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Résumé 

L'objectif de notre travail est de tester in vitro l'effet de différents extraits du fruit 

entier de la coloquinte (Ciirullus colocynthis), sur l'activité de l'a-amylase d'Aspergillus 

olyzae. 

Dans ce but, le travail est initié par une extraction sélective à partir du fruit entier de la 

coloquinte qui aboutie à la préparation de certains extraits organiques et aqueux. 

Le dosage de polyphénols et flavonoïdes totaux, nous a révélé que l'extrait En-B 

présente le taux le plus élevé en polyphénols et flavonoïdes, il est de 47,13 j.tg équivalent 

acide gallique/mg d'extrait (p.g GAE/mg) et 35.68 tg équivalent catéchine par milligramme 

d'extrait Q.tg CEq/mg) respectivement, suivie par lextrait EA avec une concentration de 

41.34 (j.tg GAE/mg) et de 11.95 (j.tg CEq/mg) respectivement. Ces résultats sont confirmés 

par une analyse chromatographique qui a révélé la présence de la catéchine, quercétine et 

myricétine 

Les testes réalisés in vitro sur l'activité de l'a-amylase d'Aspergillus oryzae montrent 

que tous nos extrait exercent un effet inhibiteur variable dose-dépendant, essentiellement 

l'extrait aqueux EA à fortes concentrations 1.676 et 2.5 mg/mi présente le pourcentage 

d'inhibition le plus élevé il est d'environ 90 % par apport à l'extrait EM, En-B et EAc qui 

assure une inhibition de 58.97 %, 52. 92 % et 47,91 % respectivement. De même à la 

concentration de 0.5 mg/ml l'extrait EA présente un pourcentage d'inhibition de 55.24 % de 

loin le plus élevé par apport à l'extrait EM, En-B et EAc qui assure une inhibition de 8.15 %, 

9.90 % et 8.31 % respectivement. 

En fonction de ces résultats on suggère que nos extraits peuvent exercer un effet 

inhibiteur in vivo sur l'absorption intestinale des glucides en inhibant Fu-amylase 

Mots clé : Citrullus colocynthis, u-amylase, polyphénols, flavonoïdes, inhibition, 

activité d' u-amylase. 



Liste des abréviations 

ADA: American Diabetes Association. 

DID: diabète insulinodépendant. 

DNID : diabète non insulinodépendant. 

H bAle : hémoglobine glyquée. 

HGPO: hyperglycémie provoquée par voie orale. 

IDF: International Diabetes Federation. 

LP : intrapéritonéale. 

KATP: potassium ATP dépanadant. 

OMS: Organisation Mondiale de la santé. 

PPARy : peroxisome proliferator-activated receptor y. 

SUR: sous-unité récepteur du canal KATP. 

CCM : chromatographie sur couche mince. 

E.D: eau distillée. 

MeOH : méthanol. 

EA : extrait aqueux. 

EM : extrait hydro-méthanolique. 

EH : extrait d'hexane. 

EAc : extrait acétate d'éthyle. 

En-B: extrait n butanol. 

DOA : densité optique ou absorbance des tests sans extrait. 

DOB: densité optique ou absorbance des tests avec l'extrait. 

Rf: rapport frontal. 

VA' : volume/volume. 



IlltrO(IUCtiOIl 

Le diabète est une maladie métabolique chronique, endocrinienne, complexe insidieuse et 

ubiquitaire qui représente une source majeure de complications de santé à travers le monde 

IDrouin et al., 1999; Kambouche et al., 20091. Cette maladie est caractérisée par une 

hyperglycémie qui résulte, d'une déficience absolue ou relative de la sécrétion en insuline 

(apparaît lorsque les cellules 0 du pancréas ne produisent pas suffisamment d'insuline), d'action 

d'insuline (l'organisme n'utilise pas correctement l'insuline qu'il produit), ou les deux anomalies 

à la fois; l'une des conséquences de ces anomalies est l'hyperglycémie, qui peut être 

permanente ou seulement postprandiale, et accompagnée ou non de glycosurie [Eddouks et al., 

2007 ; ADA, 2008; Donga et al., 2011 ; Sales et al., 20121. 

Le diabète constitue un problème majeur de santé publique [Kambouche et al., 20111 et 

son impact sur les systèmes de santé est très lourd, engendre de multiples problèmes, médicaux 

(aggravant l'invalidité et provocant la diminution de l'espérance de vie), économiques 

(engendrant de forts coûts médicaux liés aux traitements) et sociaux [Belkhadir et El-Alaoui 

1993 ; Eddouks et al., 2007; Khacheba, 20081. 

Le nombre de personnes atteintes de diabète ne cesse de croître de façon très alarmante. 

L'OMS a tiré la sonnette d'alarme par rapport à l'évolution de cette maladie, pour prendre 

conscience de la gravité de la situation et d'agir avant qu'elle ne prenne des proportions 

incontrôlables, selon ses statistiques, ce fléau touche plus de 280 millions de personnes dans le 

monde et pourrait atteindre plus du double d'ici l'horizon 2030 (soit une augmentation de plus 

de 122 %) LWild et al., 2004; Whiting et al., 2011 ; Kambouche et al., 20111. Après qu'il a 

était estimé à 135 millions en 1995, 151 à 171 millions en 2000 [IDF, 2000; Wild et al., 2004 

Whiting et al., 20111, 194 millions en 2003 IIDF 2003 ; Whiting et al., 20111, 246 millions 

entre 2006 et 2007 (IDF, 2006; Unwin et al., 2010; Whiting et al., 20111, 285 millions en 

2010 (soit 6.4 %) et à 300 millions en 2025 fIDF, 2009; Shaw et al., 2010; Unwin et al., 

2010; Whiting et al., 20111. La Fédération internationale du diabète (FID) a déclaré que toutes 

les cinq secondes, une personne développe la maladie [Kanibouche et al., 2009 ; OMS et IDF, 

20091, dont le nombre des diabétiques adultes (20-79 ans) a révélé une augmentation de 69 % 

dans les pays en voie de développement et 20 % dans les pays développés [Shaw et al., 20101. 

L'Algérie n'est pas épargnée par cette épidémie qui interpelle le corps de la santé pour un 

redéploiement des moyens tournés vers ces pathologies chroniques non transmissibles. 
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En Algérie, les études concernant ce fléau social sont encore peu nombreuses malgré 

qu'elle est classée parmi les payés d'Afrique du nord les plus touchés par cette pathologie 

[Malek, 20081. La maladie continue d'augmenter d'une manière particulièrement accélérée, en 

particulier dans certaines régions défavorisées du pays. le nombre des diabétiques est passé d'un 

million de personnes en 1993, à plus de 2.5 en 2007 soit une prévalence de 7.3 % et à plus de 3 

millions de personnes en 2011 soit 7.4 % de la population algérienne avec une prévision qui 

atteindra 8.9 % en 2025 et plus de 9,3 % en 2030 [Malek et al., 2001; Ministère de la Santé, 

de la Population et de la Réforme Hospitalière, 2005; Malek, 2008 ; Shaw et al., 20101, 

devant cette situation on note une absence de laboratoires pharmaceutiques et d'associations de 

malades atteints du diabète pour le dépistage de cette "catastrophe sanitaire", sachant que 10 % 

de la population algérienne ne sait pas qu'elle est diabétique [Ministère de la Santé, de la 

Population et de la Réforme Hospitalière, 2005; Eddouks et al., 20071. Sur la population 

algérienne dont l'âge est compris entre 20 et 75 ans l'estimation était de 8.4 % de diabètes sucrés 

en 2007, dont 15.3 % au niveau de Tlemcen, 10.6 % au niveau de Ain Taya, 8.9 % à Sétif et 6.8 

% à Oran IUnwin et al., 2001 ; OMS, 2005 ; Zaoui et al., 2007; Chibane et al., 2008 ; Malek, 

20081. 

Le diabète constitue une cause considérable de la mort prématurée et il occupe la 

quatrième place parmi les dix premières causes de décès. Selon l'OMS, toutes les 10 minutes 

dans le monde, une personne meurt du diabète; D'après les estimations: 1, 1 million de 

personnes sont mortes du diabète en 2005 et près de 80 % des décès dus à cette maladie se 

produisent dans les pays à revenu faible ou moyen. En 2010, on note quatre millions de décès, 

ce qui représente 6.8 % (de tout âge) du totale des morts par d'autres causes, et 10 % ou plus 

des morts dont l'âge est compris entre 20 et 79 ans. L'OMS prévoit que les décès dus au 

diabète vont augmenter de plus de 50 % au cours des dix prochaines années, si l'on ne prend 

pas des mesures urgentes. A l'horizon 2015, ces décès risquent d'augmenter de plus de 80 % 

dans les pays à revenu moyen IRoglic et al., 2010; El Choul et al., 20111. 

Le diagnostic de diabète peut être établi sur certains critères principalement, 

- Les symptômes de diabète polyurie, polydipsie, amaigrissement inexpliqué, somnolence 

voir coma, et une hyperglycémie ~: 2,00 gIl (11,1 mmol/l) quelle que soit l'heure de mesure. 

- Une glycémie àjêun ~: 1,26 g/l (7,00 mmol/l). 

- Une glycémie 2 h après une charge orale de 75 g de glucose (HGPO) ~ 2,00 g/l. 

En absence d'une hyperglycémie évidente les résultats devront être confirmées par une 

deuxième mesure IDrouin et al., 1999 ; Arbouche -Lezoul, 2007; Noubel, 20091. 
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En effet, le diabète se manifeste sous deux principales différentes formes (les autres 

formes sont beaucoup moins fréquentes), le diabète type 1 qui survient le plus souvent avant 

l'âge de 20 ans et représente 10 à 15 % des diabètes, et le diabète type 2 qui survient le plus 

souvent après l'âge de 50 ans et représente 85 à 90 % des diabètes IDrouin et al., 1999; 

Grimaldi, 20001. 

C'est le diabète non insulinodépendant qui pose un problème de santé publique. Sa 

prévalence augmente parallèlement au vieillissement, à l'urbanisation, à la sédentarisation et au 

développement de l'obésité dans les populations des pays industrialisés. Cette maladie n'épargne 

pourtant pas les pays sous développés où le diabète non insulinodépendant atteint parfois une 

prévalence de 20 à 30 %, en raison d'une prédisposition génétique couplée à une modification 

rapide du mode de vie : urbanisation brutale, sédentarisation et alcoolisation des populations 

[Grimaldi, 20001. 

Le diabète de type I (DID: diabète insulinodépendant) est remarquable par son début 

brutal: syndrome cardinal associant polyuropolydipsie, polyphagie, amaigrissement et asthénie 

chez un sujet jeune, mince, avec cétonurie associée à la glycosurie. Il en existe sous deux 

formes; une forme auto-immune, qui corresponde à une destruction de cellules f3 pancréatiques 

par des anticorps dirigées contre elles, conduisant à une carence en insuline, l'hyperglycémie 

apparaît lorsqu'il ne reste plus que 10 à 20 % de cellules f3 fonctionnelles; et une forme 

idiopathique qui apparait le plus souvent dans des ethnies noires d'origines africaines 

subsahariennes. On ne retrouve d'antécédent familial que dans I cas sur 10. Il survient 

essentiellement avant 20 ans et il connaît un pic d'incidence vers 12 ans, son traitement repose 

donc sur l'insuline [Grimaldi, 2000 ; Attia, 2008; El Ghoul et ai, 20111. 

