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{INTRODUCTIONJ




Le diabéte est I'une des maladies les plus connues de I'numanité dont I'effet dévastateur
augmente de jour en jour et atteint un niveau épidémique (Farnsworth, 1986). C’est une maladie
chronique qui se déclare lorsque le pancréas ne produit pas suffisamment d’insuline, ’hormone qui
régule la concentration de sucre dans le sang (glycémie), ou lorsque I’organisme n’est pas capable
d’utiliser correctement 1’insuline qu’il produit (OMS, 2016). Selon la classification du diabete fondéee
depuis 1997 par ’ADA (American Diabetes Association), il existe quatre types de diabétes : le
diabéte de type 1, le diabéte de type 2, le diabéte gestationnel et d’autres types spécifiques appelés
“’diabétes secondaires’’ (Jouli, 2001; Guillausseau et al. 2003). De ces différents types, le diabete
de type 2 est le plus prépondérant avec une proportion de plus 85 % des cas. C’est la forme la plus
courante de diabéte. Il se caractérise principalement par des troubles de sécrétion et du mécanisme
d’action de l'insuline (Alberti et al., 1998). Selon les estimations de la Fédération Internationale du
Diabete, le diabéte toucherait 15,9 millions de personnes en Afrique subsaharienne et aurait cause
312.000 déces en 2017 (Stéphany, 2018). La plupart des diabétiques, en Cote d'lvoire comme dans
les pays du Nord, souffrent d'un diabete de type2 (Stéphany, 2018). Sa progression revét
actuellement une allure pandémique. Ainsi, selon les derniéres estimations de la Fédération
Internationale du diabéte (2019), 463 millions de personnes dans le monde souffrent de diabéte, et
cela pourrait atteindre 578 millions d'ici 2030.

Le diabéte fait peser une lourde charge économique sur le systeme de soins de santé mondial et sur
I’économie mondiale en général (OMS, 2016). Le colt annuel direct lié & la gestion du diabéte est
estimé a plus de 827 milliards de dollar US (Seuring et al., 2015 ; NCD Risk Factor Collaboration,
2016). L’un des éléments qui contribuent a cette augmentation est la hausse des dépenses liées aux
spécialités pharmaceutiques utilisées pour traiter les diabétiques, notamment les nouveaux
traitements oraux contre le diabéte de type 2 et les analogues de 1’insuline (OMS, 2016). L'une des
approches thérapeutiques pour contréler I'hyperglycémie postprandiale dans le DT2 consiste a inhiber
la digestion des glucides alimentaires. L'a-amylase pancréatique (EC 3.2.1.1) est une enzyme clé qui
décompose les glucides alimentaires tels que I'amidon en monosaccharides simples dans le systeme
digestif. Ceux-ci sont ensuite dégradés par les a-glucosidases en glucose qui, une fois absorbé,
pénétre dans la circulation sanguine. Par conséquent, I’inhibition des enzymes a-amylase et o
glucosidase peut supprimer la digestion des glucides, retarder I’absorption du glucose et, par
conséquent, reduire le taux de sucre dans le sang. (Kajaria et al., 2013). Dans le traitement du diabéte
de type 2 au moyen de médicament, plusieurs molécules chimiques de synthése tels que I’acarbose,
le biguanide, le sulfamide hypoglycémiant, le thiazolidinediones,... sont utilisées. Bien qu’elles
soient utiles pour réguler le diabéte, elles présentent des effets néfastes sur la sante a savoir : des
maladies cardio-vasculaires, des insuffisances rénales, des troubles neurologiques, des maladies

cardiaques qui sont toutes, dans le pire des cas, mortelles (Spiller et Sawyer, 2006 ; Lee et al., 2017;
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Buysschaert, 2018)). Aussi, selon Eric et al. (2017), les antidiabétiques synthétiques actuels peuvent
entrainer des risques d’hypoglycémie, des prises de poids, et des effets secondaires gastro-intestinaux,

tandis que certains patients peuvent méme ne pas les tolérer.

Pour pallier ce probleme, la recherche de nouvelles molécules biologiquement actives qui
auraient peu ou pas d’effets secondaires sur la santé serait une bonne alternative. Ainsi, depuis
plusieurs années, des di et tripeptides naturels sont utilisés comme agents thérapeutiques. En effet,
ceux-ci ont I’avantage d’étre facilement assimilables du fait de leurs faibles poids moléculaires
(Decaffmeyer et al., 2008). De plus, ils présentent un risque réduit de toxicité car leur dégradation
produit des acides aminés qui sont des molécules bénéfiques pour 1’organisme et sont reconnues pour
avoir une activité biologique capable de prévenir le diabéte (Loffet, 2002 ; Fournier, 2012).

De tout ce qui précéde, les questions suivantes attirent notre curiosité. L’agroressources
ivoiriennes regorgent-elles de sources biologiques riches en protéines ? Ces sources protéiques
renferment-elles de biopeptides d’intéréts thérapeutiques ? Ces biopeptides sont-ils capables de
réguler les enzymes clés impliquées dans le métabolisme du diabete ?

C’est pour répondre aux différentes interrogations que la présente étude a été initiée. Elle a pour
objectif général de répertorier dans l’agroressource de Cote d’Ivoire, des ressources riches en
protéines, susceptibles de contenir des biopeptides d’intérét thérapeutique, en vue de leur utilisation
future pour la régulation du diabéte de type 2. Il s’agira spécifiquement dans cette étude de :

- sélectionner dans I’agroressources ivoiriennes, les sources biologiques riches en protéines ;

- extraire la fraction protéique et produire des extraits peptidiques ;

- ¢évaluer I’activité inhibitrice des extraits peptides obtenus sur deux enzymes régulatrices du

métabolisme du diabete (a-amylase et a-glucosidase).

Outre I’introduction et la conclusion, ce mémoire est subdivisé en trois parties. La premiere présente
des géneéralités sur le diabéte, les biopeptides, 1’agroressources et les enzymes a-amylase et o-
glucosidases. La deuxieme partie concerne le matériel et les méthodes d’analyse utilisés dans cette

étude. Quant a la derniére partie, elle est consacrée a la présentation des résultats et leur discussion.
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1.1- GENERALITES SUR LE DIABETE
1.1.1- Historique

Le diabéte est I'une des maladies les plus connues de I'humanité depuis 1’antiquité dont I'effet
dévastateur augmente de jour en jour et atteint un niveau épidémique (Farnsworth, 1986). Le
papyrus Ebers fait mention de cette maladie a partir de I’an 1550 avant Jésus Christ. Le terme
« diabéte » vient du grec ancien et signifie passer au travers en référence a deux symptémes
caractéristiques de la maladie, la soif (polydipsie) et le besoin fréquent d’uriner (polyurie). Le terme
latin « mellitus » signifiant sucré comme le miel a été ajouté par le médecin anglais Thomas Willis
apres avoir noté le goQt sucré des urines de patients diabétiques (Willis, 1674). Ainsi, il est utilisé par
les médecins grecs dés le quatrieme siécle avant Jésus-Christ pour désigner les diabétiques qui
boivent beaucoup et urinent trés fréquemment et abondamment, comme si I’eau ne fait que « traverser
leur corps » (Seyar, 2021). En 1893, Laguesse développa I’hypothése insulaire du diabéte, et affirma
que le diabete post-pancréatectomique était la conséquence directe de la disparition des Tlots, auxquels
il donna le nom de Langerhans (Schlienger, 2018).

1.1.2- Définition

Selon I’OMS (2022), le diabéte est une maladie chronique grave qui se déclare lorsque le
pancréas ne produit pas suffisamment d’insuline, ou lorsque I’organisme n’est pas capable d’utiliser
efficacement I’insuline qu’il produit (OMS, 2022). Celle-ci est une hormone peptidique sécrétée par
les cellules béta des flots de Langerhans du pancréas qui régule le taux de glucose sanguin (Seyar,
2021). A coté de cette premiére définition, d’autres auteurs définissent le diabéte comme étant un
trouble métabolique, d'étiologie multiple, caractérisé par une hyperglycémie chronique (élévation
chronique de la concentration de glucose dans le sang) avec des perturbations du métabolisme des
glucides, des graisses et des protéines résultant de défauts dans la sécrétion d'insuline, de I'action de
I'insuline ou les deux (ECDCDM, 1997 ; Alberti et al., 1998 ; Jouli, 2001). Cette hyperglycémie
chronique est associée, a des degrés divers, a des complications a long terme, touchant en particulier
les yeux, les reins, les nerfs, le coeur et les vaisseaux sanguins (Bedou, 2019). Le diabéte sucré peut
présenter des symptomes caractéristiques tels que la soif, la polyurie, les troubles de la vision et la
perte de poids (Alberti et al., 1998). Ainsi, est déclarée diabétique, toute personne ayant une glycémie
plasmatique a jeun de 1,26 g/L ou > 2 g/L quel que soit I’heure du prélévement en présence de

symptdmes cliniques (Jouli, 2001).



1.1.3- Epidémiologie et physiopathologie du diabete

Le diabéte sucré est un probleme de santé majeur présent partout dans le monde. Les études
épidémiologiques ont montré qu’il touche indistinctement toutes les populations et toutes les tranches
d’age. A Iéchelle mondiale, le nombre de patients diabétiques est en augmentation spectaculaire ces
derniéres années (Bédou, 2019). En effet, en 2019, le diabéte était la cause directe de 1,5 million de
déces et 48 % de I’ensemble de ces déces sont survenus avant 1’age de 70 ans. Aussi, I’organisation
mondiale de la santé rapporte que 460 000 déces enregistrés 1’année derniére du fait de maladies
rénales ont été causes par le diabéte (OMS, 2022). Le diabéte est également la principale cause de
cécité de I’adulte dans les pays développés. Aprés 15 ans d’évolution, presque 100 % des patients
diabétiques de type 1 ont une rétinopathie. Dans le cas du diabéte de type 2, au moment du diagnostic,
environ 20 % des patients ont une rétinopathie qui aurait débuté au moins 6,5 ans avant (Raccah,
2018).

1.1.4- Classification
La classification des diabétes est fondée depuis 1997 sur la physiopathologie des différentes

formes cliniques et génétiques de la maladie (Guillausseau et al., 2003). Ainsi, il existe :

1.1.4.1- Diabete de type 1

Cette forme de diabéte, précédemment désignée par les termes diabéte insulino-dépendant ou
diabéte juvénile, résulte d'une destruction auto-immune & médiation cellulaire des cellules béta du
pancréas (ECDCDM, 1997). Il est généralement caractérise par la présence d'anticorps anti-GAD,
dlots cellulaires ou d'insuline qui identifient les processus auto-immuns conduisant a la destruction
des cellules béta. Le pic d'incidence de cette forme de diabéte survient pendant I'enfance et
I'adolescence, mais I'apparition peut survenir a tout ge, de I'enfance a la neuvieme décennie de la vie
(Alberti et al, 1998).

