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Introduction :

Les algues marines constituent une bio ressource importante, et grace a leur richesse en
substances : minéraux, polysaccharides, acides aminés dérivés, acides gras stérols, et
polyphénols (ou composés phénoliques) elles sont utilisée dans I’alimentation et également,
en médecine et en cosmétologie.

Les algues brunes possédent des composés chimiques aromatiques (composés
phenoliques) uniques dans le monde végetal, nommeés phlorotanins. Du fait de leur réle
d'antioxydants naturels, ces composés suscitent beaucoup d'intérét pour la prévention et le
traitement du cancer, des maladies inflammatoires, cardiovasculaires et neurodégénératives,
et aussi dans le traitement de certaines troubles métaboliques comme I'obésité et le diabete qui
sont contrdlés par une régulation enzymatique, a savoir les lipases et les amylases salivaires
et pancréatiques.

L'inhibition de l'a-amylase bloque le processus de la dégradation des oligosaccharides,
stoppant la digestion des carbohydrates, et permettant ainsi de controler le niveau du glucose
dans le sang chez les diabétiques. Cet effet des inhibiteurs d’oa-amylases salivaire est
bénéfique pour la santé qui attire I’attention de plusieurs chercheurs et des firmes
pharmaceutiques pour développer et enrichir la classe thérapeutique des médicaments anti
diabéte type Il a partir des polyphénols. Les molécules extraites a partir des algues brunes
sont capable de favoriser une réduction dans le taux d’absorption du glucose et par
conséquent une diminution des niveaux de glucose plasmatique et abaissement de
I’hyperglycémie et de I’obésité.

Les objectifs de cette étude, est I’évaluation de :

e Meéthodes d’extraction des composés polyphénoliques avec des différents
solvants.

e L’activité inhibitrice de I’extrait phénolique d’algue Dictyopteris polypodioides
sur I’a- amylase salivaire.

e L’immobilisation de l'a-amylase salivaire et de I’inhibiteur dans les biles
d’alginate



LES ALGUES

I- Les algues

Les algues marines forment un monde a part. Premiers végétaux apparus sur la terre il y
a environ 3,5 milliards d’années, elles sont a I’origine de tous les autres végétaux qui vont
ensuite se deévelopper et se diversifier ; leur capacité a produire de I’oxygene a permis le
développement de la vie. Aujourd’hui I'lIFREMER estime entre 200 000 et 1 million le
nombre d’especes d’algues existant dans le monde. Leur diversité, leur abondance fait la
richesse des océans en procurant nourriture, habitat et protection a tout un ensemble de
poissons, crustacés, larves etc (1).

Les trois grandes lignées d’algues pluricellulaires, brunes, rouges et vertes, sont
majoritairement présentes en milieu marin, mais certaines familles ont aussi conquis les eaux
douces (Creis, 2015).

1-1-Les algues vertes (les Chlorophytes)

Elles sont comme tous les groupes suivants des eucaryotes a noyau bien individualisé;
elles possédent des plastes d’un vert franc contenant de la chlorophylle a et b associée a de I’a
et B caroténe et des xanthophylles identiques a celles des plantes supérieures. Les réserves
sont constituées d’amidon intraplastidial colorable en bleu par la solution iodo-iodurée.

Les formes nageuses possedent en général deux ou quatre flagelles de méme taille. Les
Chlorophytes qui groupent environ six cents genres et plus de huit mille espéces dont les
quatre cinquiemes environ vivent en eau douce (Feldmann, 1966).

1-2-Les algues rouges (les Rhodophytes)

Elles sont le plus souvent des algues marines et leur présence dans les eaux douces
se limite A une trentaine de genres peu fréquents. Leurs pigments sont constitués par des
chlorophylles a et d, des a et B carotenes, des xanthophylles et des biliprotéines
(Phycoérythrine et Phycocyanine).

Les réserves sont constituées de rhodamylon ou (amidon floridéen),
un polymere (glucane ramifié) de structure intermédiaire entre le glycogene et I'amylopectine
et toujours extraplastidial prenant une teinte rougeatre au contact de I‘iode. En eau douce, la
couleur des Rhodophytes est bleu-vert, rouge-violacé, tres souvent vert sale ou vert noiratre. Il
n’existe pas de formes flagellées (Feldmann, 1966).