À l'opposé, le diabète de type 2 (DNID: diabète non insulinodépendant) est de loin le 

plus fréquent se caractérise typiquement par la découverte fortuite d'une hyperglycémie chez 

un sujet de plus de 40 ans ayant souvent des facteurs de risques cardiovasculaire, dont le 

principal facteur est le surpoids (surcharge pondérale de prédominance abdominale), et des 

antécédents familiaux de diabète. Le diabète de type 2 est souvent associé à une hypertension 

artérielle et/ou à une hypertriglycéridémie. Le diagnostic se fait le plus souvent lors d'un 

examen systématique. En effet, le diabète de type 2 est asymptomatique, le retard au diagnostic 

est d'environ 5 ans, ainsi, il expose à des complications dégénératives qui sont présentes dans 

50 % des cas au moment du diagnostic. 5 à 10 % des diabétiques subiront une amputation 

d'orteil, de pied ou de jambe, 4/5 d'entre eux sont des diabétiques non insulinodépendants. 
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Le but du traitement de ce type de diabète est de prévenir au maximum l'apparition de ces 

complications [Drouin, 1999 ; Attia, 2008; Noubel, 20091. 

La survenue du diabète de type 2, associe dans des proportions variables, à une 

insulinorésistance à composante génétique, favorisée par l'obésité abdominale et une 

insulinopénie relative. Ce trouble explique l'évolution du diabète de type 2 dans 50 % des cas 

vers I'insulinorequérance [Grimaldi, 2000 ; Arbouche-Lezoul, 2007 ; Attia, 20081. 

Le diabète sucré peut être directement responsable de complications aigus et des 

complications chroniques (dégénératives). Les complications aigus sont des urgences 

métaboliques (malaise voire comas), potentiellement mortelles, par hyperglycémie et acidocétose 

(insuline non prescrite ou insuffisamment dosée), qui apparait chez le diabète de type I (tout 

âge), mais aussi par hypoglycémie (chez le DID et le DNID traité par l'insuline ou par sulfamide 

hypoglycémiant) résultante de l'administration de quantités inadaptées d'insuline, de plus, le 

coma hyperosmolaire non cétosique apparaît surtout chez le diabète de type 2 (95 % des cas) 

[Grimaldi, 20001. Ces complications sont attribuables au déséquilibre biochimique associé à un 

diabète non contrôlé. Par contre, les complications chroniques et dégénératives du diabète sont 

de deux types: les microangiopathies qui touchent les petits vaisseaux (la microcirculation), et 

comprennent , la rétinopathie diabétique qui est la principale cause de cécité et de troubles 

visuels, la néphropathie diabétique qui se manifeste au niveau des reins par une insuffisance 

rénale liée à la gravité et à la durée de la maladie, et la neuropathie diabétique touchant les nerfs, 

la complication la plus courante touche à des degrés divers 50 % des diabétiques voir plus et 

conduit les cas sévères à l'amputation INoube!, 20091. A l'opposition, les macroangiopathies 

diabétiques (complications cardiovasculaires) sont l'atteinte des artères musculaires allant de 

l'aorte jusqu'aux petites artères distales d'un diamètre supérieur à 200 kum. Elles associent deux 

maladies artérielles distinctes, l'athérosclérose (s'accompagne parfois d'une médiacalcose) qui 

semble histologiquement identique à l'athérosclérose du non diabétique et d'autre part, 

l'artériosclérose, caractérisée par une prolifération endothéliale et une dégénérescence du média 

[Attia, 2008 ; El Ghoul et al., 20111. 

Pour retarder voir prévenir la survenue et ralentir la progression de ces complications, 

non seulement plusieurs agents pharmacologiques ont été utilisés mais en plus des mesures 

hygiénodiététiques étaient recommandés dans le but d'obtenir un contrôle glycémique fiable et 

correct [Khacheba, 2008 ; Viraily et al., 20081. Pour atteindre cet objectif, plusieurs 

thérapeutiques sont à notre disposition, la diététique (un régime alimentaire bien équilibré en 
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glucides, en protéines et en lipides) est un élément essentiel au traitement du diabète type 2, au 

- -  même titre que l'activité physique et la prise des médicaments. La prise en charge diététique est 

une démarche pas toujours facile à mettre en place qui demande patience et pédagogie de la part 

du praticien, du patient et de son entourage. Le traitement du diabète de type 1 repose sur 

l'insulinothérapie; tandis que le traitement du diabète 2 nécessite non seulement de chercher à 

diminuer l'hyperglycémie, mais aussi à corriger les autres facteurs de risque vasculaire souvent 

associés [Attia, 2008; Viraily et ai., 2008; Couque, 20101. Dans le cas d'un diabète de type 2 

diagnostiqué, on a recours tout d'abord à un traitement non pharmacologique. Pendant 4 à 6 

mois, le patient diabétique doit respecter les règles hygiéno-diététiques: régime réduisant les 

aliments gras, les boissons sucrées et alcoolisées; la reprise d'une activité physique régulière 

pendant 30 à 45 minutes 3 à 4 jours par semaine; ceci permettra une perte de poids et une 

réduction significative des valeurs glycémiques, tensionnelles et lipidiques. En cas d'échec après 

4 à 6 mois, il faut alors opter pour un traitement médicamenteux, par une monothérapie orale, en 

premier lieu, utilisant de médicaments antidiabétiques actifs par voie orale à action 

hypoglycémiante c'est les antidiabétiques oraux, qui sont classés selon leur mode d'action en 

trois principaux catégories, les sulfamides hypoglycémiants, les biguanides et les inhibiteurs des 

alpha-glucosidases qui diffèrent par leur modes d'action ainsi que la cible physiopathologique 

[Medjdoub, 2006; Ducobu, 2007 ; Klein, 2009 ; Ferlé, 2011]. 

En cas d'échec de la monothérapie orale initiale, il est recommandé de prescrire une 

bithérapie orale c'est à dire d'associer entre elles deux classes d'hypoglycémiants. 

- biguanides et sulfamides, 

- biguanides et inhibiteurs des a-glucosidases, 

- sulfamides et inhibiteurs des a-glucosidases. 

Si un diabétique de type II demeure mal équilibré, il faut passer à un traitement par 

l'insuline. L'insulinothérapie permet d'obtenir une amélioration nette du contrôle glycémique, si 

ce n'est pas le cas, on peut associer à l'insulinothérapie la prescription de biguanides qui en 

potentialisent l'action [Chamahi, 20081. 

Les sulfamides hypoglycémiants stimulent la sécrétion d'insuline par les cellules 13 

pancréatiques en les sensibilisant à l'action du glucose, ils sont caractérisés par une activité 

hypoglycémiante plus marquée [Dey et al., 20021. Ils agissent au niveau des canaux KATP 

--  (potassium ATP dépanadant) dans les cellules 13  des îlots de Langerhans, ils se lient à la sous-

unité du canal KATP  (SUR), ce qui entraîne la fermeture du canal et stimule la sécrétion 

d'insuline par un mécanisme semblable à celui du glucose : une augmentation de la 
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concentration calcique cytosolique IFerlié, 20111. Les effets extrapancréatiques des sulfamides 

sont liés à une diminution de la production hépatique du glucose (néoglucogenèse freinée) et 

une augmentation de la synthèse de glycogène. Ils augmentent le nombre de récepteurs de 

l'insuline et la translocation des transporteurs de glucose au niveau musculaire ce qui augmente 

son utilisation périphérique. Les effets secondaires de cette famille sont principalement l'ictère, 

vomissements, hypoglycémie et gain de poids lié à l'hyperinsulinémie [Dey et al., 2002; Klein, 

2009; Ferlé, 20111. 

À l'opposé des sulfamides, les biguanides (classés en deuxième lieu) n'agissent pas sur la 

sécrétion insulinique, ce sont des potentialisateurs d'effets d'insuline [Medjdoub, 2006], ce qui 

veut dire qu'ils améliorent la sensibilité à l'insuline. Ils ont un effet exclusivement 

extrapancréatique classé par ordre d'importance au niveau du foie, muscle, tissu adipeux et 

intestin INatali et al., 20061. Les biguanides sont présentés essentiellement par la metformines, 

qui réduit la production hépatique de glucose, stimule la glycolyse anaérobique dans le muscle, 

augmente la captation du glucose par les tissus adipeux, diminue le taux de triglycérides et du 

cholestérol et ralenti l'absorption intestinale de glucose. Ils sont sans effet de prise de poids; 

malgré certains effets secondaires qui sont essentiellement gastro intestinaux (Vomissements, 

diarrhées, transit perturbé), inappétence, amaigrissement, toxicité rénale et notamment acidose 

lactique, c'est pour ce dernier effet certains biguanides ont été éliminés du marché [Larger, 

1997; Dey et al., 2002 ; Friedlander, 2005 ; Ferlié, 20111. 

Les thiazolidinediones sont des agonistes sélectifs (ligands pharmacologiques) de 

récepteur nucléaire appelé « peroxisome proliferator-activated receptor ' » (PPAR-y). Ils 

augmentent et améliorent la sensibilité à l'insuline dans les tissus adipeux et hépatiques, et 

stimulent le récepteur PPART responsable de la modulation de l'expression de certains gènes 

qui jouent un rôle dans le métabolisme du glucose, des protéines et des lipides. Les effets 

indésirables que les thiazolidinediones provoquent sont: Œdèmes, troubles visuels, prise de 

poids avec un risque de problème hépatique [Friedlander, 2005; Ferlié, 20111. 

Les Insulino-secrétagogues (glinidines) appartenant aux antidiabétiques oraux sont 

surtout actifs sur l'hyperglycémie post prandiale. Ces médicaments utilisés en monothérapie 

permettent d'obtenir un contrôle glycémique correct qui est évalué tous les 4 mois par un dosage 

de l'hémoglobine glyquée (HbAlc), l'objectif optimal à atteindre est une valeur d'HbAlc 

inférieure ou égale à 6,5 % [Chamahi, 2008; Noubel, 20091,. 

J L 
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Une dernière classe des antidiabétiques oraux c'est les inhibiteurs des alpha-glucosidases, 

atténuant la glycémie post-prandiale. Par leur action directe comme agent inhibiteur des alpha 

glucosidases ou alpha amylases intestinales en ralentissant la digestion des polysaccharides donc 

retarder la libération et l'absorption du D-glucose, et aboutissent à une baisse de l'HbAlc 

[Medjdoub, 2006; Odhav et al., 2010; Ferlié, 2011 ; Kumar et al., 2011 ;Sales et ai, 2012]. 

Ceci s'est avérée être l'une des meilleures stratégies pour diminuer l'élévation de la 

glycémie postprandiale chez le diabétique afin d'éviter les complications dégénératives du 

diabète [Kumar et al., 2011]. 

L'amylase est aussi appelée « diastase » a été purifiée en 1835 du malt par Anselme 

Payen et Jean Persoz. Leur recherche les a mené à suspecter que des substances semblables, 

maintenant connues sous le nom d'enzymes, pouvaient participer dans les processus 

biochimiques IBenarous, 20061. 

Les amylases sont des biocatalyseurs de réactions biochimiques au sein des organismes 

vivants. Elles sont utilisées en biotechnologie, pour catalyser les réactions de dépolymérisation 

des macromolécules et dans l'industrie du papier et textile, à cause de leur spécificité et de leur 

efficacité [Scriban, 1993 ; Schmid, 2005; Yapi, 2009; Kuinar et ai., 20111. 