En 2017, 9 millions de personnes étaient atteintes de diabéte de type 1 ; la plupart d’entre elles
vivent dans des pays a revenu élevé. La cause du diabete de type 1 n’est pas connue, et en 1’état des

connaissances actuelles, il n’est pas évitable (OMS, 2022).

1.1.4.2- Diabete de type 2
Cette forme de diabéte, precédemment appelée diabéte non insulino-dépendant ou diabéte de
I'adulte, est un terme utilisé pour les personnes qui présentent une résistance a l'insuline et
généralement une carence relative (plutdt qu'absolue) en insuline (ECDCDM, 1997). C’est la forme

la plus courante de diabéte. Elle se caractérise par des troubles de I'action et/ou de la sécrétion
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d'insuline, I'un ou l'autre pouvant étre la caractéristique prédominante (Alberti et al., 1998). Plus de
95 % des personnes atteintes du diabéte ont le diabéte de type 2. 1l est en grande partie le résultat
d’une surcharge pondérale et du manque d’activité physique. Récemment, ce type de diabete qui était

observé que chez les personnes adultes, survient aussi de plus en plus chez les enfants (OMS, 2022).

1.1.4.3- Diabete gestationnel

Le diabete gestationnel est une intolérance aux glucides se traduisant par une hyperglycémie
de sévérité variable avec apparition ou premiere reconnaissance pendant la grossesse. Cette
intolérance aux glucides apparait entre la 24°™ et la 28°™ semaine de grossesse et disparait aprés
I’accouchement. La définition s'applique indépendamment du fait que I'insuline soit ou non utilisée

pour le traitement ou que la condition persiste apres la grossesse (Jouli, 2001 ; Alberti et al., 1998).

1.1.4.4- Autres types spécifiques du diabete

Les autres types spécifiques du diabete, encore appelés diabétes secondaires, sont dus aux
défauts génétiques de la fonction des cellules béta; aux maladies du pancréas exocrine ; aux
endocrinopathies ; aux prises de médicaments ou infections chimiques. Ce sont des formes rares de
diabete a médiation immunitaire et autres syndromes génétiques parfois associés. lls sont des causes
moins courantes de diabéte sucré dans lesquels le défaut ou le processus pathologique sous-jacent

peut étre identifié de maniére relative et spécifique (Alberti et al., 1998).

1.1.5- Particularité du diabéte de type 2

La progression du diabéte de type 2 (DT2) revét actuellement une allure pandémique. Le
nombre de diabétiques dans le monde était de 463 millions en 2019 et en 1’absence des mesures de
prévention primaire indispensables, il atteindra 578 millions d'ici 2030 (FID, 2019).

L’hyperglycémie est due a une réduction du captage du glucose et a une production glucosée
hépatique excessive, liée a une diminution de I’insulinosécrétion et de 1’insulinosensibilite.
L’augmentation des besoins en insuline qui résulte de 1’insulinorésistance est compensée par une
insulinosécrétion accrue. Cela permet de garder une glycémie normale chez des sujets sans
prédisposition génétique a un diabéte de type 2. Cependant, chez les sujets prédisposés a un diabéte
de type 2, I’incapacité de la cellule béta a répondre a 1’augmentation des besoins en insuline, conduit
a une ¢lévation progressive de la glycémie puis a un diabete. Ce mécanisme d’adaptation est appelé
« phénoméne de compensation de 1’insulinorésistance par la cellule béta », et c’est sa défaillance qui

est a ’origine du diabéte de type 2 (Guillausseau et al., 2003).



Selon la classification des diabétes fondée depuis 1997, il existe deux formes de diabéte de
type 2 (DT2) : La forme monogénique, liée a un déficit de I’insulinosécrétion, est minoritaire et
représente 5 a 10 % des cas de DT2. Quant a la forme polygénique ou « commune », ¢’est la forme
la plus prépondérante, représentant 90 a 95 % des cas de DT2. Elle est liée a un défaut d’identification
de la ou des mutations responsables de la maladie du diabéte de type 2. Il s’agit de maladies
multifactorielles, ou se conjuguent des facteurs liés a I’environnement (Guillausseau et al., 2003).

Ces formes associent selon la définition de I’OMS deux anomalies métaboliques dont
I’importance relative est variable d’une forme a 1’autre : un déficit de 1’insulinosécrétion ou
insulinopénie et une diminution de la sensibilité a I’insuline des tissus cibles, principalement le
muscle, le foie et le tissu adipeux, encore appelée insulinorésistance (Guillausseau et al., 2003). La
combinaison de ces deux anomalies conduit au DT2. Ce sont ces formes, dont la prévalence augmente

actuellement, qui représentent un probleme majeur de santé publique (Guillausseau et al., 2003).

1.1.5.1- Causes et facteurs de risques

Au cours des derniéres décennies, la compréhension du déeveloppement et de la progression
du DT2 a évolué rapidement. Sa cause principale est 1’altération progressive dans la sécrétion
d'insuline par les cellules B pancréatiques, généralement antécédent de résistance a l'insuline
préexistante dans le muscle squelettique, le foie et le tissu adipeux (Ralph et al., 2015).

Le DT2 se regroupe dans les familles et est héréditaire. Le risque de développer un DT2 est
plus élevé lorsque la mere est atteinte de la maladie que lorsque le pére est atteint de la maladie. Ainsi,
se déclinent comme suit, les facteurs de risque du diabete de type 2 : 1’dge avancé ; I’ascendance non
blanche ; les antécédents familiaux de diabéte sucré de type 2 (T2DM) ; le surpoids ou obésité (indice
de masse corporelle (IMC) >25kg par m?) ; I’obésité abdominale ou centrale (indépendante de
I''MC) ; le syndrome des ovaires polykystiques ; les facteurs alimentaires malsains (consommation
réguliére de boissons sucrées et de viandes rouges et faible consommation de grains entiers et d'autres
aliments riches en fibres) ; le tabagisme ; le mode de vie sédentaire ; les antécédents de diabéte
gestationnel ou 1’accouchement de nouveau-nés pesant plus de 4kg ; le sommeil court et long ; le
travail posté en rotation ; les antécédents de maladie cardiovasculaire et les athéroscléroses (Ralph
et al., 2015).

1.1.5.2- Symptbmes
Le diabéte de type 2 évolue souvent en silence (sans aucun symptdéme) pendant plusieurs
annees, car la glycemie augmente trés progressivement. Des symptdmes existent parfois et sont

susceptibles de vous alerter. lls peuvent apparaitre progressivement, apres plusieurs années
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d’évolution : I’augmentation du besoin d’uriner (polyurie) ; 1’augmentation de la soif (polydipsie) ;
la diminution du poids de maniére inexpliquée alors que I’appétit augmente ; la fatigue ; les
démangeaisons au niveau des organes génitaux ; la cicatrisation trés lente d’une plaie ; la vision

trouble ; les infections plus fréquentes.

1.1.5.3- Complication

Les complications du diabéte de type 2 sont multiples. Ce sont entre autre : les complications
vasculaires (I’hyperglycémie ; I’insulinorésistance ; 1’artériosclérose accélérée) ; les complications
cardiovasculaires (la  cardiopathie ischémique ; I’insuffisance cardiaque; [D’artériopathies
périphériques ; I’atteinte cérébrovasculaire) ; la rétinopathie ; I’insuffisance rénale ; la neuropathie

diabétique (Schlienger, 2013).

I.2- GENERALITES SUR LES BIOPEPTIDES
1.2.1- Définition

Les biopeptides ou peptides bioactifs sont définis comme des peptides possédant des
propriétés pharmacologiques bénéfiques (Clare et Swaisgood, 2000). Ce sont des fragments
protéiques qui ont la propriété d’interagir avec certains systemes biologiques et de provoquer un effet
physiologique. Les interactions qui peuvent exister sont de trois grands types : inhibition d’enzymes,

interaction avec des récepteurs et déstructuration de membranes biologiques (Romain, 2012).

1.2.2- Effet biologique des biopeptides

Les biopeptides ont une panoplie d’activités biologiques. Ce sont entre autres des activités
antioxydantes, antithrombotiques, opioides et hypotensives, des propriétés antimicrobiennes, une
capacité a réduire le cholestérol, des effets immunomodulateurs, toutes bénéfiques pour le bon
fonctionnement de 1’organisme (Nasri, 2017). Aussi, ses propriétés antimicrobiennes ont une trés
grande utilité en industries alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques. Ainsi, de nombreuses
études ont montré que les biopeptides exercent une activité antibactérienne contre de nombreux
micro-organismes responsables de la détérioration des aliments et/ou de la santé tels que:
Microcoque jaune A270, Listeria innocua, Escherichia coli, et Salmonelle enteritidis, tous
pathogénes (Nasri, 2017).

Il a déja été rapporté dans la littérature que certains peptides bioactifs améliorent la sensibilité
a l'insuline (Mora et al., 2019). En effet, les peptides cryptés dans les graines a canaris,

traditionnellement consommeées pour traiter le diabéte et I'hypertension, ont montré une activité
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inhibitrice contre la dipeptidyl peptidase IV (DPP V) et I'enzyme de conversion de l'angiotensine
(ACE), qui sont des cibles pour les traitements du diabéte et de I'nypertension (Mora et al., 2019).
De plus, certains peptides bioactifs sont multifonctionnels et peuvent présenter plusieurs activités
biologiques. Par exemple, la lactoferricine, dérivée de la protéine de lactosérum, s'est avérée présenter
de nombreuses activités, notamment des activités antimicrobiennes, anticancéreuses, anti-
inflammatoires et immunomodulatrices (Vogel et al., 2002). Les hydrolysats de protéines ont
également été utilisés pour maintenir I'état nutritionnel d'individus ayant des besoins nutritionnels ou
physiologiques non couverts par les aliments conventionnels (Clément, 2000). Ils sont aussi utilises
dans la nutrition sportive comme supplément a haute énergie pour maximiser I'anabolisme des

protéines musculaires chez les athlétes en bonne santé (Manninen, 2009).

1.2.3- Production des biopeptides
Selon la littérature, il existe deux principales voies utilisées pour la production des
biopeptides. Il s'agit de I’hydrolyse enzymatique des protéines et de la fermentation microbienne

(Ericetal., 2017).

