est la suivante :

Ordre : Aspidochirotida Grube, 1840

Famille : Holothuriidae

Genre : Holothuria Linneo, 1767

Espéce : tubulosa Gmelin, 1788

2- Identification des saponines et analyse comparative
des extraits (E) et (H)

Les chromatogrammes des extraits (E) isolés des
Holothuries collectées pendant la ponte, ont montré un
important nombre de spots représentés schématiquement
dans la figure 3-a.
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Figure 2: Description des spicules de Holothuria tubulosa
Gmelin, d’apres les échantillons récoltés dans la lagune de
Bizerte. a: Corpuscules turriformes; b: Boucles arrondies a
contour irrégulier et lisse de la face ventrale; c: Boucles
rugueuses et épineuses; d: plaques perforées arrondies des
podia; e: Plaques allongées perforées; f: Batonnets des
tentacules.

Suite a une révélation par le réactif de Molish (N) on
peut noter la présence de 9 spots (2, 4, 5, 6,9, 10, 11, 12
et 13) colorés a différents niveaux de bleu renfermant

donc des sucres de différentes structures (Fig.3-b; E(N)).
Suite & une révélation des stérols sapogénines par le
trichlorure d'antimoine (A), on distingue sept importants
spots qui donnent une coloration rouge-violette en
lumicre visible et en UViseum, des couleurs verte, rouge-
violet ou bleu (les spots, 2, 4, 5, 8, 9, 11 et 13) (Fig.3-b;
E(A)). La révélation par le sang (S) montre la présence
de 6 zones a effet hémolytique important qui
correspondent aux spots n° 2, 3, 9, 10, 12 et 13; les spots
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n° 4,5, 7 et 14 sont de faible intensité (Fig.3-b; E(S)). En
résumé (Tab.l) six spots peuvent correspondre a des
saponines; ce sont les spots n° 2, 4, 5,9, 10 et 11, les
spots 12 et 13 peuvent étre considérés comme des
saponines de faible concentration avec un pouvoir
hémolytique élevé.

Bien que les différences entre les chromatogrammes
soient minimes, leur analyse comparative permet de
mieux reconnaitre les saponines isolées de Holothuria
tubulosa. Pour I’extrait (H) isolé des Holothuries aprés la

ponte, nous avonsp (thvé plES@Ae) legg (@}?mes

b: T
4
5
= .
F
NIE
= >
. 10
=)
&1 11
8 12
g |
o
12 C:
Lo\ ]
o M 4

4

12
13

3- Mesure de ’activité hémolytique de I’extrait
L’incubation des globules rouges en présence de I’extrait
(H) contenant les saponines de Holothuria tubulosa,
entraine une importante libération d’hémoglobine
(Fig.4). Cet effet qui résulte d’une lyse de la membrane
des hématies, dépend de la concentration de 1’extrait (H)
dans le mélange réactionnel et de la durée d’incubation
(Fig.5). L’extrait (H) d’Holothuria tubulosa donne un
pourcentage d’hémolyse de 50 % lorsque sa
concentration dans le mélange réactionnel est d’environ
S50pg/ml (fig.6).
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chromatogrammes que ceux de l’extrait (E) (Fig.3-c).
Des différences dans l’intensité des spots peuvent
toutefois apparaitre (Tab.1). Les observations des
chromatogrammes a 1’UVasum indiquent que le spot n° 9
constitue la saponine la plus importante quantitativement
dans les extraits d’été et d’hiver d’Holothuria tubulosa.

Figure 3: a- Représentation schématique des spots. b-
Les chromatogrammes de 1’extrait E.; E(N): révélation
E(A):

d'antimoine; E(S): révélation par le sang. c- Les

par 1’a-Naphtol; révélation au trichlorure

chromatogrammes de 1’extrait H. H(N): révélation par

I’a-Naphtol;  H(A):  révélation au trichlorure

d'antimoine; H(S): révélation par le sang. (la quantité

d’extrait déposée est d’environ 2 mg par plaque).