1-3-Les algues brunes (les Phéophyceées)

Elles sont des organismes marins multicellulaires photosynthétiques evolutivement
éloignés des plantes terrestres, avec une paroi cellulaire distinctive. lls disposent d’hydrates de
carbone partagés avec des plantes (cellulose), les animaux (polysaccharides sulfatés contenant
du fucose , FCSPs ) ou des bactéries ( alginates) (Feldmann, 1966).


http://www.aquaportail.com/definition-803-glucane.html
http://www.aquaportail.com/definition-1179-ramifie.html
http://www.aquaportail.com/definition-796-glycogene.html
http://www.aquaportail.com/definition-559-amylopectine.html

LES ALGUES

L’architecture de la paroi cellulaire chez les algues brunes, et contribuent a la
compréhension des relations structure-fonction des principaux composants de la paroi
cellulaire Enzymatique réticulation des alginates par des phénols peut réglementer le
renforcement de la paroi, et des polysaccharides sulfatés peut jouer un réle clé dans

I'adaptation au stress osmotique. (Deniaud-Bouét et al., 2014 )

Tableau 1: les principaux caractéristiques des algues brunes (Raven et al., 2014)

Réserves
Embranchement | Nombre Pigments glucidiques Composition de la | Habitat
d’espéces Flagelles paroi cellulaire
photo-
synthétique
Algues Chlorophyles | Laminarine, 2 : uniquement Cellulose enrobée Presque
brunes 1500 aetc mannitol dans les cellules dans une matrice toutes
(phéophycées) ,caroténoides (trasport) reproductrices ; d’algine marines
: latéraux ; plumeux | mucilagineuse ; par
surtout a I’avant, lisse a fois des
fucoxanthine I’arriére plasmodesmes

1-4-Les compositions chimiques des algues brunes
> Les polysaccharides

La paroi des algues brunes est principalement composée d’une partie cristalline,
essentiellement de la cellulose et de polysaccharides anioniques : acide alginique, alginate
(polysaccharides carboxylés, sels d’alginate) et fucanes, fucoidanes (polysaccharides sulfatés)
qui constituent plus de 40% du poids sec du thalle (Meslet-Cladiere et al., 2013 ).

» Le mannitol
La synthése du mannitol est effectuée a partir de fructose-6-phosphate directement issu
de la photosynthese. Ce photosynthétat a été montré comme pouvant étre impliqué dans
I’osmorégulation et permettant ainsi une tolérance importante des algues brunes aux
variations de salinite (Creis, 2015).

» Les phlorotannins

Polymeres du phloroglucinol, sont des composés phénoliques (CP) uniguement
retrouvés chez les algues brunes (Phéophycées). Ces métabolites présentant des activités anti-
oxydantes, interviendraient dans la formation de la paroi (Meslet-Cladiére et al., 2013 ; Creis,
2015).




LES ALGUES

1-5-L utilisation des algues brunes

La plupart des espéces d’algues brunes sont des alginophytes, mais pour constituer une
matiére premiére intéressante pour I’industrie, il faut que la teneur soit suffisamment
importante (supérieure a 18% en masse seche) (Belattmania et al., 2015).

Les algues brunes son dans les domaines de la santé selon leur composition (tableau 2).

Tableau 2 : Quelques exemples d’utilisation des algues dans les domaines de la santé
(Guezennec and Debitus, 2006)

Activités biologiques

Actifs

Antibiotique

Composeées aromatiques, aliphatique
phénoliques, terpénes polysaccharides
Oligosaccharides

Anti-coagulant /Anti-thrombotique

Oligosaccharides sulfatés (fucanes)

Anti-inflammatoire

Polysaccharides, Oligosaccharides

Anti-tumorale

Polysaccharides, Oligosaccharides

Anti-ulcére

Polysaccharides, Oligosaccharides
(alginate,carraghénanes )

Anti-viral (Herpés,HIV)

Polysaccharides (fucanes, carraghénanes ,
galactomannanes,agaranes)

Hypocholestéréminante

lode, Polysaccharides

Traitement contre le goitre

lode

Vermifuge

Acide Kainique

1-6-Dictyopteris polypodioides

Thalle plat et ressemblant a une feuille, a 300 mm de long et 20-30 mm de large;
frondes d'olive a brun-jaune, translucide, et +régulierement dichotomique fourchue avec une
nervure proéminente étendant aux sommets.

Les cellules périphériques ou assimilatrices de la talle ont été décrites comme 45 um de
longueur et 30 nm de largeur. Les mesures des cellules de la nervure médiane ou médullaires
ont été montrées comme 18 um de long et 25 um large et celles des cellules parenchymateux
ou corticales que 45 mm de longueur et 40 um de largeur. (Abbas et Shameel, 2012).
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Tableau 3 : Classification de Dictyopteris polypodioides

Selon (Lamouroux, 1809)

Classification

Empire : Eucaryotes

Uni : Chromista

Phylum : ochrophyta

classe : Phaeophyceae

Sous-Classe : Dictyotophycidae

Ordre : Dictyotales

Famille : Dictyotaceae

Tribe : Zonarieae

Genre : Dictyopteris

Figure 1: Dictyopteris polypodioides




I1- Les composés phénoliques
2-1 - Définition

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes, largement distribués possedant plusieurs groupements phénoliques,
avec ou non d’autres fonctions et comportant au moins 8000 structures connues différentes,
allant de molécules phénoliques simples de faible poids moléculaire tels que, les acides
phenoliques a des composés hautement polymérisés comme les tanins. (Martin et
Andriantsitohaina, 2002).