1.2.3.1- Hydrolyse enzymatique

Cette méthode consiste a soumettre a une hydrolyse enzymatique, la matiere protéique, a une
température et un pH donnés. Plus d'une seule enzyme protéolytique (qu'elle soit purifiée ou brute)
peut étre utilisée pour hydrolyser la protéine afin de produire I'nydrolysat contenant de courtes
séquences peptidiques (Eric et al., 2017). A ce jour, aucune enzyme protéolytique spécifique n’est
connue pour produire des peptides bioactifs spécifiques dans les aliments. Toutefois, I'nydrolyse de
la subtilisine a tendance a produire des peptides de faible poids moléculaire dont certains sont
bioactifs. Ainsi, Zhang et al. (2012) ont montré que les protéines du son de riz hydrolysées par la
subtilisine généraient le plus grand nombre de peptides de faible poids moléculaire et présentaient
une activité biologique plus élevée que les échantillons hydrolysés avec une cystéine endopeptidase,
la papaine et la pepsine. En fonction du type d'enzyme utilisé, les séquences peptidiques peuvent
avoir des activités biologiques différentes. Les peptides de faible poids moléculaire (<10 kDa) se sont
avéres étre des antioxydants et des antihypertenseurs plus efficaces que les peptides de poids
moléculaires élevés (Eric et al., 2017). Aussi, les facteurs tels que la température et le temps alloué
pour I'hydrolyse affectent I'étendue de I'hydrolyse et peuvent affecter également le type de peptides

génerés dans les hydrolysats et leurs propriétés (Eric et al., 2017).
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1.2.3.2- Fermentation microbienne

La fermentation microbienne implique la culture de certaines bactéries ou levures sur des
substrats protéiques pour hydrolyser les protéines avec leurs enzymes au fur et a mesure de leur
croissance. Les bactéries ou levures en croissance sécretent leurs enzymes protéolytiques dans le
matériau protéique pour libérer les peptides des protéines meres. Habituellement, la bactérie de choix
est cultivée jusqu'a sa phase exponentielle dans un bouillon a une température adaptée a la croissance
bactérienne. Les cellules sont ensuite récoltées, lavées et mises en suspension dans de I'eau distillée
stérile (contenant généralement du glucose) et utilisées comme levain (stater) pour inoculer un
substrat protéique stérilisé. L'ampleur de I'hydrolyse dépend de la souche utilisée, du type de protéine
et du temps de fermentation (Eric et al., 2017). Ces mémes auteurs ont observé que le lactosérum
fermenté par Lactobacillus brevis avait une capacité inhibitrice de I'ECA (Enzyme de Conversion de
I’ Angiotensine) plus forte que ceux fermentés avec Lb. acidophilus, Lb. bifermentane, Lb. casei, Lb.
helveticus, Lb. lactis, Lb. paracasei, Lb. plantarum et Lb. reuteri. Cela montre que la fonctionnalité
des hydrolysats de protéines peut différer d'une culture a un autre puisque les micro-organismes ont
des systemes protéolytiques différents.

Les bactéries de la méme espece peuvent également différer dans leurs capacités
protéolytiques, ce qui peut entrainer des bioactivités différentes. Par exemple, Sanjukta et al. (2015)
ont observé que la fermentation de protéines de soja avec Bacillus subtilis MTCC5480 entrainait un
degré d'hydrolyse d'acides aminés libres plus élevé que les échantillons fermentés avec B. subtilis
MTCC1747. Apres fermentation, le mélange est centrifugé et le surnageant récupéré. Le surnageant
peut ensuite étre soumis a une hydrolyse supplémentaire a l'aide d'enzymes protéolytiques pour

obtenir des séquences peptidiques plus courtes.

1.3- GENERALITES SUR L’AGRORESSOURCES
1.3.1- Définition

Les agroressources sont les matieres premicres issues de l'agriculture quelle qu’en soit leur
destinée d'usage. Ceci concerne donc exclusivement les matieres d'origine vivante cultivées par
I'Homme, en aucun cas celles prélevées directement dans I'environnement. De ce fait, elles sont

considérées comme renouvelables.

1.3.2- Quelques agroressources riches en protéine

1.3.2.1- Feuilles de marguerites
La marguerite (Figure 1A) de nom scientifique Tithonia diversifolia (famille

d’Asteraceae), est un arbuste retrouvé sur les limites des champs, les prairies et les terres perturbées
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en Afrique de I'Est. Initialement introduites au Kenya depuis I'Amérique centrale comme plante
ornementale, elle est retrouvée maintenant dans les provinces occidentales et centrales, dans les
régions cotiéres et dans certaines parties de la vallée du Rift (Kandungu et al., 2013). Riche en
protéines (Tableau I) et en minéreaux (calcium et phosphore), Tithonia diversifolia est un trés bon
apport fourragé pour les ruminants. Il est préférable de le couper plusieurs fois par an et le donner
aux animaux avant floraison, stade auquel elle est le plus riche en nutriments. Il est possible de faire

sécher la marguerite et de 1’incorporer a 1I’alimentation durant toute I’année (Olivier, 2021)

1.3.2.2- Feuille de pourpier

Le pourpier (Figure 1B), de son nom scientifique Portulaca oleracea, est une plante annuelle
succulente herbacée de climat chaud avec une distribution cosmopolite. Il est largement consommé
comme herbe potagere ou ajouté dans les soupes et les salades dans les pays méditerranéens et
asiatiques tropicaux. Le pourpier est beaucoup utilisé comme médicament dans de nombreux pays
(Yan-Xi et al., 2015). Cette plante est riche en vitamines, notamment en provitamine A, vitamines B
et C, et en minéraux (principalement le calcium, le magnésium, le potassium et le fer). Elle a la
particularité de contenir entre 100 a 500 mg d’acides gras (particuliérement des acides gras oméga 3)
pour 100 g de plante fraiche. Ces acides gras connus pour étre protecteurs du systéme cardio-
vasculaire, interviennent dans la prévention de la dégénérescence maculaire, des dépressions et ont
un effet anti-inflammatoire. Aussi, le pourpier est tres riche en protéines avec une quantité de 44 ¢

pour 100 g de matiere seche (Anonyme 1, 2022).

1.3.2.3- Courge

La courge (Figure 1C), de son nom scientifique Cucurbita pepo L. est apparue pour la
premiere fois en 1256. Le mot « courge » vient du Latin « cucurbita » désignant la « gourde »
ou calebasse. Il s’agit d’une plante annuelle herbacée et rampante, caractérisée
par des fleurs jaunes, de larges feuilles vertes et un gros fruit relié par un pédoncule parfois
angulaire. C’est un fruit originaire d’Afrique consommé frais comme légume, ou utilisé sec
pour fabriquer des objets (Jardiner, 2022). La courge est reconnue pour ses
propriétés antioxydantes, sédatives, antiparasitaires intestinales et méme aphrodisiaques, les
graines de courge sont préconisées pour lutter contre le diabete, 1’asthénie, la dyspepsie, les
maladies parasitaires causées par les vers intestinaux comme le tenia du beeuf (Jardiner,
2022). Riche en protéines, en micronutriments et en vitamines, la graine de courge est également un
super aliment a conseiller aux personnes victimes du phénomene de grignotage ou de fringale
(Norbert, 2021).
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Tableau I : Composition chimique de quelques agroressources

aFeuille de  PFeuillede  °Graine dGraine  ¢Grainede fChenille

Composants ] ) ]
maguerite  pourpier decourge depapaye pasteque de karité
Calcium (%) 2,62 0,02 0,035 - - 0,16
Cendres (%) - 18,98 4,7 8,8 - -
Fibres (%) 18,51 - - 17 - -
Glucides (%) - 1,97 6,3 15,5 - 7
Lipides (%) - - 48,4 25,3 31,53 15
Protéines (%) 22,23 44,35 35,1 24,3 37,04 63
Matiere seche (%) 88,91 - - - 97,80 -
Humidité (%) - - 55 - 2,20
Phosphore (%) - 5,6 0,92 - -
Potassium (%) - 0,02 0,59 - - 2,25

Sources : Carlos et al., 2022 ; PMohamed et Hussein, 1994 ;*Oumar, 1981;% Fabert, 2011 ; °Enzonga-Yoca et al.,
2011 ; 'Gnissien, 2016 ; Niang, 1987

Figure 1 : Photographie de quelques agroressouces riches en protéines

Source : Anonyme 2, (2023)

A : feuilles de marguerite (Tithonia diversifolia) ; B : feuilles de pourpier (Portulaca oléracae) ; C :
courge (Cucurbita pepo) ; D : Papaye (Carica papaya) ; E : Pasteque (Citrillus lanatus) ; F : Chenille
de karité (Cirina butyrospermii)
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1.3.2.4- Papaye

La papaye (Figure 1D) est le fruit du papayer qui est un petit arbre de trois a dix méetres de
hauteur, a port de palmier dont 1’espéces la plus retrouvée est Carica papaya qui serait originaire du
Mexique. Ses feuilles se présentent sous la forme d’un bouquet terminal a 1’extrémité du tronc. Elles
peuvent atteindre jusqu’a soixante centimetres de longueur (Fabert, 2011). La papaye (Carica
papaya) est riche en vitamines, elle est longue de quinze a quarante centimetres pour un diamétre de
sept & vingt-cing centimetres. Elle posséde une forme ovoide ou arrondie, la cavité centrale
renfermant des graines noires ou grisatres de saveur piquante contenues dans un mucilage. Ces
graines sont une source importante de protéines (Tableau 1) et bien d’autres d’éléments nutritifs

(Fabert, 2011). Aussi, elles possedent de grandes propriétés digestives (Fruits d'Outre-Mer, 1946).

1.3.2.5- Pastéque

La pastéeque (Figure 1E), de son nom scientifique Citrullus lanatus, est une plante herbacee
annuelle de la famille des Cucurbitacées. Originaire d’Afrique, elle est aujourd’hui cultivée un peu
partout dans le monde. La pastéque se caractérise par sa forte teneur en eau, qui constitue environ 90
% du fruit frais. C’est une importance source d'éléments nutritifs (Tableau I). Elle renferme des
protéines, des glucides, des lipides, des fibres, des vitamines (A, B1, B2, B3, B5, B6, B9, C) et des
minéraux notamment le potassium, le magnésium, 1’iode, le sodium, le calcium, le manganeése, le

phosphore et le zinc (Lys et al., 2018).

1.3.2.6- Chenille de karité

De son nom scientifique Cirina butyrospermii (Figure 1F), la chenille de karité a été décrite
en 1960 par Vuillet. Plus connue sous 1’appellation de « chitoumous en dafing, moré », la chenille de
karité présente de grandes valeurs nutritionnelles si bien qu’elle peut faire 1’objet « d’agrobusiness »
et de «médico-business » (Sanon, 2005). Cette chenille défoliatrice du karité constitue une
importante source de protéines (Tableau 1) et contient également des glucides, des lipides et des sels
minéraux (Calcium et Fer). Elle est fortement consommée par une bonne partie de la population

Malienne et Burkinabé ou le kilogramme est vendu jusqu’a 300 FCFA (Niang, 1987).