DISCUSSION

La comparaison entre les chromatogrammes des deux
extraits (E) et (H) nous améne a conclure que 1’extrait
isolé de Holothuria tubulosa renferme plusieurs types de
saponines présentant des concentrations relatives
différentes selon la période de maturité sexuelle; on peut

donc supposer que ces composés possedent différents
roles. Les saponines n° 2, 9, 11 et 13 sont les plus
concentrées dans ’extrait d’été¢ (E); elles auraient donc
un role important durant la gamétogenése. Ce résultat est
en accord avec ceux d’Aminin et Anisimov (1987) qui
ont mis en évidence une trés faible variation dans la
concentration des Holotoxines extraites de la paroi de
I’Holothurie du genre Stichopus japonicus durant les
périodes d’aprés et d’avant ponte. En revanche, la
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concentration des glycosides au niveau des gonades est
plus importante avant la ponte. Notons par ailleurs que
Maltsev et al. (1984) a montré que les Holotoxines
glycosides, extraites des Holothuries, Stichopus
japonicus, collectées de localités différentes sont de
méme nature mais peuvent avoir une variation dans leur
concentration relative. D’autres études de Ginger et al.,
(2000) réalisées sur les lipides majeurs chez sept especes
d’Holothuries collectées dans la zone abyssale, ont
montré une différence interspécifique significative dans
la distribution des stérols libres chez ces espéces. Cette
différence pourrait étre en relation avec les niches
écologiques et les stratégies alimentaires. Ces
observations laissent supposer que les différences des
concentrations relatives des saponines détectées dans
I’extrait (E) et ’extrait (H) peuvent résulter d’une

118






Tableau 1 : Comparaison de I’intensité des spots des deux
extraits (E) et (H).«++»: Couleur accentuée; «+» : faible
intensité ; «-»: absence de spot.

Spots correspondant a des saponines
des deux extraits

SEC?‘ Rf E H

a-naphtol Sbcl; Sang  a-naphtol  Sbel; | Sang
™) @ ® ™) (GYRENC))

0.9

1 7
2 0.9 ++ ++ ++ + + +

5

0.9

30
4 0‘.‘8 + + + - + +
5 0.7 * * * ++ + +

5

0.7

6 2

0.6

7 7

0.5

8
9 045 ++ ++ + + + -
10 Oé4 + + ++ - + +
11 053 A A * + + +
12 oéz " o B + + o+
3 0.1 ++ + ++ + ) +

9

0.1

14 0

variation du régime alimentaire entre les mois de janvier
et d’aofit, sachant que les glycosides triterpéniques des
Holothuries peuvent étre synthétisés a partir des delta-5-
stérols d’origine alimentaire (Stonik, et al., 1999).

Dans le cas de I’extrait (H) d’Holothuria tubulosa
renfermant des saponines, nous avons mesuré une
importante activit¢ hémolytique qui se manifeste
immédiatement aprés le contact avec les globules rouges.
Le mode d’action des saponines sur la membrane des
globules rouges a été étudié par plusieurs auteurs. Les
saponines agissent sur le cholestérol membranaire en
formant un complexe stérol-glycoside (Likhatskaya et
al., 1985) causant des perturbations de la perméabilité
membranaire. Les saponines peuvent également agir par
une augmentation de la microviscosité de la bicouche
lipidique (Aminin et al., 1989) et I’inhibition de I’activité
d’enzymes membranaires suite a des modifications de
leur interaction avec les lipides (Gorshkova et al., 1999).
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Figure 4: Activitt hémolytique de Figure 5: Cinétique d’hémolyse produite = Figure 6: Pourcentage I’hémolyse provoquée
Iextrait (H) suite a une incubation par I’extrait (H). La concentration par I’extrait (H). L’hémolyse est exprimée en
pendant 30 min a 37°C. La utilisée est de 50ug/ml. Les globules pourcentage d’hémoglobine libérée. Les
concentration est exprimée en pg rouges sont employés a 10° cellule/ ml. = globules rouges sont employés a 10°

d’extrait par ml de mélange réactionnel.  (n=4)

Les valeurs correspondent a la moyenne

de 4 essais (n=4).

CONCLUSION

L’analyse par CCM a montré que les extraits
partiellement purifiés de I’Holothurie méditerranéenne
Holothuria tubulosa renferment plusieurs types de

saponines. Suite aux différents types de révélations
utilisés dans ce travail les saponines paraissent
quantitativement différentes selon la période de maturité
sexuelle. Le test biologique de 1’extrait (H) d’hiver a
montré une importante activité hémolytique.
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