La superfamille des a-amylases regroupe plusieurs enzymes différentes catalysant plus de 

20 réactions diverses, leurs actions touchent les liaisons 0-glycosidiques («-1,4 ; a-1,6 ou encore 

a-1,1 alors que les liaisons a-1,2 relativement rares dans la nature, ne sont pas hydrolysées par 

ces enzymes) avec des spécificités endo- ou exo-amylasiques [Rousseau, 2004; Devin, 20101. 

Les enzymes qui catalysent les liaisons (a-1,4) ou (a-1,4 et/ou a-1,6) agissent en hydrolysant des 

liens entre les unités de glucose adjacentes, rapportant des produits caractéristiques de l'enzyme 

impliquée et peuvent être divisés en cinq classes (Tableau n° 1): 

1. Enzymes qui hydrolysent les liaisons a-1,4 et non pas les liaisons a-1,6 par exemple l'a-

amylase, c'est une endoamylase [Hesiot, 1996; Aiyer, 2005; Schiifer et al., 20071. 

2. Enzymes qui hydrolysent les liaisons a-1,4 de l'extrémité non réductrice, sans hydrolyser les 

liaisons a-1,6 par exemple: 3-amylase (EC 3.2.1.2) c'est une exoamylase dont l'action aboutit au 

--  maltose comme produit final majeur. Ce type d'enzyme est très répondu chez les végétaux et 

rare chez les micro-organismes [Scriban, 1993; Heslot, 1996; Aiyer, 2005 ; Schmid, 20051. 

- 3. Enzymes qui hydrolysent les liaisons a-1,4 et a-1,6 à partir de l'extrémité non réductrice des 

chaînes, cet hydrolyse aboutit à la libération de 3-D-glucose. Toutefois le clivage de la liaison u-

1,6 se produit à une vitesse qui est 30 à 50 fois plus faible que la liaison a-1,4 par exemple la 

7 
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glucoamylase (EC 3.2.1.3) c'est une exoamylase appelée aussi amyloglucosidase [Scriban, 

1993; Heslot, 1996 ; Sauer, 2000 ; Aiyer, 2005 ; Schmid, 20051. 

4. Enzymes qui hydrolysent seulement les liaisons a-1,6 par exemple la pullulanase ou limite 

dextrinase (EC 3.2.1.41), et autres enzymes de branchements ou déramifiantes comme 

isoamylase (EC 3.2.1.68) qui n'agissent que sur l'amylopectine, Ces enzymes complètent à 

100 % les actions liquéfiantes et dextrinisantes des a- et -amylases [Scriban, 1993; 

MacGregor et al., 2001; Aiyer, 2005; Muralikirishna et al., 2005 ; Schmid, 20051. 

5. Enzymes qui hydrolysent préférentiellement les liaisons a-1,4 trouvés dans de courtes chaînes 

d'oligosaccharides (produites par l'action d'autres enzymes sur l'amylose et Famylopectine) par 

exemple l'a-glucosidases, c'est une exoamylase [Aiyer, 2005; Kouame et al., 2005; Schafer 

et al., 20071. 

Les enzymes a-amylases (EC 3.2.1.1) et les a-glucosidases (EC 3.2.1.20) appartiennent à 

la superfamille des a-amylases [MacGregor et al., 2001; Devin, 2010 ; Ghadamyari et al., 

2010; Yezdani et al., 2010] sont des carbohydrolases responsables de l'hydrolyse des oligo 

et/ou disaccharides en monosaccharides, unités simples qui peuvent être assimilées par 

l'organisme [lulek et al., 2000 ; Devin, 2010 ; Odhav et al., 2010; Kumar et al., 20111. Les a- 

-.  arnylases (a-1 ,4-glucan-4-glucanohydrolases ou a-glucohydrolase de D-glucoside) et les u-

glucosidases sont des enzymes hydrolytiques appartenant à la famille des hydrolases, qui 

catalysent la coupure hydrolytique des liaisons C—O, C—N et C—C [Soro, 2007; Faiveley, 

20101. Elles hydrolysent spécifiquement la liaison a-D-(1,4)-glucosidiques trouvées dans la 

composition du glycogène, l'amidon et autres oligosaccharides (hydrates de carbone relatifs) soit 

à partir de l'extrémité non réductrice (a-amylase) ou l'extrémité réductrice (a-glucosidase) 

donnant naissance à n résidus de D-glucose assimilables ISchafer et al., 2007; Zibaee et al., 

2008; Yapi, 2009 ; Kumar et al., 20111. 
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Tableau n°1 :Types d'enzymes qui catalysent les liaisons (a-1,4) ou (a-1,4 et/ou a-1.6). 

Types d'enzyme Numéro de Produit final ou 

Nom commun d'identification 

LNature 

l'enzyme 
Types de liaisons hydrolysés 	Type de mécanisme 

produits finaux 

Maltose, maltotriose 
a-1,4 et non pas les liaisons a- 	Mécanisme de 

l'a-amylase (EC 3.2.1.1) endoamylase et dextrines 
1,6 	 rétention d'anomérie. 

résiduelles 

a-1,4 de l'extrémité non 
Mécanisme d'inversion 

fI-amylase (EC 3.2.1.2) exoamylase réductrice, sans hydrolyser les maltose 
d 'anomérie. 

liaisons a-1,6 

a- 1,4 et a- 1,6 à partir de 
glucoamylase ou Mécanisme d'inversion 

(EC 3.2.1.3) exoamylase l'extrémité non réductrice des -D-glucose 
amyloglucosidase d'anomérie. 

chaînes 

complètent à 100% 

la pullulanase ou (EC 3.2.1.41) enzymes de les actions 

limite dextrinase branchements ou seulement les liaisons a-1,6 liquéfiantes et 

isoamylase (EC 3.2.1.68) déramifiantes dextrinisantes des a- 

et f3-amylases 

préférentiellement les liaisons 
Mécanisme de 

l'a-glucosidases (EC 3.2.1.20) exoamylase a-1,4 trouvés dans de courtes Glucose 
rétention d'anomérie. 

chaînes d'oligosaccharides 
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L'a-amylase constitue, une famille des endoamylases, un groupe d'enzymes omniprésent 

répandu dans tous les organismes vivants; elles sont largement distribuées dans les sécrétions de 

micro-organismes, plantes et chez les animaux au niveau membranaires de la surface de 

l'épithélium des villosités de l'intestin grêle [Bompard-Gilles et ai., 1996; Heslot, 1996; 

Schafer et ai., 2007; Devin, 2010; Sales et al, 20121. La majeure partie des a-amylases se 

trouve à l'extérieur des cellules productrices: en effet, les polysaccharides étant de grosses 

molécules, ne peuvent pas pénétrer à l'intérieur des cellules, pour y être hydrolysés, Ces 

dernières sont donc contraintes de sécréter leurs amylases dans le milieu extracellulaire où se 

réalise l'hydrolyse IKhacheba, 20081, 

Plusieurs a-amylases végétales, animales (mammifères) et microbienne (bactériennes, 

fongique ...) ont été purifiées et étudiées (Tableau n° 2). 

Tableau n O  2 : Quelques propriétés des a-amylases [Khacheba, 20081. 

Enzymes 

d'origine 
exemples 

Poids 

moléculaire (Da) 
pH optimal 

Température 

optimale (°C) 

Salive humaine 50 000 6,9 40 

Animal  

Pancréas de porc 50 000 6,9 37 

Malt d'orge 59 500 4,7 - 5,4 50 - 55 
Végétale  

Blé 59 500 4,6 60 - 66 

Bacillus coagulans 49 000 5,2 57 
Microbienne  

Aspergillus oryzae 52 600 5,5 - 6,9 40 

L'a-amylase appelée la ptyaline, est produite par les glandes salivaires, tandis que 

l'amylase pancréatique est secrétée par le pancréas dans le petit intestin. La Ptyaline commence 

la digestion du polysaccharide dans la bouche ; le processus est complété dans le petit intestin 

par l'amylase pancréatique, parfois appelée l'aniylopsine [Benarous, 20061. donc les glucides 

alimentaires complexes sont dégradés en premier lieu par l'amylase salivaire et pancréatique en 

disaccharides (saccharose, lactose, maltose) et en seconds lieu par les alpha glucosidases en 

-- 

	

	monosaccharides (saccharase, lactase, maltase ou invertase) [Attia, 20081, ce qui facilite leurs 

absorptions par l'intestin grêle [Kumar et al., 20111. Les a-amylases salivaires et pancréatiques 

Et 
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ont été les plus étudiées à cause de leur accessibilité et de leur rôle dans les phénomènes de 

digestion chez les mammifères [Khaeheba, 20081. 

Les a-amylases pancréatiques de l'homme (dans les systèmes digestifs) et beaucoup 

d'autres mammifères, souris, porc et rat présentent un important degré d'homologie au niveau de 

leurs séquences en acides aminés [Bompard-Gilles et ai., 1996 ; Ramasubbu et al., 20051 ; Pour 

accomplir leurs fonctions enzymatiques, elles ont, une structure tridimensionnelle qui les rend 

capable de se lier au substrat, et des groupes catalytiques hautement spécifiques dont l'action 

favorise la rupture de liaisons glucosidiques Ilulek et al., 20001. Après la résolution de plusieurs 

structures tridimensionnelles, il apparait que ces enzymes ont une structure de base commune 

(domaines A, B, C) [Qian et al., 1997; Devin, 2010 ; Sales et ai, 20121, ces structures ont 

rapporté des perspectives sur l'attachement du substrat et sur le processus catalytique de l'a-

amylases [lulek et al., 20001. 

L'a-amylase pancréatique humaine (APH) est une enzyme monomérique et multidomaine 

qui contient 3 domaines (figure I a), et est composée de 512 acides amines en une seule chaîne 

de polypeptide liée aux ions essentiels de chlorure et de calcium, son poids moléculaire est de 

57.6 kDa [MacGregor et al., 2001 
; 

Sales et al., 20121. 

ri' 
lm 

(a) 	 (b) 

Figure 1 : Structure de l'a-amylase pancréatique humaine (a), les différents domaines d'une 

amylase (b) [Qian, 1997 ; MacGregor et al., 2001 ; Devin, 20101. 

A: porte le site catalytique; B: responsable de la spécificité du substrat; E: lie l'amidon ; C, D, et E sont des 

feuillets 0 antiparallèles (domaines latéraux). 

N 
1 

/ f 	 11 
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Plusieurs domaines conservés ont été identifiés pour cette enzyme, le domaine A, B et C; 

la figure 1 (a) montre: le domaine A de couleur rouge forme un tonneau (13 /a)g et porte le site 

actif à la partie carboxy-terminale (C 1  ) des feuillets 13 [Heslot, 1996; Qian et al., 1997 ; 

Ramasubbu, 2003; Muralikirishna et al., 2005; Moreno et al., 20101, ce site contient 

environ 280-300 résidus, la triade catalytique représentée par deux acides aspartiques et un acide 

glutamique, est présente dans ce domaine. Les acides aminés conservés impliqués dans la liaison 

au substrat et dans la réaction catalytique (communs à la plupart des enzymes amylolytiques) 

sont localisés dans la partie C - terminale du domaine A et B [Sales et al., 20121 ou dans la 

partie C - terminale des feuillets 13 du domaine A [Devin, 20101, ce dernier, est le plus conservé 

et est retrouvé au sein de toutes les enzymes de cette famille [MacGregor, 2001 ; Khacheba, 

2008; Devin, 20101. 