1.4- GENERALITE SUR LES ENZYMES a-AMYALSE ET a-GLUCOSIDASE

1.4.1- a-amylase
L’amylase a été décrite pour la premicre fois au début des années 1800 et est considérée comme 1’une

des premiéres enzymes de I’histoire a étre étudiée scientifiquement (Akinfemiwa et al., 2022). C’est
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une enzyme digestive principalement sécrétée par le pancréas et les glandes salivaires (Pieper-
Bigelow et al., 1990). Il existe trois principales classes d’enzymes amylases : a-, B- et y-amylase.
Leur fonction principale est d’hydrolyser les liaisons glycosidiques dans les molécules d’amidon,
convertissant les glucides complexes en sucres simples (Zakowski et al., 1985). Particuliéement, les
enzymes a-amylases sont des glycosidases qui rompent les liaisons osidiques o-1,4 des
polysaccharides (amidon et glycogene) de facon aléatoire en libérant des dextrines, du maltose et du
maltotriose (Bendali, 2005). Sudha et al. (2011) ont rapporté que I’activité de 1’a-amylase
pancréatique humaine (HPA) dans ’intestin gréle est corrélée a une augmentation des taux de glucose

postprandiaux, dont le contrdle constitue donc un aspect important dans le traitement du DT2.

1.4.2- a-glucosidase

Les a-glucosidases (EC 3.2.1.20) catalysent I’hydrolyse des résidus de glucose a-1,4 non réducteurs
terminaux provenant des glucosides aryles (ou alkyles), des disaccharides ou des oligosaccharides.
Elles sont fréquemment appelées maltases, bien que certaines d’entre elles puissent avoir une faible
activité sur le maltose (Terra et Ferreira, 2012). Ce sont des exo-glycosidases catalysant
majoritairement I”hydrolyse des liaisons a-1,4-glucosidiques du maltose et du maltotriose pour libérer
un o-D-glucose (Berriha et Boukhris, 2019). Le rdle principal de ces enzymes qui sont présentes
dans la bordure en brosse de 1’intestin gréle est la digestion des oligosaccharides en monosaccharides
(Wu et al., 2016). La dernicre étape de 1’hydrolyse des glucides pour produire un monosaccharide
absorbable est médiée par les enzymes a-glucosidases présentes dans le tissu épithélial de I’intestin
gréle (Algahtani et al., 2020).
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11.1- Matériel
11.1.1- Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé dans le cadre de cette étude (Figure 1) était constitue de graines
de papaye (Carica papaya), de graines de courge (Cucurbita pepo), de graines de pasteque (Citrullus
lanatus), de chenilles de karité (Cirina butyrospermii) achetés au marché Gouro dans la commune
d’Adjamé (Abidjan, Cote d’Ivoire), de feuilles de pourpier (Portulaca oleracea) collectées a la gare
lagunaire de Cocody-Blockoss (Abidjan, Cote d’Ivoire) et de feuilles de Marguerite (Tithonia
diversifolia) collectées a Gonzague-ville, dans la commune de Port-Bouet, Abidjan, Cote d’Ivoire.
Ces agroressources ont été acheminés a 1’Unité de Pédagogie et de Recherches (UPR) en
Biotechnologies de I’Université Félix Houphouét-Boigny de Cocody. L’ensemble du matériel a été
choisi sur la base de sa richesse en protéines, de sa disponibilité, de son accessibilité et de son
utilisation courante dans la pharmacopée.

En plus de ces ressources, I’a-amylase de Aspergillus oryzae (30 U/mg), produites par Sigma-
Aldrich (Amérique) et le suc digestif de I’escargot, Achatina achatina (Figure 2), ont été utilisés pour
¢valuer D’activité inhibitrice des biopeptides issus de différents échantillons. Les escargots utilisés
dans cette étude ont été achetés au marché Gouro, dans la commune d’Adjamé (Abidjan, Cote

d’Ivoire).

11.1.2. Réactifs et produits chimiques

Pour mener a bien cette étude, certains réactifs et produits chimiques ont été utilisés. lls étaient
tous de grade analytique. Ce sont entre autre : I’empois d’amidon de manioc, le saccharose, ’acide
3,5-dinitrosalicylique (DNS), 1’acide acétique, 1’acide ortophosphorique, 1’alcool, I’acétate de
sodium ; la soude (hydroxyde de sodium) ; le tartrate double de sodium et de potassium, 1’acarbose

(50 mg/comprimé), le sulfate d’ammonium, le gel sephadex G-200 (Pharmacia Fine Chemicals) etc.

11.1.3. Matériel technique

Le matériel technique concerne les appareils et matériels de laboratoire qui nous ont permis
de réaliser cette étude. Ce sont entre-autre : une centrifugeuse (Laboao HR-16, Chine) ; un bain-marie
(Julabo D-77960 Seelbach/Germany) ; une étuve (Fisher Bioblock Scientific, Allemagne) ; une
plaque chauffante (Casino HP202-D2-2500, Chine) ; un mixeur (moulinex uno, France) ; un vortex
(BIOBASE MX-S, Chine) ; un agitateur (BIOBASE, SK-0180-S, Chine) ; un réfrigérateur ; un
spectrophotomeétre (Pioway, Chine V5000), un pH-métre (HANNA, France); un dispositif
chromatographique (6 : 3,8 cm x h : 8,3 cm) ; etc.
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Figure 1 : Photographie de quelques agroressouces riches en protéines

A : feuilles de marguerite (Tithonia diversifolia) ; B : feuilles de pourpier (Portulaca oléracae) ;
C : courge (Cucurbita pepo) ; D : Papaye (Carica papaya) ; E : Pastéque (Citrillus lanatus) ; F :
Chenille de karité (Cirina butyrospermii)
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Figure 2 : Sources enzymatiques
A : escargot (Achatina achatina) ; B : a-amylase de Aspergillus oryzae

18



11.2- Méthodes
11.2.1- Traitement des ressources biologiques
11.2.1.1- Processus d’extraction des graines

Les fruits de papaye (Carica papaya), de courge (Cucurbita pepo), de Pasteque (Citrullus
lanatus) ont été lavés soigneusement a 1’eau de robinet puis tranchés a I’aide d’un couteau en acier
inoxydable pour en extraire leurs graines. Ces derniers ont été¢ séchées a 1’étuve (Fisher Bioblock
Scientific, Allemagne) a 50 °C pendant 48 h puis moulues a I’aide d’un mixeur (moulinex uno,
France). Les poudres obtenues ont été conservées dans des bocaux propres puis disposes dans un

endroit sec pour les analyses ultérieures.

11.2.1.2- Processus du traitement des feuilles
Les feuilles de pourpier (Portulaca oleracea) et de Marguerite (Tithonia diversifolia) ont été
soigneusement lavées a 1’eau de robinet puis séchées a 1’étuve (Fisher Bioblock Scientific,
Allemagne) a 50 °C pendant 48 h. Les feuilles séchées ont ét¢ moulues a 1’aide d’un mixeur (moulinex
uno, France) pour 1’obtention de la poudre. Cette poudre a été conservée dans des bocaux propres

puis disposée dans un endroit sec pour les travaux ultérieurs.

11.2.1.3- Processus du traitement de la Chenille de karité
Les chenilles de karité ont été séchées a 1’étuve (Fisher Bioblock Scientific, Allemagne) a 50
°C pendant 24 h puis broyées a 1’aide d’un mixeur (moulinex uno, France). La poudre obtenue a été

conservée dans des bocaux propres puis disposée dans un endroit sec pour les usages ultérieurs.

11.2.1.4- Extraction du suc digestif de I’escargot
Le suc digestif de I’escargot géant d’Afrique (Achatina achatina) a été extrait selon la
méthode décrite par (Colas, 1977). Ainsi, les escargots ont été maintenus a jeun pendant 3 jours.
Ensuite, a I’aide d’une masse, leurs coquilles ont été brisées pour recueillir le contenu du tube digestif
dans un tube d’essai plongé dans un bain de glace. Ce contenu du tube digestif a été centrifuger a
10.000 tr/min a 4 °C pendant 30 minutes a I’aide d’une centrifugeuse réfrigérante (Laboao HR-16,

Chine). Le surnageant résultant a été stocké a 4 °C pour les travaux ultérieurs.
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11.2.2- Extraction des protéines brutes

Les protéines des différents échantillons ont été extraits selon la méthode décrite par Bédikou
et al. (2020) avec une légeére modification au niveau du rapport la masse de 1’échantillon
utilisé/volume de la solution aqueuse (M/v).

Le principe d’extraction est basé sur la solubilité des protéines en solution aqueuse (NaCl a
0,9 %). Ainsi, 25 g de poudre de courge, de chenille de Kkarité, de pasteque et de papaye ont été
séparément introduits dans 150 mL de solution de NaCl préparé a 0,9 % (p/v) ; soit un rapport 1.6
(p/v). Pour les échantillons de feuilles de pourpier et de marguerite, les 25 g de poudre ont été dissouts
séparément dans 250 mL de NaCl 0,9 % ; soit un rapport 1:10 (p/v). Les solutions obtenues ont eté
filtrées a 1’aide d’un filtre whatman pour éliminer les résidus. Chaque filtrat a été par la suite
centrifugé a 10.000 tr/min pendant 10 minutes a 1’aide d’une centrifugeuse (Laboao HR-16, Chine),
puis le surnageant de chaque échantillon représentant I’extrait brut protéique a été récupéré, puis

conservés a4 °C.

11.2.3- Précipitation des protéines par le sulfate d’ammonium

La précipitation des protéines est basée sur la solubilité différentielle des protéines en présence
des sels (sulfate d’ammonium). Ainsi, plus la force ionique des sels augmente, plus les protéines
précipitent. Dans cette étude, les extraits protéiques de chaque échantillon ont été précipités avec du
sulfate d’ammonium a un taux de saturation de 100 % (m/v).

Pour ce faire, 50 mL d’extrait protéique ont été introduits dans un erlenmeyer puis I’ensemble
a été mis dans un bain glacé sous agitation (BIOBASE, SK-0180-S, Chine) a 140 tr/min pendant 15
min. Ensuite, 35 g de sel (sulfate d’ammonium) ont été ajoutés progressivement jusqu’a solubilisation
totale. La solution obtenue a été laissée reposer pendant 90 min puis centrifugée a 10.000 tr/min
pendant 30 min a ’aide d’une centrifugeuse (Laboao HR-16, Chine). Enfin, chaque culot a été

récupére puis resuspendu dans 50 mL d’eau distillée.

11.2.4- Hydrolyse thermique des extraits protéiques

Les différents extraits protéiques préecipités ont été hydrolysés selon la méthode décrite par
(Bedikou et al., 2022a). Selon cette méthode, une fraction de chaque extrait protéique a été incubée
pendant 30 min dans un bain-marie réglé a 80 °C. Au terme de ce temps, chaque extrait a été récupéré

puis conserveé a 4 °C pour les éventuelles études.
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11.2.5- Détermination de la teneur en protéines de différents extraits protéiques
11.2.5.1- Préparation du réactif de Bradford
Le réactif de Bradford est préparé en dissolvant 100 mg de bleu de Coomassie G-250 dans
50 mL d'éthanol a 95 %. La solution est ensuite mélangée avec 100 mL d'acide phosphorique a 85
% puis complétée a 1 L avec de I'eau distillée. Le réactif obtenu est filtré a travers du papier filtre

Whatman puis stocké dans un flacon sombre couvert de papier aluminium a I’abri de la lumiére.