Le domaine B de couleur jaune (inséré entre le domaine A et le domaine C) est lié au 

domaine A par les ponts disulfures [Sales et al., 20121, ce domaine est également retrouvé chez 

toutes ces enzymes et est impliqué dans la liaison au substrat ou la liaison au Ca 2 , tous les a-

amylases lient au moins un ion fortement conservé de Ca 2  (sphère bleue qui se trouve entre les 

deux domaines A et B) qui est exigé pour l'intégrité structurale, en contrôlant la géométrie du site 

actif de ces enzymes, il régule leur activité enzymatique (activateur allostérique assurant un effet 

positif) Illeslot, 1996; Qian, 1997; MacGregor, 2001 
; 

Benarous, 2006 ; Khacheba, 2008; 

Devin, 2010; Sales et al., 2012 J. Les a-amylases peuvent donc être considérées comme étant 

des métallo-enzymes «enzymes nécessitant un ion métallique (qui stabilisent la structure 

protéique par des liaisons ioniques) pour leur activité et, en fonction des conformations, il peut y 

avoir de 1 à 9 ponts calciques. Le calcium n'intervient pas sur l'hydrolyse, mais l'effet protecteur 

du calcium sur la structure de l'enzyme est intéressant. Cependant, si le calcium, à faibles doses, 

a un effet activateur sur les a-amylases, cette activation peut diminuer, à des doses élevées, pour 

certaines de ces enzymes [Devin, 2010; Faiveley, 20101. Enfin le domaine C en noir présente 

une structure, de feuillets 13, liée au domaine A par une chaîne simple de polypeptide et il semble 

être un domaine indépendant avec une fonction inconnue [Ramasubbu, 2003; Sales et al., 

20121. L'ion de calcium et l'ion de chlorure (sphère jaune) sont deux groupements prosthétiques, 

ils sont également montrés à proximité immédiate du centre catalytique. Le ligand acarbose 

(l'inhibiteur) présenté par des boules et bâtons en vert est lié au site actif. Le site actif (qui fixe le 

substrat) de l'a-amylase est situé le long du vide qui se trouve entre le C t  des deux domaines A et 

B [Ramasubbu, 2003; Ramasubbu et al., 2005; Sales et al., 2012]. Des ligands de 

monosaccharide et de disaccharide sont liés à la surface du site de fixation [Qian, 1997; 

MacGregor, 2001; Benarous, 20061. Neuf autres domaines ont été identifiés chez d'autres 
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types d'amylases selon leurs mode d'action, le domaine D, notamment le domaine E ou 

«domaine de fixation à l'amidon », dans le cas des enzymes de branchements, qui interagit avec 

le substrat (figure I b), ou encore les domaines F, G et H retrouvés du coté N terminal et présent 

chez les enzymes qui hydrolysent les liaisons a-1,6 de substrat branchés à l'intérieur de la chaîne 

[Devin, 20101. 

Les spécificités diverses en substrats et en produits, des enzymes de cette famille 

pourraient s'expliquer par l'attachement de différents domaines au noyau catalytique en 

fonction de l'enzyme [Devin, 20101. C'est ce qui prouve l'existence d' une similitude globale 

entre les structures de l'a-amylase mais de petites différences structurales mènent aux différents 

profils d'hydrolyse et d'inhibition Ilulek et al., 20001. 

On sait aujourd'hui qu'il existe près de 25 formes tridimensionnelles différentes des a-

amylases avec des propriétés qui peuvent varier en fonction des conformations [MacGregor, 

2001; Faiveley, 20101. Quelle que soit la conformation du site actif de l'enzyme, l'activité des 

amylases reste essentiellement dépendante du pH et de la température. Le pH modifie la charge 

électrique des acides aminés présents sur le site catalytique, ce qui rend impossible les réactions 

de transferts d'atomes, nécessaires à la rupture des liaisons osidiques. La température favorise la 

formation du complexe enzyme-amidon IFaiveley, 20101. 

Le mode d'action des amylases est peu connu et est fondu sur des probabilités [Sales et 

al, 20121, il est décrit en 4 étapes: étape 1, formation du complexe enzyme/substrat; étape 2, 

l'attaque de la liaison a-1,4 par l'acide glutamique, formation d'une liaison covalente entre le 

carbone Cl et l'acide aspartique et libération d'une partie de la chaîne carbonée ; étape 3, le 

retour à l'état initial de l'enzyme par l'intervention d'une molécule d'eau ; étape 4, l'éjection du 

produit; la figure 2 (a et b) illustre les différents mécanismes biochimiques mises enjeu. 

13 
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Figure 2 (a et b) : Mode d'action des a-amylases (catalyse acide/base) [Faiveley, 20101. 

L'enzyme se fixe par affinité sur l'intérieur de la chaîne ou sur les extrémités réductrices 

(étapel sur la figure 2). Il se forme alors un complexe enzyme-substrat [Faiveiey, 20101. Leur 

action sur l'amidon semble être liée aux possibilités de pénétration de l'enzyme à l'intérieur de la 

chaîne et en particulier, à ses possibilités d'attaque en surface, c'est aussi selon la sensibilité de 

l'amidon à l'attaque de l'enzyme (de ce fait, chaque grain appartenant à une population d'un type 

d'amidon donné, a sa propre sensibilité à l'attaque de l'enzyme) [Devin, 20101. On distingue 

généralement, les amidons faciles à s'hydrolyser par l'alpha amylase (amidon de céréales et de 

légumineuses à teneur normale en amylose) et les amidons plus résistants à l'alpha amylase 

(amidon de pomme de terre) IKhacheba, 20081. 

Les chaînes d'amidon déformées par le complexe enzyme-substrat et stabilisées par un 

grand nombre de liaisons hydrogènes entre les acides aminés du site de fixation de l'enzyme et 

les groupements polaires (OH) de la chaîne carbonée IFaiveley, 20101. 

Au niveau de la liaison osidique située sur le site catalytique, l'acide glutamique est à 

l'origine de l'attaque, sous sa forme protonée (au pH optimal de l'enzyme), il fournit un atome 

d'hydrogène à l'atome d'oxygène de la liaison osidique à couper situé sur le carbone C4 de la 

chaîne, ce qui entraîne une rupture de la liaison osidique. L'acide aspartique est en revanche 

ionisé au pH optimal de l'enzyme; fortement électronégatif, il établit une liaison covalente avec 

le carbone anomérique ou Cl, ce qui permet alors la libération de la première partie de la chaîne 

carbonée c'est l'étape 2 de la figure IKhacheba, 2008 ; Devin, 2010 ; Faiveley, 2010 ; Sales et 

al, 2012]. 
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Au cours de la 3emc  étape l'enzyme retourne à l'état initial, cette étape est assurée par une 

molécule d'eau qui va hydroxylé le carbone anomérique, pour cliver la liaison covalente entre ce 

dernier et l'acide aspartique. L'acide glutamique, chargé négativement, capte un proton de la 

-  molécule d'eau, le groupement OH restant, instable, se fixe sur le carbone anomérique ou Cl 

après le clivage de la liaison entre Cl et l'acide aspartique, cette réaction rend possible l'éjection 

-- de la deuxième partie de la chaîne carbonée c'est l'étape 4 [Khacheba, 2008 ; Devin, 2010 

Faiveley, 2010; Sales et ai, 20121. Donc l'acide glutamique semble jouer un rôle important 

dans la catalyse, ce résidu serait un donneur de proton et aurait donc une fonction de catalyseur 

général acide ou électrophile, de même, lacide aspartique jouerait le rôle de catalyseur général 

-- basique ou nucléophile sur les transferts réactionnels permettant la rupture de la chaîne, c'est une 

réaction nucléophile IHeslot, 1996; Qian, 1997; Rainasubbu, 2003; Muraiikrishna, 2005; 

Faiveiey, 2010; Sales et ai, 20121. 

L'action des a-amylases sur les chaînes d'amidon est séquentielle: l'enzyme se fixe sur la 

chaîne puis poursuit son attaque en se déplaçant le long de la chaîne d'amidon IKhacheba, 

20081. L'action des a-amylases sur les chaînes d'amidon aboutit, dans le cas des chaînes linéaires 

(amylose), à l'hydrolyse totale en unités de maltose et maltotriose [Schmid, 20051. Mais dans le 

cas de l'amylopectine, l'hydrolyse des liaisons a-1,4-glucosidiques se fait mal au voisinage des 

points de ramification et, en outre les liaisons a-1 ,6-glucosidiques qui constituent ces points de 

ramification ne sont pas attaquées [Scriban, 1993; Schmid, 2005; Sales et ai, 20121. D'où 

l'obtention d'un mélange de maltotriose et de dextrines résiduelles (ou dextrines limites, matériel 

non digestible par a-amylase) formées d'oligo et polyosides branchés, ces polyosides de 6 à 8 

résidus de glucose contiennent tous des liaisons a-1,6 de la macromolécule d'origine, et plus 

rarement l'obtention de glucose (figure 3) [Scriban, 1993; Schmid, 2005; Khacheba, 2008; 

Sales et al, 20121. D'autres enzymes amylolytiques participent au processus de l'hydrolyse de 

l'amidon c'est la glucoamylase (ou pullulanase, ...) et 1' a-glucosidase [Scriban, 1993; Hesiot, 

1996; Schmid, 20051, car l'a-amylase catalyse seulement l'hydrolyse initiale de l'amidon mais 

sa contribution est primordiale pour le déclenchement de ce processus [Devin, 2010; Sales et ai, 

20121. Les produits d'hydrolyse de l'amidon varient selon l'origine de l'a-amylase, celle du 

substrat et les conditions d'hydrolyse. Cela permet de classer les a-amylases en deux catégories: 

Les a-amylases liquéfiantes (ou dextrinisante) qui hydrolysent 30 à 40 % d'amidon et les a-

aniylases saccharifiantes qui peuvent hydrolyser jusqu'à 50 à 60 % d'amidon [Scriban, 1993; 

Moreno et al., 20101. 
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Figure 3 : Le mode d'action de l'a-amylase sur l'amylose (a), et sur l'amylopectine (b) 

IMuralikrishna et ai, 20051. 

Les inhibiteurs synthétiques de la glucosidase les plus connus 	et qui sont 

conventionnellement employés dans le contrôle du diabète sont, l'acarbose (Glucor), agit en 

inhibant par compétition et de façon réversible l'enzyme [Schafer et al., 2007; Hamza, 20111, 

le voglibose et miglitol (Diastabol), [Van de Laar et al., 20051 ont pour effet de prolonger 

l'absorption des glucides; ils doivent être pris au moment d'un repas pour être efficaces 

[Rousseau, V; 2004; Kalubim et ai, 2010; Odhav et al., 20101. L'acarbose, le miglitol et le 

voglibose peuvent être utilisées en monothérapie ou en association avec les sulfamides, les 

biguanides ou l'insuline [Chamahi, 20081. L'acarbose est un pseudotétrasaccharide (Figure 4), 

produit par Aclinoplanes sp, constitué d'un cyclitol en C7 renfermant une double liaison 

éthylénique avec trois hydroxyles en 4, 5 et 6 et une fonction alcool primaire en position 

allylique sur C3. Ce cyclitol est relié par son Cl à l'azote d'un amino-sucré: le 6-désoxy-4 

aminoglucose. L'ensemble cyclitol et viosamine est appelé: acarviosine, cette dernière est liée 

par son C-1 hémiacétalique au C-4 d'un maltose. L'acarbose est un inhibiteur compétitif et 

réversible de l'a-amylase pancréatique et l'a-glucosidase intestinales, il joue le rôle d'un faux 

substrat et retarde ainsi l'hydrolyse des glucides complexes, ceci a pour conséquence un 

étalement dans le temps du passage sanguin du glucose avec réduction de l'hyperglycémie post 

prandiale sans entrainer une hyperinsulinémie [Mbodj, 2003; Schmid, 2005; Klein, 2009; 

Uchida et al., 20101. 
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Figure 4 : La structure d'acarbose ISaies et ai, 20121. 

Il reste peu clair si les inhibiteurs d'alpha-glucosidase influencent la mortalité ou la 

morbidité des patients souffrant du diabète type 2. Réciproquement, ils exercent un effet 

significatif sur le contrôle glycémique et sur le taux d'insuline, mais aucun effet statistiquement 

significatif sur les lipides et le poids corporel. Ces effets sont moins sûrs quand des inhibiteurs 

d'alpha-glucosidase sont employés pour une plus longue durée. Les dosages d'acarbose plus haut 

que 50 mg n'offre aucun effet additionnel sur l'hémoglobine glyquée mais plus d'effets 

nuisibles. Comparé au sulphonylurées, les inhibiteurs d'alpha-glucosidase abaissent le taux 

d'insuline en période de jeûne ou post-prondiale et ont un profil inférieur concernant le contrôle 

glycémique et les effets nuisibles [Van de Laar et al., 20051. Cependant, ces médicaments sont 

associées à des effets indésirables gastro-intestinaux; liés à la fermentation par les bactéries 

intestinales des sucres non-absorbés, tels que la douleur abdominale, flatulence, ballonnements 

et diarrhée, chez les patients traités avec IBnouham et al.,2010 ; Kalubim et al., 20101, ces 

troubles cèdent souvent deux à trois semaines après le début du traitement IChamahi, 20081. 

A fin de diminuer ou d'éviter les effets indésirables de ces molécules, il est nécessaire 

d'identifier les inhibiteurs d'amylase à partir de ressources naturelles ayant peu ou moins d'effets 

secondaires (Odhav et al., 20101. Les plantes ont été toujours une source exemplaire de 

médicaments et beaucoup de médicaments actuellement disponibles dérivent directement ou 

indirectement de plantes IOdhav et al., 2010; Donga et al., 20111. Beaucoup d'inhibiteurs d'a-

glucosidase qui sont des phytoconstituents, tels que les flavonoïdes, les alcaloïdes, terpénoïde, 

anthocyanides, glycosides ou les composés phénoliques, ainsi de suite. Les flavonoïdes naturels 

en tant qu'inhibiteurs d' u - glucosidase, u - amylase et reductases d'aldose, ont fait l'objet de 

plusieurs recherches IKumar et al., 20111. 
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Introduction 

Ces dernières années, beaucoup d'efforts ont été faits pour identifier des inhibiteurs 

efficaces de l'a -glucosidase à partir des ressources naturelles afin de développer de nouveaux 

composés antidiabétiques pour le traitement du diabète [Kumar et al., 2011; Saha et al., 20121. 

Le tableau ci-dessous résume l'effet de quelque plantes médicinales sur l'activité de quelques 

amylases. 
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Introduction 

Tableau n° 3 : Effet de quelques plantes médicinales sur l'inhibition de quelques amylases in 

i'iIïO. 

Parties utilisées Extraits Effets biologiques Références 

la concentration inhibitrice de 50 % de l'activité de l'a- 
glucosidase. 1050=14 	ig/mL a montré une activité 

feuilles Cecropia obtus (folia L'extrait 
inhibitrice 	plus 	forte 	que 	l'acarbosc (lC50128 JFerlié, 20111 

(Cecropiaceae) butanolique 
ig/mL), inhibiteur de référence. 

l'écorce d' Acosmium L'extrait 
lC= 109 ig/mi de l'extrait est similaire à celle de I Andrade- 

pananense (Fabaceae) éthanolique l'acarbose (1050=128 pg/mL). Cetto et ai, 

20081 

L'extrait lC50=21 	pg/mL de l'extrait a montré 	une 	activité 

le cortex de la racine de butanolique le  
inhibitrice 	plus 	forte 	que 	l'acarbose (lC50=128 I Andrade- 

et ai, 
Malmea depressa ig/mL) 20081 

(Annonaceae).  

Cet extrait était environ 	5 fois plus actif contre l'a- 
glucosidase de B. stearothermophilus (lC50=4,6 gg/ml,) 

L'extrait que celle de la levure boulangère (IC5Ø=24.6 pg/mL), et 

hydroéthanolique environ 60 et 30 fois plus actif contre les enzymes des 
mammifères : 	la sucrase (1050=299,5 j.tglmL) et 	la 

Les graines de Sy:ygium maltase (1050= 120,9 jtg/mL). I Shinde et 
cumin! (Myrtaceae) al., 20081 

trois 	fois 	plus 	actif 	contre 	B. 	stearothermophilus 
(lC50=6,6ig/mL) 	que 	la 	levure 	boulangère 

l'extrait acétonique (IC0=19.5j.ig/mL) et environ 40 et 	15 fois plus actif 

contre la sucrase (lC50261,7 	ig/mL) et la maltase 

(lC5O'l 14,4 igImL).  

sur les a-glucosidase de levure, la plus forte concentration 
de 62.5 mg/mL de la plante montre une inhibition 

Les feuilles et les parties maximale proche de 89 O,4,  et la concentration de 1,95 

aériennes d'Andrographis 
l'extrait éthanolique 

mg/mi, inhibe 3.2 %. Sur les a-amylse porcine les lCØ ISubramanian 

paniculata(Aeanthaceae) d'AP, de l'acarbose étaient de 50.9 et 14.9 mg/mL et al., 20081 

respectivement. La plante avait une 	activité 	inhibitrice 
d'a-glucosidase appréciable et faible pour l'a-amylase. 

L'extrait inhibe 20 et 55 % de la production de glucose 
provenant des féculents à 0.2 et 1,0 mglmL. En parallèle. 

Les feuilles de Tecoma sians 
Extrait aqueux (avec l'acarbose (0.1 mg/mL) inhibe plus de 95 % des o- lAguilar- 

(Bi- gnoniaceae) 
un rendement de glucosidases. L'infusion de T. stans préparée selon la Santamaria et 

22%) médecine traditionnelle (1,15 g de feuilles sèches dans al., 20091 
250 mL d'eau) inhibe 58 % des a-glucosidases. 

Cet extrait a un effet plus puissant inhibiteur car son 
lC50=1 .8 ig/mL. En augmentant les concentrations d'ct- 

glucosidase de 0,3 à 6 IJ/mL, cela augmente l'IC50 de 

L'extrait l'extrait 	de 	0,8 	à 	23.5 	tg/mL. 	L'1050 	de 	l'extrait 

Les fleurs de I'unica méthanol ique (avec augmentait 	aussi 	de 	1.4 	à 	2.6 	tgImL, 	lorsque 	les IFerlié, 20111 
granatum (Punicaceae) un rendement de concentrations de sucrose passaient de 7,5 à 120 mM. En 

40%) augmentant le temps de prétraitement de l'extrait de O à 
120 minutes, cela améliorait progressivement l'effet de 
l'extrait avec un 1050 passant de 2,2 à 1,2 pglmL. 
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Introduction 

En Algérie, la médecine traditionnelle encore largement utilisée, constitue un patrimoine 

-  à conserver. Plusieurs plantes ou mélanges de plantes sont utilisées dans cette région, et 

nombreuses d'entres elles sont considérés traditionnellement comme antidiabétique [Khacheba, 

- 2008 ; Hamza, 20111. La plante la plus utilisée dans cette région est la coloquinte du nom 

scientifique Ciirullus colocynthis, elle est traditionnellement employée comme anti-

inflammatoire, insecticide et comme purgative pour traiter la constipation (AI-Ghaithi, 2004; 

Atef et al., 20111, en tant qu'abortif et aussi pour traiter l'oedème, infections bactériennes, et 

contre les maladies chroniques cancer et diabète [Kumar et ai, 2008 ; Ai-Kbateeb et ai., 2009; 

Atef et al., 2011; Nadeem Asghar, 20111 la coloquinte peut être aussi indiquée contre les 

maladies du foie EHireche, 20041. Elle est utilisée dans les industries agroalimentaires vis à vis 

son effet antioxydant [Kumar et ai, 2008 ; Nadeem Asghar, 20111. 

La coloquinte est une plante herbacée appartient à la famille cucurbitacée d'origine 

tropicale c'est une espèce méditerranéenne, très commune dans tout le Sahara et l'occident, 

qu'on trouve à l'état spontanée tout autour du bassin méditerranéen, son appellation populaire: 

Hadja, haiidhal. tifrist ou taferzizt [Otang —Ntui et ai., 20101. La plante à le port rampant d'un 

concombre, à tige munie de vrille ramifiées, feuilles palmatilobées à 3-5 segments, charnues, 

crénelées ; ses fleurs sont jaunes (jaune, pâle ou verdâtre) et dioïques, elles sont solitaires, à 

pédoncules courts, axillaires; corolle à 5 pétales ovales, à marge sineuse; 5 étamines à anthères 

épaisses se touchant entre elle. Les fruits globuleux de 12 à 18 cm, à épicarpe coriace, de couleur 

jaune- clair et à pulpe blanchâtre, charnus à saveur très amère. La partie utilisée de la coloquinte 

- - et généralement le fruit et ses principes actifs sont: Glucoside amer, pectine, saponines, résines, 

alcaloïdes, colocynthine, citrullol (alcool), cucurbitacines, citrull me, citrulluene, acide 

citrullinique, huile essentielle [Mole et al., 2009 ; Otang —Ntui et al., 20101. Ses principes les 

plus actifs : la colocynthe et la colocynthine. Cette dernière confère à la plante un effet purgatif 

extrêmement violent et dangereux, qui provoque généralement des hémorragies intestinales dont 

l'issue est souvent fatale. Le seul intérêt de cette plante réside dans les substances 

pharmaceutiques qu'on a pu en tirer et auxquels on reconnaît un effet hypoglycémiant [Otang - 

Ntui et ai., 2010 ; Atef et ai., 20111. 

La coloquinte contient 13.5 % de protéines, 26,6 % des huiles, 2,1 % de cendre 52.9 % de 

fibres bruts, 4,9 % d'azote libre et contient 322 mg/100g de potassium, 119 mg/100 g de 

phosphore et 3,3 mg/1 00 g de fer [Sawaya et ai, 19861 et elle est riche en lipides et vitamines A, 

BI, B2 et C [Otang—Ntui et al., 20101. 
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- 	 Introduction 

Les manifestations cliniques rapportées à l'intoxication par la coloquinte comprennent 

-  des vertiges, des épigastralgies, des nausées, des vomissements et une diarrhée [El-Farai, 19951. 

E1-Wasfi et al. (1994) a démontré que 800 mg/kg de l'extrait éthanolique de ses feuilles est 

toxique pour les rats, et entraine la mort de 60 % des rats de la population testée après 24 heurs 

de traitement. 