11.2.5.2- Détermination de la teneur en protéines de différents extraits protéiques

La teneur en proteines des différents extraits a été effectuée selon la méthodes décrite par
(Bradford, 1976). Le principe de cette méthode repose sur la liaison du bleu de Coomassie G-250 a
la protéine. La forme cationique du colorant, qui prédomine dans la solution de réactif de dosage
acide, a une absorbance maximale de 470 nm et sa forme anionique, qui se lie aux protéines, a une
absorbance maximale de 595 nm. L’intensité de la coloration bleue est proportionnelle a la quantité
de protéines présente dans 1’échantillon.

Ainsi, les protéines contenues dans les différents extraits ont été quantifiées en ajoutant a 100
uL de chaque échantillon a 5 mL du réactif de Bradford. Ensuite, le mélange a ét¢ mis a ’abris de la
lumicére pendant 5 minutes puis I’absorbance a été mesurée a 595 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre
(Pioway, Chine V5000). Le blanc a été réalisé dans les mémes conditions en remplacant les 100 pL
de I’échantillon par 100 uL d’eau distillée. Le sérum de I’albumine bovine (SAB) de concentration 1
mg/mL a été utilisé comme protéine de référence pour réaliser la gamme d’étalonnage des protéines.

Les formules suivantes ont été utilisées pour le calcul des rendements en protéines des
différents extraits précipités et hydrolysés :

teneur en protéine d’extrait précipité de Iréchantillon

X 100

Rendements des extraits précipités (%) =

teneur en protéine d’extrait brut de lI/échantillon

teneur en protéine d’extrait hydrolysé de l/échantillon

X 100

Rendement des extraits hydrolysés (%) =

teneur en protéine d’extrait précipité de l7échantillon

11.2.6- Préparation du tampon acétate de sodium et autres réactifs
11.2.6.1- Préparation du tampon acétate de sodium
Le tampon acétate de sodium a été préparé a une concentration de 100 mM. Pour ce faire, 13,6
g d’acétate de sodium ont été introduits dans 800 mL d’eau distillée puis le pH a été ajusté a 5 avec
de l’acide acétique. Le pH de la solution a été contrdlé a I’aide d’un pH-metre (HANNA, France)

puis le volume a été complété a 1 L avec de I’eau distillée.
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11.2.6.2- Préparation de I’empois d’amidon de manioc
L’empois d’amidon de manioc a été préparé a 1 %. Pour ce faire, 1 g de poudre d’amidon de
manioc a été introduit dans 50 mL d’eau distillée puis mis sous agitation chauffante a 1’aide d’une
plaque chauffante (Casino HP202-D2-2500, Chine) jusqu’a ce qu’elle pétille pendant 1 min. Puis, le

volume de I’empois obtenu a été complété a 100 mL avec de 1’eau distillée.

11.2.6.3- Préparation du saccharose
La solution de saccharose a €té préparé a la concentration de 1 %. Pour ce faire, 1 g de

saccharose a ¢té introduit dans 100 mL d’eau distillée puis homogénéisé.

11.2.6.4- Préparation du réactif DNS
Le réactif DNS a été préparé en dissolvant 2 g d’acide 3,5-dinitrosalycilique (DNS) dans 70
mL d’eau distillée puis chauffé a 150 °C (solution 1). Parallelement, 3,2 g de la soude (NaOH) sont
dissouts dans 30 mL d’eau distillée (solution 2). Ensuite, ces deux solutions ont ét¢ mélangées puis
mises sous agitation chauffante a 150 °C. Enfin, 60 g de tartrate double de sodium et de potassium
ont été ajoutés progressivement puis le volume de la solution finale a été complété a 200 mL avec de

I’eau distillée.

11.2.6.5- Préparation de I’a-amylase
L’a-amylase utilisé dans cette étude a été préparée a une concentration de 0,2 g/mL. 2 g d’a-
amylase de 1’Aspergillus oryzae (30 U/mg) (Sigma-Aldrich, Amérique) ont été introduits dans 10 mL
de tampon acétate de sodium (100 mM ; pH 5,0) puis distribuées dans les tubes eppendorfs et

conservées dans un congélateur pour les usages ultérieurs.

11.2.7- Fractionnement des différents extraits protéiques
Les différents extraits protéiques ont été fractionnés en utilisant la chromatographie d’exclusion
moléculaire. Cette méthode permet de séparer les molécules en fonction de leur volume

hydrodynamique et leur poids moléculaire.
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11.2.7.1- Préparation du gel de migration sephadex G-200 et du dispositif
chromatographique

Le gel sephadex G-200 (Pharmacia Fine Chemicals) permet de fractionner les protéines

globulaires qui ont une masse comprise entre 5 a 800 kDa. Le gel sephadex G-200 a été préparé en

introduisant 3,13 g de Sephadex G-200 dans 94 mL de tampon acétate de sodium (100 mM ; pH 5,0)

puis laissé reposer pendant 3 h de temps. Le gel ainsi constitué a été coulé dans la colonne

chromatographique (0:3,8 cm X h:8,3 cm) puis connectée a un bocal contenant 1’éluant (tampon

acetate de sodium).

11.2.7.2- Processus de fractionnement des différents extraits protéiques

Le fractionnement a été effectué en déposant minutieusement 2 mL d’extrait protéique au-
dessus du gel préalablement coulé dans la colonne chromatographique. Ensuite, le débit de la colonne
a été réglé a 0,5 mL/min de sorte a faciliter une bonne séparation des molécules protéiques et
peptidiques. Le volume mort qui correspond au 1/3 du volume de la colonne a été collecté avant que
3 mL de fraction ne soient récupérés a intervalle de 6 min.

Pour confirmer la présence de peptides dans les différentes fractions, la teneur en protéines a
été déterminée selon la méthode de Bradford (1976) précédemment décrite. Une évaluation de
I’activité enzymatique résiduelle de ’a-amylase et de 1’a-glucosidase en présence des différents
échantillons collectées a permis de sélectionner les fractions actives qui présentaient une activité

inhibitrice sur lesdites enzymes.

11.2.8- Détermination de I’activité a-amylasique et a-glucosidasique en absence et en présence
des différents extraits peptidiques

La détermination de I’activité a-amylasique et a-glucosidasique a été effectuée selon la
méthode décrite par (Bédikou et al., 2022b). Pendant cette étude, I’activité inhibitrice des différentes
fractions collectées a partir de chaque échantillon a été évaluée comparativement a un inhibiteur de
référence (1’acarbose) utilisé comme témoin positif d’inhibition.

L’activité a-amylasique et a-glucosidasique en absence d’extraits peptidiques des différents
échantillons a été réalisée en constituant un milieu réactionnel composé de 200 pL du tampon acétate
de sodium (100 mM ; pH 5,0), 150 uL du substrat (empois d’amidon de manioc (1 %, p/v)) et 50 uL
d’a-amylase (6 U/mg). Ce milieu réactionnel, excepté le substrat a été pre-incubé a 37 °C au bain-
marie pendant 5 min. Ensuite, le substrat a été ajouté puis 1’ensemble a été homogéneise et incubé a
37 °C au bain-marie pendant 30 min. Au terme de ce temps, 100 puL d’acide 3,5-dinitrosalicylique

ont été ajoutés puis I’ensemble a été porté au bain-marie bouillant pendant 5 min. Aprés
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refroidissement, 1 mL d’eau distillée a ét¢ ajoutée et enfin, I’absorbance a été mesurée a 540 nm au
spectrophotometre (Pioway, Chine V5000). Le témoin a été realisé dans les mémes conditions en
remplagant la quantité d’a-amylase par le tampon acétate de sodium.

L’évaluation de I’activité inhibitrice des différents extraits sur les deux enzymes clés du
métabolisme du diabéte (0-amylase et a-glucosidase) a été réalisée en substituant dans chaque milieu
réactionnel 50 pL du volume de tampon par celui de I’effecteur. Le taux d’inhibition enzymatique est

déterminé par la formule suivante :

D.0 en absence d’inhibiteur — D.O en présence drinhibiteur

% d’inhibition enzymatique = %X 100

D.O en absence d’inhibiteur

11.2.9- Traitement statistique

Tous les essais (dosage des protéines et les tests d’inhibition) dans la présente étude ont été
réalisés en triples, puis les moyennes ont fait I’objet de comparaison en utilisant le test de Duncan a
un niveau de confiance de 95 % pour exprimer les différences. Ces analyses statistiques ont été
effectuées a I’aide du logiciel IBM SPSS Statistics 20.
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111.1- Résultats

I111.1.1- Teneur et rendement en protéines des différents échantillons

Le tableau Il presente la teneur en protéines des échantillons pendant les différentes étapes
de leur traitement. L’analyse statistique entre les différentes étapes du traitement des échantillons
indique qu’il n’y a pas de différence significative entre 1’extrait brut, précipité et hydrolysé de papaye
et pasteéque, entre 1’extrait brut et précipité de marguerite et de pourpier, entre 1’extrait précipité et
hydrolysé de courge. Quant a I’échantillon de chenille de karité, 1’analyse statistique indique une
différence entre I’extrait brut (4,70 + 0,47 mg/mL), I’extrait précipité (5,27 + 0,45 mg/mL) et I’extrait
hydrolysé (3,92 + 0,26 mg/mL).

Le traitement statistique entre les échantillons révele que les teneurs en protéines dans les
extraits bruts sont plus élevées dans les échantillons de pasteque, de chenille de karité, de courge et
de papaye par rapport aux échantillons de marguerite et de pourpier. La plus petite teneur en protéines
est de 1,17 £ 0,13 mg/mL pour I’échantillon de pourpier et la plus forte est 4,89 + 0,31 mg/mL pour
I’échantillon de pasteque.

Concernant 1’extrait précipité, 1’analyse statistique révele que les teneurs en protéines sont
plus élevées dans les échantillons de chenille de Kkarité, de pasteque et de papaye par rapport aux
échantillons de courge, de marguerite et de pourpier. Les teneurs en protéines les plus faibles et les
plus élevées ont éte respectivement observées avec les échantillons de pourpier (0,89 + 0,31 mg/mL)
et de papaye (4,78 + 0,92 mg/mL).