Concernant le traitement du diabète par la coloquinte différents modes d'utilisation et 

différentes parties de cette plante sont utilisées, une décoction de 30 g de grains broyées dans un 

litre d'eau et une prise orale de 50 ml de la préparation trois fois par jours ; une utilisation de tout 

le fruit dans un bain pour les pieds ; ou l'utilisation de la poudre de l'épicarpe séché et mélangé 

avec les aliments ou encore une prise sublinguale de 2 à 3 grains séchées par jours IMerzouki et 

al., 2000; Said et al., 2002 ; Lev et al., 20021. 
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- 	 Introduction 

Tableau n° 4: Quelques travaux réalisés sur l'activité anti-hyperglycémiante des différents 

extraits préparés à partir de différentes parties (graines et fruits) de la coloquinte (Citrullus 

colocynihis). 

Parties Extraits utilisées  Effet anti-hyperglycémiant Références 

Après 2 mois de régime alimentaire supplémenté 
en huile de coloquinte donné aux rats rendus 
diabétiques 	par 	la 	streptozotocine 	(STZ), 

Les graines Huile de la coloquinte l'hyperglycémie 	est 	devenue 	beaucoup 	moins JSebbagh et al., 
du fruit (7.9 mM) sévère. 20091 

Cet huile avait aussi un effet protecteur et/ou 
régénérateur 	vis-à-vis 	la 	masse 	de 	cellules 	13 
pancréatiques chez ce groupe de rats.  
Les résultats ont démontré que l'administration 
orale de l'extrait éthanolique de la pulpe pendant 

Extrait éthanolique 50 jours chez les rats rendus diabétiques par la 
La pulpe du 

(250 lil, équivalent de streptozotocine (STZ), a conduit à une diminution IAl-Khateeb et al., 
fruit 300 mg/kg) 

significative du taux du glucose dans le sang 20091 
d'environs 	31%, 	et 	au 	même 	titre 	à 	une 
augmentation de 370.2 % du taux de l'insuline 
dans le sérum.  
L'administration oral de cet extrait durant 50 jours 
chez 	les 	rats 	rendus 	diabétiques 	par 	la 

La pulpe du Extrait éthylique streptozotocine 	(STZ), 	a 	diminué 	de 	façon 
lAtef et al., 20111 

fruit (50 mg/kg/jour) significative le taux du glucose dans le sang et 
avait un effet protecteur contre la néphropathie qui 
présente une complication micro-vasculaire.  
Après une administration 	I.P de l'extrait chez les 
rats 	rendus 	diabétiques 	par 	la 	streptozotocine 

Les graines Extrait aqueux (5 ml/kg) 
(STZ), 	une 	diminution 	significative 	de [Benariba et al., 

du fruit l'hyperglycémie, à court et à long thermes (7 et 20091 
14 jours) avec prévention de chute de poids 
corporel chez ce groupe de rats.  
Une 	faible diminution de 	l'hyperglycémie est 

Medjdoub, 2009; 
Les graines Acétate d'éthyle obtenu chez les rats rendus diabétiques par la Bentabet, 2010; 

du fruit (10,20 mg/kg) streptozotocine (STZ), injectés par vois lP durant Zerriouh, 20101 
3 semaines.  
Une diminution régulière de l'hypoglycémie chez 

Les graines Extrait de glycoside et les rats diabétiques durant 5 semaines, JAzzi, 20071 
du fruit d'alcaloïdes Une 	stimulation 	de 	la 	captation 	du 	glucose, 

in vitro par les adipocytes isolés des rats Wistar.  
Au bout de 6 heures, 0, 1 à 5 mg/ml régule 
l'hyperglycémie 	chez 	les 	rats 	diabétiques, 

Les graines Extraits des acides provoque 	une 	diminution 	rapide 	de (Benariba, 20031 
du fruit aminés (40 mg/kg) l'hyperglycémie 	par 	voie 	orale 	et 	stimule 	la 

sécrétion d ' insuline in vitro  
In vitro, une stimulation de la captation du glucose 

Les graines 
Extrait éthanolique et par les adipocytes isolés des rats Wistar. 
chloroformique des In vivo, il présente un effet anti hyperglycémint (Azzi, 20071 

du fruit glucosides (20 mg/kg) chez 	les 	rats 	rendus 	diabétiques 	par 	la 
streptozotocine, à court terme et à long terme.  
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Introduction 

Selon les résultats publiés sur la coloquinte pratiquement pas de travail qui s'intéresse à 

l'effet des extraits de la coloquinte sur l'activité de l'a-amylase. Dans ce but, nous envisageons 

tester au cours de notre étude in vitro, l'effet de cette plante sur l'activité de l'a-amylase. 

Le plan de notre travail regroupe: 

- Une préparation de l'extrait aqueux et organique à partir du fruit de la coloquinte; 

- Une analyse phytochimique en testant la présence ou l'absence de certains métabolites 

secondaires (les composés phénoliques, les flavonoïdes, les tanins, les coumarines, les 

terpènes,...); 

- Un dosage de polyphénols et flavonoïdes totaux dans les extraits préparés; 

- Un test in vitro de l'effet des extraits sur l'activité de l'a-amylase. 
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Matériel et méthodes 

1. Matériel végétal 

Le matériel végétal utilisé pour notre étude est le fruit de la coloquinte (Citrullus 

colocynthis) récolté à maturité en mois d'Octobre 2011 dans la région d'Ain Safra wilaya de 

Naâma (sud ouest Algérien). 

Au sein de notre laboratoire les fruits sont triés, coupés et séchés à température 

ambiante et à l'abri du soleil pendant quelques semaines. Après séchage, les fruits sont 

entièrement concassés et conservés à l'abri de l'humidité, jusqu'au jour d'utilisation. 

2. Extractions 

2.1 Préparation de l'extrait aqueux (EA) 

- 30 g du fruit entier (graines, pulpe et épicarpe) broyé est mis en infusion dans 300 ml d'eau 

distillée pendant 1 heur à 50 oc ;  

- L'ensemble est porté sous reflux pendant 15 minutes à 250 °C avec agitation; 

- Filtration de la solution obtenue; 

- Le filtrat récupéré est évaporé à sec; 

- Récupération du produit. 

La préparation des extraits organiques à partir du fruit entier de la coloquinte est 

réalisée suivant le protocole de la figure 5. 

2.2 Préparation de l'extrait hydro-méthanolique (EM) 

- Dans 200 ml de mélange eau/méthanol (20/80), 30 g du fruit entier (graines, pulpe et 

épicarpe) broyé est soumis à une extraction sous reflux, à chaud et sous agitation pendant 

3 heurs. L'extraction est réalisée deux fois sur le même échantillon (percolation). 

- Filtration du mélange et récupération du filtrat. 

- Évaporation à sec du filtrat. 

- Récupération de l'extrait sur les parois du ballon d'évaporation. 

2.3 Préparation de l'extrait d'hexane (EH) 

Cet extrait est récupéré à partir de l'extrait EM, après extraction et concentration de 

l'extrait EM, la phase aqueuse récupérée est traitée par une extraction liquide-liquide en 

utilisant l'hexane (V/V); 

- La phase organique récupérée est évaporée à sec. 

- Récupération de l'extrait hexanique (EH)./ 

:( 	 ! 
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Matériel et méthodes 

2.3 Préparation de l'extrait acétate d'éthyle (EAc) 

Cet extrait est aussi récupéré à partir de lextrait EM, après extraction et concentration 

de l'extrait EM et traitement de la phase aqueuse récupérée par l'hexane, la phase récupérée 

- 

	

	est traitée deux fois par une extraction liquide-liquide en utilisant l'acétate d'éthyle jusqu'à 

épuisement total de cette solution. 

- La phase organique (acétate d'éthyle (V/V)) récupérée est évaporée à sec. 

- Récupération du produit (EAc). 

2.4 Préparation de l'extrait n butanol (En-B) 

- 	 Après extraction liquide-liquide de l'extrait EM par l'hexane et acétate d'éthyle la 

phase aqueuse issue est soumise à une autre extraction liquide-liquide avec le n-butanol. 

- La phase organique récupérée est évaporée à sec par une distillation. 

- Récupération du produit (En-B). 

2.5 Rendement de l'extraction 

Le rendement de l'extrait sec obtenu après évaporation de chaque extrait est calculé 

selon le rapport suivant: 

Rdt (%) = (P1 -P2)/P3 x  100 

P1: Poids du tube rempli; 

P2 : Poids du tube vide; 

P3 : Poids de la matière végétale de départ. 

Les rendements sont calculés par rapport à 100 g de matière végétale sèche. 
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Matériel et méthodes 

30 g du fruit entier de la coloquinte 

Extraction a chaud 200 ml eau- 
	Sous reflux 

méthamol (20/80) 

Filtration 

Solution Eau-Méthanol 

Extraction liquide/liquide 

Evaporation à sec 

Phase aqueuse 

Extraction liquide/liquide 

Extrait Eau-Méthanol 
(EM) 

Phase Organique 

Evaporation à 

sec 
Ir 

Extrait acétate 
d'éthyle (EAc) 

Acétate d'éthyle 

 

phase aqueuse 

xtraction liquide/liquide 

Phase Organique 	
V 

n-butanol 

Evaporation à sec 

par distillation 

Phase aqueuse 

Extrait n-butanol (En-B) 

Figure 5 : Protocol de préparation des extraits organiques à partir du fruit entier de la 
coloquinte. 
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2.5 Dégraissage du fruit entier de la coloquinte (Citrullus colocynthis) 

Le dégraissage est réalisé par le Soxhiet en utilisant l'éther d'éthyle comme solvant. 

- 50 g du fruit entier concassé de citrullus colocynthis est placé dans la cartouche du 

Soxhlet puis dans le Soxhiet; 

- Introduire 150 ml d'éther d'éthyle dans un ballon rodé; 

- Chauffer à 250 C° pendant 3 heurs; 

Récupérer la cartouche et laisser séchée à 37 oc pendant 24 heurs; 

- Peser la matière végétales sèche; 

- Quantifier la différence entre le poids de cette matière végétale avant le dégraissage et son 

poids après le dégraissage. 

3. Tests phytochimiques 

Il s'agit d'une analyse qualitative basée sur des réactions de coloration et/ou de 

précipitation effectuée sur les extraits préparés précédemment dans le but de mettre en 

évidence la présence ou l'absence de certains composés chimiques : les flavonoïdes, les 

tanins, les sucres réducteurs, les coumarines, et les saponosides. Ces tests sont réalisés en 

présence de certains réactifs de caractérisation. 

- Les flavonoïdes (réaction à la cyanidine) IKarumi et al., 20041 

Pour maitre en évidence la présence de flavonoïdes au niveau des extraits, nous avons 

réalisé le teste suivant: 

10 gouttes de l'acide chlorhydrique HCI concentré et quelques milligrammes de 

tournures de magnésium sont ajoutés à 1 ml de chaque extrait (aqueux, hydro-méthanolique, 

acétate d'éthyle et n-butanol). La coloration rose rouge ou jaune, après 3 min d'incubation à 

température ambiante, indique la présence des fiavonoïdes. 

- Les Tanins [karumi et al., 20041 

Dans un tube à essai contenant 1 ml de chaque extrait, ajouter 8 gouttes d'une solution 

diluée de chlorure ferrique FeC13 à I %. Après quelques minutes d'incubation à température 

ambiante, le chlorure ferrique développe une coloration verdâtre qui indique la présence des 

tanins catéchiques ou bleu-noirâtre qui révèle l'existence des tanins galliques. 