En ce qui concerne les extraits hydrolysés, 1’analyse statistique révele que les teneurs en
protéines sont plus ¢élevées dans I’échantillon de pastéque par rapport aux échantillons de courge, de
chenille de karité, de marguerite, de papaye et de pourpier. Ces teneurs s’inscrivent dans 1’intervalle
de 2,02 + 0,51 mg/mL pour I’échantillon de marguerite a 5,03 £ 0,22 mg/mL pour I’échantillon de
pastéque.

En terme de rendement (Tableau I11), les échantillons de chenille de karité et de papaye
présentent les rendements en protéines les plus élevés par rapport aux échantillons de marguerite, de
pourpier, de pastéque et de courge au niveau des extraits précipités. Ces rendements se situent dans
la marge de 53, 63 % pour I’échantillon de courge & 115,18 % pour I’échantillons de papaye. Quant
aux extraits hydrolyses, les rendements les plus élevés ont été observés avec les échantillons de
courges, de marguerite, de pasteque et de pourpier par rapport échantillons de chenille de karité et de
papaye. La plus faible valeur était de 74,38 % pour la chenille de Kkarité et la plus forte de 226,97 %

pour le pourpier.
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Tableau Il : Teneurs en protéines des échantillons pendant différentes phases de leur traitement

] Extrait brut Extraits précipités  Extraits hydrolyses
Echantillons
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

Courge 4,55 + 0,853 2,43 + 0,488 2,75 +0,21°8
Chenille de karité 4,70 + 0,473A8 5,27 + 0,45%A 3,92 + 0,268
Marguerite 1,41 + 0,318 1,24 £ 0,268 2,26 £ 0,144
Pourpier 1,17 £ 0,138 0,89 +£0,31°B 2,02 £0,514
Pasteque 4,89 £ 0,313A 4,49 + 0,444 5,03 £ 0,222A
Papaye 4,15 + 0,484 4,78 + 0,923 3,74 + 0,840A

Chaque valeur représente la moyenne et 1’écart type issus de 1’analyse statistique des trois essais. Les différentes lettres
(a, b et c) observées dans une méme colonne ainsi que les lettres (A, AB et B) observées sur une méme ligne indiquent
une différence statistique au seuil de 5 % (p < 0,05).

Tableau 111 : Rendement en protéines des différents échantillons précipités et hydrolysés
Echantillons Extraits brut Extraits précipités Extraits hydrolysés
(%) (%) (%)
Courge 100 53,63 113,16
Chenille de karité 100 112,13 74,38
Marguerite 100 87,94 182,26
Pourpier 100 76,07 226,97
Pasteque 100 91,82 112,03
Papaye 100 115,18 78,24

27



111.1.2- Teneur en protéines des différentes fractions collectées

Le tableau IV présente la teneur en protéines des différentes fractions collectées a 1’issue de
la chromatographie d’exclusion moléculaire. L’analyse statistique révele que les teneurs en protéines
des fractions I1, 12 et 13 dans I’échantillon de courge sont approximativement identiques. Ces teneurs
sont de 0,26 + 0,04 mg/mL ; 0,28 + 0,02 mg/mL et de 0,30 + 0,03 mg/mL respectivement pour les
fractions 11, 13 et 12.

Dans I’échantillon de chenille de karité, I’étude statistique révéle que les fractions inhibitrices
12 et 13 présentent les teneurs en protéines les plus élevées par rapport aux fractions I1 et 14. Ces
teneurs sont comprises entre 0,22 + 0,04 mg/mL (la fraction I1) et 0,34 £ 0,01 mg/mL (fractions I3).

Au niveau de I’échantillon de marguerite, I’analyse statistique montre que les fractions 11, 12
et 13 présentent les mémes teneurs en protéines. Ces teneurs sont de 0,25 £ 0,01 mg/mL pour la
fraction 11, 0,28 £ 0,05 mg/mL pour la fraction 12 et 0,26 + 0,05 mg/mL pour la fraction 13.

Concernant 1’échantillon de pourpier, I’étude statistique révele que les fractions 12, I3 et 14
présentent les teneurs en protéines les plus élevées par rapport aux fractions 11 et I5. Ces teneurs sont
de 0,53 £ 0,02 mg/mL pour la fraction 11, 0,54 £ 0,01 mg/mL la fraction 15 et de 0,58 + 0,01 mg/mL
pour les fractions 12, 13 et 14.

L’analyse statistique au niveau de I’échantillon de pasteque indique que les fractions I3 et 14
présentent les teneurs en protéine les plus élevées par rapport aux fractions 11 et 12. Ces teneurs sont
de 0,24 £ 0,01 mg/mL pour les fractions 11 et 12 puis de 0,27 £ 0,01 mg/mL pour la fraction 13 et 0,28
+ 0,02 mg/mL la fraction 14.

En ce qui concerne 1’échantillon de papaye, les fractions I1 et I2 présentent les teneurs en
protéine les plus élevées par rapport a la fraction 13. La plus faible teneur en protéines est de 0,07 +
0,01 mg/mL pour la fraction I3 puis les plus fortes sont de 0,13 + 0,01 mg/mL pour la fraction 12 et
0,15 £ 0,03 mg/mL la fraction I1.

111.1.3- Activité enzymatique résiduelle de ’a-amylase et de I’a-glucosidase en absence et en
présence des différentes fractions d’inhibiteurs issus des extraits peptidiques

Les figures 3 et 4 présentent les activités enzymatiques résiduelles de 1’a-amylase et I’a-
glucosidase en absence et en présence des différentes fractions peptidiques. Il faut noter que plus
’activité enzymatique résiduelle est faible, plus les fractions collectées inhibent les enzymes clés du
métabolisme du diabete de type 2.

L’utilisation d’un volume de 50 pL des fractions peptidiques I1, 12, I3 de courge, 12, 13, 14 de
chenille de karité, 12, 13 de pasteque et 12 de papaye comme effecteurs, indiquent une absence

d’activité a-glucosidasique et une faible activité a-amylasique.
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Tableau IV : Teneur en protéines des fractions collectées a 1’issue de la chromatographie d’exclusion

moléculaire
i Fractions inhibitrices
Echantillons
11 12 13 14 15
Ecg 0,26 £0,042  0,30+0,032 0,28 +0,022
Eck 0,22+0,04> 0,30+0,022  0,34+0,01* 0,24 +0,00°
Ema 0,25+0,01® 0,28+0,05° 0,26 +0,05°
Epp 0,53+0,02® 0,58+0,012 0,58+0,022 0,58+ 0,002 0,54 +£0,01°
Ept 0,24 +0,02° 0,24 +0,01° 0,27 £ 0,012 0,28 + 0,022
Epy 0,15+ 0,032 0,13+ 0,012 0,07 £0,01°

Chaque valeur représente la moyenne et 1’écart type issus de 1’analyse statistique des trois essais. Les différentes lettres
(a,b et c) observées sur une méme ligne indiquent une différence statistique au seuil de 5 % (p < 0,05). Ecg : échantillon
de courge ; Eck : échantillon de chenille de karité ; Ema : échantillon de marguerite ; Epp : échantillon de pourpier ;

Ept : échantillon de pastéque, Epy : échantillon de papaye.
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Figure 3 : Activité enzymatique de l'a-amylase et I'a-glucosidase en absence et en présence des

différentes fractions peptidiques Ecg, Eck et Ema.

AER : Activité enzymatique résiduelle ; Abs: absence ;

Ecg : échantillon de courge; Eck:

échantillon de chenille de karité ; Ema : échantillon de marguerite ; I : inhibiteur.

30



25 pL d’Inhibiteur 50 nL d’Inhibiteur

ma-amylase ma-glucosidase s a-amylase = a-glucosidase
100 ~ 100
90 90
80 80
70 70
g 6o g 60
x S0 x 50
2 40 W 40
< 30 < 30
20 20
10 10
0 0
Témoin Témoin
(en Abs d') (en Abs d'l)
Epp Epp
m a-amylase m® a-glucosidase wa-amylase = a-glucosidase
100 - 100 -
90 - 90 -
80 - 80 -
70 - 70 -
& 607 S 60 -
or 50 - o 50 -
W40 - W 40
30 A 30 -
20 - 20 -
10 - 10 1
0 - o
Témoin Témoin 13
(en Abs d'l) (en Abs d'l
Ept Ept
= g-amylase ®a-glucosidase mg-amylase W a-glucosidase
100 - 100 -
90 - 90 -
80 -+ 80 -
70 A 70 -
;z\? 60 - E’\c: 60 -
x 50 - @ 50 -
< 40 - W 40 -
3
o 10 |
10 0.
0 Té Témoin 12
émoin \
(en Abs d'l) (en Abs d'l)
Epy Epy

Figure 4 : Activité enzymatique de l'a-amylase et I'a-glucosidase en absence et en présence des

différentes fractions peptidiques Epp, Ept et Epy

AER : Activité enzymatique résiduelle ; Abs: absence; Epp : échantillon de pourpier; Ept:

échantillon de pasteque, Epy : échantillon de papaye ; | : inhibiteur.
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Cette activité a-amylasique varie de 12 % a 52,63 % respectivement pour 13/14 de chenille de karité
et 12 de pastéque par rapport aux témoins sans effecteurs (100 % d’activité a-amylasique et a-
glucosidasique). Ces effecteurs présentent de trés bons effets inhibiteurs sur ces enzymes clés du
métabolisme du diabete de type 2.

Avec I'utilisation de 25 uL d’effecteur, les fractions peptidiques I1, 12, I3 de courge, 12, I3, 14 de
chenille de karité, 12, I3 de pastéque et 12 de papaye présentent une activité a-glucosidasique qui varie
de 00 % a 100 % respectivement pour les fractions 12 de pasteque et 14 de chenille de karité puis une
activité a-amylasique qui varie de 28 % pour la fraction 13 de courge a 100 % pour les fractions 12 et
I3 de chenille de karité par rapport au témoin sans effecteur (100 % d’activité enzymatique résiduelle
de ’o-amylase et de I’a-glucosidase). Ainsi, I’effet inhibiteur des fractions peptidiques n’est pas bien
percu avec ce volume de 25 L.

Concernant les fractions peptidiques 12, 13 de marguerite et I3, IS de pourpier, 1’utilisation
d’un volume de 50 uL comme effecteur, indique une faible activité a-glucosidasique et a-amylasique.
En effet, ’activité a-glucosidasique la plus faible est de 12,50 % pour la fraction 13 du pourpier et la
plus élevée est de 37,50 % pour la fraction I5 de pourpier. Quant a I’activité a-amylasique, la plus
petite activité est de 16 % pour la fraction 13 de marguerite et la plus grande est de 71,43 % pour la
fractions 15 de pourpier. Ces activités en présence de fractions peptidiques ont été comparées au
témoin sans fraction peptidique (100 % d’activité enzymatique résiduelle de 1’a-amylase et de 1’a-
glucosidase). Il en ressort que ces différentes fractions peptidiques expriment un effet inhibiteur sur
les enzymes a-glucosidase et a-amylase impliquées dans la régulation du diabéte de type 2.