- Les alcaloïdes LMajob, 20031 

Pour chaque extrait on réalise la procédure suivante: on ajoute 2 ml d'HCL 1 % à 

1 ml de chaque extrait, le tout est chauffé au bain marie, puis on divise chaque extrait en 
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deux volumes égaux. Un volume est traité par le réactif de Mayer, l'autre par le réactif de 

- 	Wagner. La formation d'un précipité blanc ou brun révèle la présence des alcaloïdes. 

réactif Mayer: précipité blanc jaunâtre. 

• réactif Wagner: précipité rouge orangé ou brun. 

Les réactifs de Mayer et de Wagner sont préparés comme suite: 

- Réactif au mercuri-iodure de potassium (Valser Mayer) : Dissoudre 1.358 g d'HgC12 

dans 60 ml d'eau distillée puis 5 g de M dans 10 ml d'eau distillée. Mélanger les deux 

solutions et ajuster le volume total à 100 ml. 

- Réactif à l'iodo-ioduré Wagner: Dans 75 ml d'eau distillée, dissoudre 2 g de KI et 1.27 g 

de 12.  Le volume obtenu est ajusté à 100 ml avec l'eau distillée. 

- Les quinones libres Oloyede, 20051 

Sur un volume de chacun de nos extraits, quelques gouttes de NaOH à 1 % sont 

ajoutées. L'apparition d'une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des 

quinones libres. 

- Les anthraquinones Iøloyede, 20051 

À I ml de chacun de nos extraits, on ajoute 0,5 ml de NH40H (10 %) avec agitation. 

L'apparition de couleur violette indique un test positif. 

- Les coumarines Illenmehdi, 20001 

Une quantité de quelques milligrammes de chaque extrait est solubilisée dans 2 ml 

d'eau chaude. La solution obtenue est divisée en deux parties égales dont: 

- La première représente un témoin; 

- La deuxième est traitée avec 0.5 ml de NH40H à 10 %. 

L'examen est réalisé sous la lumière ultraviolette et l'apparition d'une fluorescence 

intense révèle la présence de coumarines. 

- Les saponosides 

* Indice de Mousse 

Introduire un volume de 2 ml de chaque extrait dans un tube à essai et l'ajusté à 5 ml avec de 

l'eau distillée. Agiter les tubes pendant 15 secondes dans le sens de la longueur puis laisser 

reposer pendant 20 minutes. Le résultat est positif, si la hauteur de la mousse est supérieur à 

1cm; 

• Test de Libermann-Burchard pour les stéroïdes : à I ml d'anhydride Acétique on ajoute 

0,5 g de chaque extrait et 20 gouttes d'acide sulfurique concentré (H2SO4). L'ensemble est 
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agité puis incuber pendant 30 min à température ambiante. Couleur virée du violet au bleu ou 

vert révèle la présence des saponosides stéroïdiennes. Une couleur rouge-maronne de la 

couche d'interface révèle la présence des saponosides tritérpéniques. 

- Les terpénoïdes lEdeoga et ai., 20051 

A 1 ml de chaque extrait, on ajoute 0.5 ml de chloroforme (CHC13) et 0.7 ml de H2SO4 

concentré. La couleur verte-bleue révèle la présence des hétérosides stéroïdiens et la couleur 

vert violet révèle la présence des hétérosides tritérpéniques. 

- Les sucres réducteurs 

On ajoute 0,5 ml de liqueur de Fehling à I ml de chaque extrait, porter l'ensemble au 

bain marie. Un test positif est indiqué par l'apparition d'un précipité rouge brique. 

- Les amines 

On applique sur papier filtre une goutte de chaque extrait. Après séchage à 80 °C à 

l'étuve, le papier est pulvérisé avec une solution de la ninhydrine. Ensuite le papier est séché 

- 

	

	une 2ème  fois à l'étuve à 110 °C pendant 5 mm, la présence des amines est observée sous 

forme d'une tâche jaune pour les amines secondaires ou violette pour les amines primaires. 

4. Dosage de polyphénols et flavonoïdes totaux 

- L'extrait aqueux est préparé dans l'eau distillée à une concentration de 10 mg/ml. 

- L'extrait eau-méthanol est solubilisé dans un mélange eau-méthanol (20/80) à la même 

concentration. 

- L'extrait n-butanol et acétate d'éthyle sont dissouts dans le méthanol à la même 

concentration. 

4.1 Dosage de polyphénois totaux IVermerius et ai., 20061 

4.1.1 Principe 

La méthode utilisée pour le dosage de polyphénols au niveau de nos extraits, est celle 

utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier est constitué par un mélange d'acide 

phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique. Il est réduit, lors de l'oxydation des 

phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungstène et de molybdène IPeri et al., 19711. La 

coloration produite, dont l'absorption maximum comprise entre 700 et 760 nm, est 

proportionnelle à la quantité de polyphénols présents dans l'extrait végétal [Boizot et ai, 

- 	 2006]. 
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4.1.2 Mode opératoire 

Le dosage de polyphénols est réalisé selon la méthode décrite par Vermerius et al., 

(2006). 

0.1 ml de l'extrait étudié est mélangé avec 2 ml d'une solution de carbonate de sodium 

à 2 % fraichement préparée, le tout est agité par un vortex. Après 5 mm, 100 pi du réactif de 

Fo!in-Ciocalteu (0.2 N) est ajouté au mélange, l'ensemble est incubé pendant 30 min à 

température ambiante. La lecture est effectuée contre un blanc à l'aide d'un 

spectrophotomètre à 700 nm (tableau 5). 

Une courbe d'étalonnage est réalisée en parallèle dans les mêmes conditions 

opératoires en utilisant l'acide gallique comme contrôle positif à différentes concentrations 

finales (2,27 ; 4,54; 9,1 ; 13,63; 18,18; 22,72; 27,27 ; 31,81 ; 36,36; 40,90; 45,45 pgIml). 

Les résultats sont exprimés en j.tg équivalent acide gallique par milligramme d'extrait 

(p.g GAE/mg) [Boizot et al., 20061. 

- 	 -' 	- 	
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Tableau 5: Dosage de polyphénols totaux 

Volumes Concentration de l'acide gallique (Mg/mi) 	- 	 Extraits 

(ml) 50 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 EA EM EAc En-B 

l'acide 

gallique 
0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 - - - - 

Extrait - - - - - - - - - - - 0.1 0.1 0.1 0.1 

NaCO3  2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

Incubation pendant 5 min à température ambiante 

Folin 

Ciocalteu 
0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 

1 
0.1 I 	0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 

Incubation pendant 30 min à température ambiante et à l'obscurité 

Lecture au spectrophotomètre à 700 nm 

La teneur ou la concentration en polyphénols totaux présents dans nos extraits est 

calculée selon la formule suivante: 

[polyphénolsi = a.f/ c j 

a : Concentration de polyphénols (.tg/ml) déterminée à partir de la courbe d'étalonnage: 

f: Facteur de dilution (X  22); 

-- 

 

Ci : Concentration initiale de chaque extrait (10 mg/ml). 

-- 	 4.2 Dosage de flavonoïdes totaux jArdestani et al., 20071 

4.2.1 Principe 

Le dosage de flavonoïdes est réalisé en utilisant la méthode colorimétrique au 

trichlorure d'aluminium (AICI3) et la soude (NaOH). Le trichlorure d'aluminium forme un 

complexe jaune avec les flavonoïdes et la soude forme un complexe de couleur rose qui 

absorbe dans le visible à 510 nm (Ardestani et al., 20071. 

4. 2.2 Mode opératoire 

Le dosage de flavonoïdes de nos extraits est réalisé par la méthode colorimétrique 

décrite par Zhishen et al. (1999) et Ardestani et al. (2007). 

- 	 - 500 i.tL de chaque extrait ou de catéchine est mélangé avec 2 ml d'eau distillée; 

- Addition de 150 pi d'une solution de nitrite de sodium (NaNO2) à 15 %; 

- Incubation à température ambiante pendant 6 min ; 

- Addition de 150 pi de chlorure d'aluminium (AlC13, 6H20) à 10 % 

- Deuxième incubation à température ambiante pendant 6 min ; 
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- Addition de 2 ml d'hydroxyde de sodium à 4 %; 

- Le volume final est complété immédiatement à 5 ml; 

- Agiter et Incuber à température ambiante, pendant 15 min , 

- La lecture est faite à 510 nm contre un blanc (tableau 6)1 Ardestani et al., 2007]; 

Une courbe d'étalonnage est réalisée en parallèle dans les mêmes conditions 

opératoires en utilisant la catéchine comme contrôle positif à différentes concentrations 

finales (5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 pg/ml); 

Les résultats sont exprimés en .tg équivalent catéchine par milligramme d'extrait 

(p.g CEq/mg). 

Tableau n°6: Dosage de flavonoïdes totaux 

Volumes 

(ml) 

Concentration de la catéchine (&g/ml) Extraits 

50 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 LA EM LAc En-B 

Catéchine 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 - - - - 

Extrait - - - - - - - - - - - 0.5 0.5 0.5 0.5 

Eau 

Distillée 
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

NaNO, 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 

Incubation 6 min à température ambiante 

AICI3 	J 0.15 0.15 [0.15] 0.15 1  0.15 1  0.15 1  0.15 1  0.15 1  0.15 j 0.15 0.15 0.15 [1 0.15 0.15 

Incubation 6 min à température ambiante 

NaOH 2 2 2 2 2J2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

Ajuster le 

Volume 

finale à 

5 5 5 5 5 

t 
5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 

Incubation pendant 15 min à température ambiante 

Lecture au spectrophotomètre à 510 mn 

La concentration des flavonoïdes totaux présents dans nos extraits est calculée selon 

la formule suivante: 

Iflavonoïdesi = a.f I c 1  

a : Concentration de flavonoïdes (pg/ml) déterminée à partir de la courbe d'étalonnage; 

f: Facteur de dilution (X  10); 

Ci  : Concentration initiale de chaque extrait (10 mg/ml). 
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- 	 Discussion 

pourraient contenir nos extraits en utilisant une chromatographie sur couche mince avec quatre 

étalons: l'acide gallique, catéchine, quercétine et la myricétine. Cela nous permet d'avoir une 

idée globale sur les métabolites secondaires présents dans nos extraits, et de contrôler la pureté 

d'un composé si les conditions expérimentales sont bien déterminées. 

- 	 D'après la bibliographie le système à base d'Acétate d'éthyle: Acide formique: Eau 

(8/1/1) est connu par la bonne séparation qu'il induit. Nos extraits sont bien fractionnés par ce 

- 	système. 

/ 

Le système d'élution BAW est spécifique pour les sap6nsides, ce qui révèle la 
- 	 j ';,'  

présence de saponosides dans nos extraits, cela est confirmé p 	étuded9 Belabbaci et al. 

- 	(2007) qui ont aboutis à une bonne séparation de saponosides 	ai, dee système mais aux 

proportions (40/10/30). 