Avec un volume de 25 L, les fractions peptidiques 12, 13 de marguerite et 13 de pourpier utilisées
comme effecteurs, présentent de trés bonnes activités a-glucosidasique et a-amylasique. L’activité a-
glucosidasique est de 63,31 % pour la fraction 12 de marguerite et 80 % pour la fraction 13 de pourpier
puis I’activité a-amylasique est 29,25 % pour la fraction 13 de marguerite et de 73,56 % I3 de pourpier.
Les différentes fractions peptidiques exercent également un effet inhibiteur sur I’a-glucosidase et I’a-

amylase.

111.1.4- Tests d’inhibition des différents extraits

Le tableau V présente le taux d’inhibition de I’a-amylase et de I’a-glucosidase pour 25 pL et
50 uL de I’acarbose ou de fraction collectée a I’issue de la chromatographie d’exclusion moléculaire
des différents extraits peptidiques.

L’analyse statistique révele que dans 1’échantillon de courge, avec 25 pL d’inhibiteur des

différentes fractions I1, 12 et I3, le taux d’inhibition de I’a-glucosidase est de 36,29 + 0,26 % pour la
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Tableau V : Taux d’inhibition de I’a-amylase et de I’a-glucosidase pour 25 puL et 50 uL de I’acarbose

ou de fraction collectée a I’issue de la chromatographie d’exclusion moléculaire des différents extraits

peptidiques
25 pL de fraction 50 pL de fraction
Echantillons a-glucosidase a-glucosidase
a-amylase (%0) a-amylase (%0)
(%) (%)
Acarbose 26,98 £ 0,05a 90,92 + 0,082 100 £ 0,002 100 + 0,002
11 51,47 +0,50° 54,78 + 0,22° 53,72 £ 0,24°¢ 100 £ 0,002
Ecg 12 46,53 £0,50° 90,98 £ 0,072 75,30 + 0,27° 100 £ 0,002
I3 72,91+0,152 36,29 £ 0,26° 82,14 £ 0,152 100 £ 0,002
12 0,00 +0,00° 100 £ 0,002 80,33 + 0,58 100 £ 0,002
Eck I3 0,00 +0,00° 36,57 £ 0,37° 88,14 £ 0,122 100 £ 0,002
14 65,93 £0,07° 0,00 £ 0,00¢ 88,40 £ 0,302 100 £ 0,002
Ema 12 60,50 + 0,06° 36,87 £ 0,162 80,33 + 0,58 82,70 £ 0,262
I3 70,93+0,162 21,86 +0,15° 84,33 £ 0,582 65,46 + 0,35°
I3 26,91 £ 0,442 20,58 + 0,522 42,95 + 0,082 87,46 £ 0,452
Epp 15 - - 28,63 + 0,08 62,44 + 0,42°
Ept 12 4,07 £0,21° 100 £ 0,002 47,44 + 0,06° 100 £ 0,002
i I3 54,48 +£0,382 72,50 £ 0,43 64,97 £ 0,112 100 £ 0,002
Epy 12 43,71+0,302 27,41 +£0,172 70,15 + 0,062 100 £ 0,002

Chaque valeur représente la moyenne et 1’écart type issus de 1’analyse statistique des trois essais. Les
différentes lettres (a,b et ¢) observées dans une méme colonne pour un méme échantillon, indiquent
une différence statistique au seuil de 5 % (p < 0,05). Ecg : échantillon de courge ; Eck : échantillon
de chenille de karité ; Ema : échantillon de marguerite ; Epp : échantillon de pourpier; Ept:

échantillon de pasteque, Epy : échantillon de papaye.
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fraction 13, de 54,78 £ 0,22 % pour la fraction 11 et de 90,98 £ 0,07 % pour la fraction 12 puis le taux
d’inhibition de I’a-amylase est de 46,53 + 0,50 % pour la faction 12, de 51,47 + 0,50 % pour la fraction
11 et de 72,91 £ 0,15 % pour la fraction 13 comparativement a I’acarbose qui inhibe 1’a-glucosidase
290,92 + 0,08 % et ’a-amylase a 26,98 + 0,05 %. Avec 50 uL d’inhibiteur des différentes fractions
de courge, le taux d’inhibition de I’a-glucosidase est de 100 % pour chacune des fractions 11, 12 et
13, puis I’inhibition de I’a-amylase est de 53,57 £ 0,24 % pour la fraction 11, de 75,30 £ 0,27 pour la
fraction 12 et de 82,14 % * 0,15 pour la fraction I3 comparativement a 1’acarbose qui inhibe
totalement I’a-glucosidase et de 1’a-amylase (100 % d’inhibition de I’a-glucosidase et de 1’a-
amylase).

Dans 1’échantillon de chenille de karité, 1’analyse statistique montre qu’avec 25 pL
d’inhibiteur des fractions 12, 13 et I4, le taux d’inhibition de 1’a-glucosidase est de 0 % pour la fraction
14, de 36,57 £ 0,37 pour la fraction I3 et de 100 % pour 12, puis le taux d’inhibition de I’a-amylase
est de 0 % pour les fractions 12 et 13 et de 65,93 £ 0,07 % pour la fraction 14 comparativement a
I’acarbose qui inhibe I’a-glucosidase a 90,92 + 0,08 % et I’a-amylase a 26,98 + 0,05 %. Avec 50 pL
d’inhibiteur des différentes fractions de chenille de karité, le taux d’inhibition de 1’a-glucosidase est
de 100 % pour chacune des fractions 12, I3 et 14 puis le taux d’inhibition de 1I’a-amylase est de 80,33
+ 0,58 % pour la fraction 12, de 88,14 + 0,12 % pour la fraction 13 et 88,40 + 0,30 % pour la fraction
14 de chenille de karité, comparativement a I’acarbose qui inhibe totalement 1’a-glucosidase et de 1’a-
amylase (100 % d’inhibition de I’a-glucosidase et de I’a-amylase).

Pour I’échantillon de marguerite, I’analyse statistique révéle qu’avec 25 pL d’inhibiteur des
fractions 12 et 13, le taux d’inhibition de 1’a-glucosidase est de 21,86 + 0,15 % pour la fraction I3 et
de 36,87 + 0,16 % pour la fraction 12, puis le taux d’inhibition de 1’a-amylase est de 60,50 + 0,06 %
pour la fraction 12 et de 70,93 £ 0,16 % pour la fraction 13 comparativement a 1’acarbose qui inhibe
I’0-glucosidase a 90,92 + 0,08 % et I’a-amylase a 26,98 £ 0,05 %. Avec 50 pL d’inhibiteur des
différentes fractions, le taux d’inhibition de 1’a-glucosidase est de 65,46 + 0,35 pour la fraction 13 et
de 82,70 £ 0,26 % pour la fraction 12 puis I’inhibition de 1’a-amylase est de 80,33 + 0,58 pour la
fraction 12 et de 84,33 + 0,58 % pour la fraction 13 comparativement a 1’acarbose qui inhibe
totalement ’a-glucosidase et de I’a-amylase (100 % d’inhibition de I’a-glucosidase et de ’a-
amylase).

Concernant 1’échantillon du pourpier, I’analyse statistique montre qu’avec 25 puL d’inhibiteur
de la fraction I3, le taux d’inhibition de I’a-glucosidase est de 20,58 + 0,52 % puis le taux d’inhibition
de I'a-amylase est de 26,91 + 0,44 % comparativement a 1’acarbose qui fait 90,92 + 0,08 %
d’inhibition de 1’a-glucosidase et 26,98 + 0,05 % d’inhibition de I’a-amylase. Avec 50 pL
d’inhibiteur des différentes fractions I3 et I5, le taux d’inhibition de I’a-glucosidase est 62,44 + 0,42

pour la fraction I5 et de 87,46 = 0,45 % pour la fraction 13 puis 1’inhibition de I’a-amylase est de
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28,63 £ 0,08 % pour la fraction 15 et de 42,95 £ 0,08 % pour la fraction 13 comparativement a
I’acarbose qui inhibe totalement 1’a-glucosidase et de 1’a-amylase (100 % d’inhibition de 1’a-
glucosidase et de 1I’a-amylase).

L’analyse statistique au niveau de I’échantillon de pastéque, indique qu’avec 25 pL
d’inhibiteur des différentes fractions 12 et 13, le taux d’inhibition de 1’a-glucosidase est de 72,50 +
0,43 % pour la fraction I3 et de 100 + 0,00 % pour la fraction 12 puis le taux d’inhibition de 1’a-
amylase est de 4,07 £ 0,21 % pour la fraction 12 et de 54,48 + 0,38 pour la fraction I3 comparativement
a ’acarbose qui inhibe I’a-glucosidase a 90,92 + 0,08 % et I’a-amylase a 26,98 + 0,05 %. Avec 50
uL d’inhibiteur des différentes fractions de pastéque, le taux d’inhibition de I’a-glucosidase est de
100 % pour chacun des fractions 12 et I3 puis I’inhibition de I’a-amylase varie de 47,44 + 0,06 % a
64,97 £ 0,11 % respectivement pour les fractions 12 et 13 comparativement a I’acarbose qui inhibe
totalement ’a-glucosidase et de I’a-amylase (100 % d’inhibition de ’a-glucosidase et de ’a-
amylase).

En ce qui concerne 1’échantillon de papaye, 1’analyse statistique révele qu’avec 25 pL
d’inhibiteur de la fraction 12, le taux d’inhibition de I’a-glucosidase est de 27,41 + 0,17 % puis le
taux d’inhibition de I’a-amylase est de 43,71 + 0,30 % comparativement a 1’acarbose qui inhibe 1’a-
glucosidase a 90,92 £ 0,08 % et I’a-amylase a 26,98 + 0,05 %. Avec 50 uL d’inhibiteur de la fraction
12, le taux d’inhibition de 1’a-glucosidase est de 100 £ 0,00 % et celui de I’a-amylase est de 70,15 +
0,06 % pour la fraction 12 comparativement a 1’acarbose qui inhibe totalement 1’a-glucosidase et de

I’a-amylase (100 % d’inhibition de I’a-glucosidase et de 1I’a-amylase).

111.2- Discussion

Dans la présente étude, les résultats obtenus avec les extraits bruts indiquent que les teneurs
en protéines pour la chenille de karité sont de 4,70 £ 0,47 ; pour les graines de courge, de 4,55+ 0,85 ;
pour les graines de papaye, de 4,15 + 0,48 ; pour les graines de pasteque, de 4,89 + 0,31 ; pour les
feuilles de marguerite, de 1,41 £ 0,31 et pour les feuilles de pourpier, de 1,17 + 0,13. Ces teneurs sont
respectivement inférieures a celles obtenues par Gnissien (2016), Oumar (1981), Fabert (2011),
Enzonga-Yaca et al. (2011), Carlos et al. (2022) et par Mohamed et Hussein (1994). Ces faibles
teneurs en protéines pourraient s’expliquer par la différence de méthodes de dosage utilisee, mais
aussi par les conditions climatiques et environnementales des zones d’études. Toutefois, ces
agroressources restent une source proté¢ique dont 1’exploitation pourraient générer des biopeptides
d’intéréts thérapeutiques.