D'autre part, la séparation, fractionnement et la caractérisation de nos extraits par CCM 

en utilisant plusieurs éluants et certains étalons comme l'acide gallique, myricétine, catéchine et 

- 

	

	la quercétine, nous a permet à la fois de visualiser la présence de l'acide gallique, catéchine, 

quercétine et la myricétine dans nos extraits et de choisir un bon système de séparation à savoir 

- 

	

	le Chloroforme: Méthanol : Acétate d'éthyle: Acide acétique: Eau (60/25/10/05/0.2), qui nous 

a permis d'obtenir plus de taches que le reste des systèmes en plus ce système a pu séparer une 

-  tache qui corresponde à la myricétine au niveau de tous nos extraits, et une autre tache qui 

corresponde à l'acide gallique dans les extraits EM, EAc et En-B et la catéchine pour EM et 

ENB. Ce qui prouve la richesse de nos extraits en substances actives. 

1)arwish-Sayed et al. (1974), ont montré que les graines de la coloquinte récoltées dans 

la région de Marsa-Matrouh (Egypte) extraites avec le chloroforme contiennent quatre 

glycosides cucurbitacines et huit lorsqu'elles sont extraites par l'éthanol, ce résultat est confirmé 

par une CCM dont l'éluant est BAW (4/1/5). 

De même, Natiq et al. (1989), ont identifié quatre glycosides cucurbitacines (2-0-n-D-

gluco-pyranosyl-cucurbitacine I, 203-D-glucopyranosyl-cucurbitacine E, 2-0-f-D-

glucopyranosyl-cucurbitacine L et 2-0--D-glucopyranosyl-(22-27) hexanorcucurbitacine I à 

partir de l'extrait chloroformique de la partie aérienne et les fruits de la coloquinte broyés et 

dégraissés récoltés dans la région de Basrah (Sud Iraq), et seulement deux glycosides 

cucurbtacines 2-0-3-D-gluco-pyranosyl-cucurbitacine 1, 2-0-3D-glucopyranosy1-cucurbitacine 

L à partir d'extrait éthanolique des même parties utilisés. La phase mobile utilisée 

est chloroforme : méthanol (17/3). 
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Darwish-Sayed et al. (1973), ont séparé, par chromatographie sur couche mince, une 

choline et trois alcaloïdes à partir des graines de coloquinte récoltée dans la région de Marsa-

Matrouh (Egypte) en utilisant le système chloroforme: méthanol (9/1), ces alcaloïdes étaient 

identifiées par RMN: (C10 H15 N 03 et C20 H32 NO) et sont considérés comme des dérivés de 

la pyridine, tandis que le troisième (C16H24N07) a été suggéré être le dérivé de la quinoline. 

Tous ces résultats nous permettent de constater que les solvants eau-méthanol et acétate 

d'éthyle favorisent l'extraction de flavonoïdes, alors que le chloroforme, éthanol et n-butanol 

permet d'obtenir les saponosides 

En conclusion, selon les résultats obtenus de l'analyse chromatographique on constate 

que les extraits préparés à partir du fruit de la coloquinte sont riche en polyphénols 

essentiellement l'acide gallique et les flavonoïdes (catéchine, quercétine, myricétine). De même 

-  on suggère la présence de saponosides qui sont mis en évidence dans ces extraits par le système 

d'élution BAW. 

- 	 En ce qui concerne l'effet inhibiteur de nos extraits sur l'activité de l'a-amylase 

d'Aspergillus oryzae, les résultats montrent que, seule l'extrait aqueux EA du fruit entier de 

-  Ciirullus colocynthis à fortes concentrations 1.676 et 2.5 mg/ml présente le pourcentage 

d'inhibition le plus élevé il est d'environ 90 % par apport aux extraits: EM, En-B et EAc qui 

assurent une inhibition de 58.97 %, 52. 92 % et 47,91 % respectivement. De même à la 

concentration de 0.5 mg/ml l'extrait EA présente un pourcentage d'inhibition de 55.24 % de loin 

le plus élevé par apport aux extraits: EM, En-B et EAc qui assurent une inhibition de 8.15 

9.90 % et 8.31 % respectivement. 

Les résultats du screening phytochirnique et le dosage de polyphénols et flavonoïdes 

totaux, ont révélé que cet extrait contient: les polyphénols, les flavonoïdes, coumarines et les 

alcaloïdes, il est le seul extrait parmi nos extraits qui contient les saponosides stéroïdiennes et il 

est très riche en terpénoides, sucres réducteurs et amines. 

Plusieurs composés phénoliques sont doués d'une activité inhibitrice de l'a-amylase, 

essentiellement les flavonoïdes et les tritérpénoides [Sales et ai., 2012]. Les flavonoïdes l'un des 

principaux métabolites secondaires occupant une place prépondérante dans le groupe des 

polyphénols. Toute les flavonoïdes ont une origine biosynthétique commune et possèdent le 

même élément structural de base comportant trois cycles A, B et C [Sales et al., 20121. Elles se 

devisent généralement en cinq classes: flavonols, flavones, anthocyanidines, flavonones et 

chalcones [Peterson, 19931. 
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Le potentiel d'inhibition pour les polyphénols et les flavonoïdes est corrélé avec le 

nombre de groupements hydroxyles dans leur cycle B. Ces composés inhibent l'a-amylase par la 

formation de liaison hydrogènes entre ses groupements hydroxyles et les résidus du site de 

fixation (actif) de cette enzyme. Le plus grand pouvoir inhibiteur pour les flavonoïdes est assuré 

par les flavonols et flavones [Sales et al., 20121. La classe de flavonoïdes a révélée sa présence 

dans nos extraits suivant les résultats de la CCM (catéchine, quercétine et myricétine) 

D'après nos résultats, on suggère que l'extrait EA du fruit entier de Citrullus colocynthis 

agit au niveau digestif par l'inhibition de l'a-amylase avec un mécanisme non définie dans notre 

étude, ce qui ralentit l'absorption de glucose au niveau intestinal et réduit l'hyperglycémie 

postprandiale. À fortes concentrations 1.676 et 2.5 mg/ml cet extrait présente un pourcentage 

d'inhibition d'environ 90 %. De même à la concentration de 0.5 mg/ml ce même extrait présente 

un pourcentage d'inhibition de 55.24 %. Ces résultats sont meilleurs à ceux obtenus lors d'une 

étude faite par Prashanth et al. (2001) qui s'intéressent aux plantes antidiabétiques utilisant 

l'extrait éthanolique de l'épicarpe de Punica granatum à une concentration de 1 mglml dans le 

milieu réactionnel, cet extrait exerce un effet inhibiteur sur l'activité de l'a-amylase avec un 

pourcentage d'inhibition de 68.2 %. De même, Kashket et al. (1988), montrent que l'activité a-

amylasique est inhibée à 50 % par les tanins du thé. 

Les différents effets exercés par l'extrait EA du fruit entier de Citrullus colocynthis 

pour régulariser le désordre métabolique du diabète sucré (glucidique et lipidique) expliquent 

son usage en médecine traditionnelle dans le traitement de cette affection chronique à travers le 

monde. 
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Conclusion 

À la lumière des résultats obtenus, les extraits du fruit entier de Ciirullus colocynthis 

inhibent l'a-amylase essentiellement l'extrait aqueux EA. Cet extrait à fortes concentrations 

1.676 et 2.5 mg/ml présente le pourcentage d'inhibition le plus élevé, il est d'environ 90 %. De 

même à la concentration de 0.5 mg/ml ce même extrait présente un pourcentage d'inhibition de 

55.24%. 

De plus nous avons déterminer un taux considérable de polyphénols et flavonoïdes totaux 

dans l'extrait ENB qui présente le taux le plus élevé en polyphénols et flavonoïdes, il est de 

47,13 .tg équivalent acide gallique/mg d'extrait (.tg GAE/mg) et 35.68 j.g équivalent catéchine 

par milligramme d'extrait (j.tg CEq/mg) respectivement, suivie par l'extrait EA avec une 

concentration de 41.34 (pg GAE/mg) et de 11.95 (j.tg CEq/mg) respectivement. 

De ce fait, cette activité inhibitrice d'a-amylase est probablement liée à la présence de 

composés phénoliques dans cette plante. 

Toutefois, il serait souhaitable d'approfondir notre étude en s'intéressant notamment à: 

- La recherche, l'identification et la caractérisation de composé (s) présent (s) dans les différents 

extraits responsables de l'efficacité antidiabétique de la coloquinte (Citrullus colocynthis); 

- Élucidation du mécanisme d'action en réalisant une cinétique (détermination des paramètres 

cinétiques) pour déterminer le type d'interaction enzyme-extrait; 

- 	- Comparaison des résultats avec celles obtenues par un contrôle exemple l'acarbose; 

- Étude de l'action inhibitrice sur de l'ct-glucosidase dont le but est de confirmer l'effet 

inhibiteur sur l'absorption intestinale des glucides. 
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Résumé 

I 'obi ctif de notre travail est de tester in vitro l'effet de différents extraits du fruit 

entier dla coloquinte (Citrullus colocynthis), sur l'activité de l'a-amylase d'Aspergillus 

oryzae. 

Dans ce but, le travail est initié par une extraction sélective à partir du fruit entier de la 	- 

coloquinte qui aboutie à la préparation de certains extraits organiques et aqueux. 

Le dosage de polyphénols et flavonoïdes totaux, nous a révélé que l'extrait En-B 

présente le taux le plus élevé en polyphénols et flavonoïdes, il est de 47,13 lig équivalent 

acide gallique/mg d'extrait (.tg GAE/mg) et 35.68 ig équivalent catéchine par milligramme 

d'extrait (pg CEq/mg) respectivement, suivie par l'extrait EA avec une concentration de 

41.34 (j.tg GAE/mg) et de 11.95 (.tg CEq/mg) respectivement. Ces résultats sont confirmés 

par une analyse chromatographique qui a révélé la présence de la catéchine, quercétine et 

myricétine 

Les testes réalisés in vitro sur l'activité de l'a-amylase d 'Aspergillus oryzae montrent 

que tous nos extrait exercent un effet inhibiteur variable dose-dépendant, essentiellement 

l'extrait aqueux EA à fortes concentrations 1.676 et 2.5 mg/ml présente le pourcentage 

d'inhibition le plus élevé il est d'environ 90 % par apport à l'extrait EM, En-B et EAc qui 

assure une inhibition de 58.97 %, 52. 92 % et 47,91 % respectivement. De même à la 

concentration de 0.5 mg/ml l'extrait EA présente un pourcentage d'inhibition de 55.24 % de 

loin le plus élevé par apport à l'extrait EM, En-B et EAc qui assure une inhibition de 8.15 

9.90 % et 8.31 % respectivement. 

En fonction de ces résultats on suggère que nos extraits peuvent exercer un effet 

inhibiteur in vivo sur l'absorption intestinale des glucides en inhibant l'a-amylase 

Mots clé: Citrullus colocynthis, a-amylase, polyphénols, flavonoïdes, inhibition, 

activité d' a-amylase. 
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d'inhibition le plus élevé il est d'environ 90 % par apport à l'extrait EM, En-B et EAc qui 

assure une inhibition de 58.97 %, 52. 92 % et 47,91 % respectivement. De même à la 

concentration de 0.5 mg/ml l'extrait EA présente un pourcentage d'inhibition de 55.24 % de 

loin le plus élevé par apport à l'extrait EM, En-B et EAc qui assure une inhibition de 8.15 %, 

9.90 % et 8.31 % respectivement. 

En fonction de ces résultats on suggère que nos extraits peuvent exercer un effet 

inhibiteur in vivo sur l'absorption intestinale des glucides en inhibant l'a-amylase 

Mots clé: Citrullus colocynthis, a-amylase, polyphénols, flavonoïdes, inhibition, 

activité d' a-amylase. 