Le traitement au sulfate d’ammonium des différents extraits bruts a permis de booster les
rendements en proteines des échantillons de chenilles karité et de graines de papaye par rapport aux
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échantillons de graines de courge, de graines de pasteque, des feuilles des feuilles de marguerite et
de pourpier. En effet, la saturation au sulfate d’ammonium des différents extraits protéiques augmente
leur force ionique en sel. La hausse de cette force ionique permettrait a la totalité des protéines de se
condenser et de précipiter, d’ou I’augmentation des rendements en protéines des différents extraits
(Admin, 2021). Les échantillons de graines de courge, de graines de pasteque, des feuilles marguerite
et de pourpier ayant des rendements en protéines inférieurs a leurs extraits bruts pourraient étre dds a
une précipitation incompléte ou a la complexation des protéines a d’autres molécules empéchant leur
quantification.

L’hydrolyse thermique des différents extraits précipités a permis d’augmenter les teneurs en
protéines des échantillons de graine de courge, graines de pastéque, des feuilles de marguerite et de
pourpier par rapport aux échantillons de graines de papaye et de chenille de karité. Les protéines,
sous leurs formes natives adoptent une structure tridimensionnelle ou quaternaire. Sous I'effet de la
chaleur, la structure tridimensionnelle se désorganise du fait de la rupture de liaisons covalentes et de
basse énergie notamment les liaisons hydrogéne, hydrophobe, de VVan Der Waals,... (Bédikou et al.,
2022a). La rupture des liaisons covalentes augmenterait le nombre de sites cationiques auxquels se
lie la forme anionique du bleu de coomassie d’ou 1’augmentation des rendements en protéines des
échantillons de graines de pasteque, des feuilles de marguerite et de pourpier (Bradford, 1976). Les
rendements en protéines des échantillons de graines de papaye et de chenille de karité en dessous de
leurs extraits précipités pourraient étre relative au nombre de sites cationiques générés et 1’ incapacité
du traitement calorifique (80 °C) a désorganiser la structure tridimensionnelle native des protéines.

La chromatographie d’exclusion moléculaire a permis d’éliminer les sels et les chlorophylles

dans les différents extraits protéiques puis les a catégorisés en différents lots d’inhibiteurs. Pour les
tests d’inhibition, deux volumes d’inhibiteurs ont été utilisés: 25 pL et 50 pL. Les meilleurs taux
d’inhibition simultanée de 1’a-amylase et de 1’a-glucosidase ont été obtenus avec le volume
d’inhibition de 50 uL. Ainsi, les inhibiteurs issus des fractions de graines de courges, de papaye, de
pasteque et de chenille de karité inhibent totalement ’activité de 1’a-glucosidase a 100 %. Cependant,
ces extraits inhibent partiellement I’activité a-amylasique a hauteur de 47,44 + 0,06 % a 88,40 + 0,30
% respectivement pour les fractions 12 de pastéque et 14 de chenille de Kkarité.
Les taux d’inhibition de I’activité a-amylasique et a-glucosidasique, observes avec les fractions
peptidiques des feuilles de marguerites et de pourpier sont tous partielles. Comparativement a
I’acarbose (inhibiteur de référence), I’inhibition simultané de Dactivité o-amylasique et -
glucosidasique est effective a100 %.

Les résultats obtenus ont indiqué que la fraction 12 de 1’échantillon de courge est le meilleur
inhibiteur car I’utilisation de 25 pL de cet extrait permet d’inhiber simultanément 1’a-amylase a

hauteur de 46,53 + 0,50 % et ’a-glucosidase a 90,98 + 0,07 % comparativement a 1’acarbose qui
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inhibe I’a-amylase a 26,98 + 0,05 % et 1’a-glucosidase a 90,92 + 0,08 %. Les taux d’inhibition de la
fraction 12 de I’échantillon de courge sont supérieurs a celui de Doué et al. (2021) obtenus sur les
dialysats de protéines de graines de soja germés (83,44 % pour I’a-amylase, puis < 20% pour ’a-
glucosidase) et de haricot voandzou germés (79,31 % pour 1’a-glucosidase, puis < 40 % pour I’a-
amylase). Ces taux d’nhibitions sont comparable a celui de Kadjo (2020), obtenu sur le traitement
thermique des extraits protéiques de levure Saccharomyces cerevisia et du mollusque Achatina
achatina a 80 °C qui inhibent totalement I’a-amylase et 1’a-glucosidase.

Selon Auvray et al. (2012), les biopeptides a effet hypoglycémiant utilisés dans le traitement
du diabéte sont de petits peptides. Ainsi, les différentes fractions des extraits peptidiques ayant des
effets d’inhibition plus ou moins prononcés sur I’a-amylase et 1’a-glucosidase pourraient étre des
peptides de faible poids moléculaires, voire inférieures a 10 kDa (Doué et al 2021). Ces biopeptides
pourraient étre utilisés dans les industries agroalimentaires pour la production des nutraceutique, puis

dans la pharmacopeée pour la production des médicaments antidiabétiques a moindre codt.
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La présente étude avait pour objectif de répertorier dans 1’agroressources ivoiriennes, des
ressources riches en protéines, susceptibles de contenir des biopeptides d’intérét thérapeutique, en
vue de leur utilisation future pour la régulation du diabéte de type 2. Les travaux ont porté sur 6
ressources a savoir les graines de courge, de papaye et de pastéque, la chenille de karité, les feuilles
de marguerite et de pourpier. Ces agroressources contiennent des protéines dont les teneurs varient
d’un échantillon a I’autre et a chaque étape de leur traitement.

Le traitement des différents échantillons a abouti a l’obtention d’extraits peptidiques
inhibiteurs des principales enzymes (I’a-amylase et 1’a-glucosidase) impliquées dans le
métabolisme du diabéte de type 2. Au total, treize (13) extraits inhibiteurs ont été mis en évidence
dont trois (12, 13 et 14) issus des chenilles de karité et un (12) issu des graines de courges ont présenté
des taux d’inhibition de I’a-amylase et de 1’a-glucosidase supérieurs ou égaux a celui observé
avec I’acarbose, un antidiabétique de référence.

Les 13 inhibiteurs issus de 1’agroressources de Cote d’Ivoire ayant des effets prononcés dans
I’inactivation de I’a-amylase et de 1’a-glucosidase pourraient servir dans la pharmacopée pour

le traitement du diabéte de type 2.

En perspective, des études plus approfondies permettront :

- la purification des biopeptides impliqués dans l’inhibition de I’a-amylase et de 1’a-
glucosidase ;

- la caractérisation physicochimique et moléculaire de ces biopeptides ;

- T’utilisation des extraits purifiés dans des essais de régulation in vivo de la glycémie sur des

rats diabétiques.
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Annexe 1 : Etalon de glucose (1 g/L)

0,5
0,4 y = 3,3644x
0.3 R?=0,992
0,2

€ 0,1
0

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

Densité Option a 540

Glucose (mg)

Annexe 2 : Etalon du sérum albumine bovine (1 mg/mL)
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Annexe 3 : Centrifugeat (culots et surnageant) d’extrait protéiques précipités




RESUME

La progression du diabéte de type 2 (DT2) revét actuellement une allure pandémique. L’a-amylase
et a-glucosidase sont les enzymes clés impliquées dans le métabolisme de cette maladie. La présente
¢tude a pour but de répertorier dans 1’agroressources de Cote d’Ivoire, des ressources riches en
protéines susceptible de contenir des biopeptides inhibiteurs de ces enzymes pour la régulation du
diabete de type 2. Ainsi, des protéines extraient des graines de courge, de papaye, de pasteque, de
chenille de karité, de feuilles de marguerite et de pourpier sont précipitées au sulfate d’ammonium a
100 %, hydrolysées par la chaleur a 80 °C, puis séparées par la chromatographiec d’exclusion
moléculaire. Les hydrolysats obtenus sont utilisés comme effecteurs pour évaluer in vitro leur effet
inhibiteur sur I’a-amylase et 1’a-glucosidase. Tous les échantillons présentent un effet inhibiteur plus
Ou moins prononcé sur ces enzymes. Particulierement, les graines de courge, de papaye, de pasteque
et de la chenille de karité inhibent totalement 1I’a-glucosidase (100 % d’inhibition) et I’a-amylase a
hauteur de 47,44 £+ 0,06 a 88,40 £ 0,30 respectivement pour les graines de pastéque et de la chenille
de karité. Ces résultats sont comparés a celui de ’acarbose, inhibiteur de référence qui est un excellent
inhibiteur de I’a-amylase et de 1’a-glucosidase. 1l ressort de cette étude que les différents hydrolysats
issus des graines de courge, de papaye, de pastéeque, de la chenille de karité, des feuilles de marguerite
et de pourpier pourraient étre une alternative idéale a 1’acarbose pour le traitement du diabéte de type
2.

Mots clés : Agroressources de Cote d'lvoire, biopeptides, diabéte de type 2, a-amylase, a-glucosidase
ABSTRACT

The progression of type 2 diabetes (T2DM) is currently taking on a pandemic nature. a-Amylase and
a-glucosidase are the key enzymes involved in the metabolism of this disease. The aim of this study
is to list, in the agroresources of Cote d'lvoire, resources rich in proteins made up of biopeptides that
inhibit these enzymes for the regulation of type 2 diabetes. Thus, proteins are extracted from pumpkin
seeds. , papaya, watermelon, shea caterpillar, daisy leaves and purslane are precipitated with 100%
ammonium sulfate, hydrolyzed by heat at 80 °C, then separated by molecular exclusion
chromatography. The hydrolysates obtained are used as effectors to evaluate their inhibitory effect
on a-amylase and o-glucosidase in vitro. All samples show a more or less pronounced inhibitory
effect on these enzymes. Particularly, the seeds of pumpkin, papaya, watermelon and the shea
caterpillar completely inhibit a-glucosidase (100% inhibition) and a-amylase to the extent of 47.44 +
0.06 at 88 .40 = 0.30 respectively for watermelon and shea caterpillar seeds. These results are
compared to that of acarbose, a reference inhibitor which is an excellent inhibitor of a-amylase and
a-glucosidase. It emerges from this study that the different hydrolysates from the seeds of pumpkin,
papaya, watermelon, shea caterpillar, daisy leaves and purslane could be an ideal alternative to
acarbose for the treatment of type diabetes 2.

Keywords : Ivory Coast agriressources, biopeptides, type 2 diabetes, a-amylase, a-glucosidase.