Ces composés montrent des activités anti-inflammatoires, antibactériens, antiviraux,
anticancereux (Babar Ali et al., 2007), et antioxydants (Gomez-Caravaca et al., 2006).Les
composés polyphénoliques sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en thérapeutiqgue comme
inhibiteurs enzymatiques (Bahorun, 1997 ; Cetkovic et al ., 2008).

2 -2- Les principales classes de composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes (qui se
différencient d’abord par la complexité du squelette de base (allant d’un simple C6 a des
formes trés polymérisées). Ensuite par le degré de modification de ce squelette (degré
d’oxydation, d’hydroxylation et de méthylation, etc.). Enfin par les liaisons possibles de ces
molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides, protéines, etc.) (Herbert, 1989;
Macheix et al., 2005; Beta et al., 2005).Les formes phénoliques les plus simples présentent
des structures chimiques allant de simple phénol en C6 aux flavonoides en C15 et a des
molécules proches.

Une classification de ces substances a été proposée par Harbone en 1980 (Fig. 2). On
peut distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre
d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base.

v Les acides phénoliques
v’ Les flavonoides.
v’ Les tanins.



LES COMPOSES PHENOLIQUE

[ Polyphénols }

h ¥ ¥ ¥

[ Acides pllénolique] [ Flavanoide l Tanins ] | Stilbénes ] [ Lignnues] [ Phytostérols/ Phytostanols
Dérivés acide benzoique Polyméres de  Resvératrol Matairésino Campestérol
Ex: acide gallique Flavanoides . Stigmastérol

Dénvés acide cinnamique
Ex: acide caféique

r L J

[ Flavones ] [ Flavonols l ( Isoflavones ] { Dihydroflavonel ][ Flavanones ][ Anthocyanidines ] [ Elarano]s}

Apigénine Kaempfero Gensteme Dihydroquercetine  Naringénine Cyanidine Catéchine
Chrysine Myricétinel Daidzéine Hespérétine Péonidine Epicatéchine
Lutoléine Quercétine Genistine Taxifoline

Daidzine

Figure 2 : Classification des polyphénols (Harbone, 1980)
2-2-1- les flavonoides :

Le terme flavonoides rassemble une tres large gamme de composés naturels appartenant
a la famille des polyphénols. Sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs:
racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines, bois (Gabor, 1988).

» lastructure chimique et classification

Les flavonoides sont des dérives du noyau flavone a 15 atomes de carbone (C6-
C3-C6), constitué de deux noyaux aromatiques, que désignent les lettres A et B, reliés par un
hétérocycle oxygéné, que désigne la lettre C, portant des fonctions phénols libres, éthers ou
glycosides (Dacosta, 2003).

Figure 3 : structure de base des flavonoides
(Dacosta, 2003).
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IIs peuvent étre regroupés en différentes classes selon le degré d’oxydation et
d’insaturation du noyau pyranique central, le noyau B relié a I’hétérocycle C dans les
positions 2, 3.Ces composés ont une trés grande importance biologique et technologique: les
anthocyanes pigments rouge ou bleu, les flavones et les flavonols de couleur creme ou jaune
clair, les flavanes dont les produits de condensation sont a I’origine d’un groupe important de
tanins et les isoflavones qui jouent un réle dans la santé humaine (Macheix et al., 2005;
Medic-saric et al., 2004).

2-2-2 -Les tanins

Les tanins sont des polyphénols que I'on trouve dans de nombreux vegétaux tels que les
écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est formée
d'unités répétitives monomériques de catéchine (Khababaee et al., 2001).

Ces composes, solubles dans I’eau, se caractérisent par leur faculté a se combiner aux
protéines et a d’autres polymeres organiques tels que des glucides, pour former avec eux des
complexes stables. Ce sont des molécules assez volumineuses avec un poids moléculaire
généralement compris entre 500 et 3000 Da (Khababaee et al., 2001).

» Lastructure chimique et classification

Du point de vue structural, les tanins constituent un groupe chimique hétérogéne,
avec des structures moléculaires variées. En général, ils sont subdivisés en deux groupes
distincts en fonction du type de I’acide phénolique et du type de liaisons qui déterminent la
taille de la molécule (Khababaee et al., 2001).

v" Les tanins condensés

Nommeés également proanthocyanidines, sont des oligomeéres et des polymeres de
flavonoides. Les plus connus sont les procyanidines qui sont des chaines de ces composés, qui
correspondent a des polymeres de flavan-3ols, peuvent étre répertoriés en différentes classes :
les monomeres, les dimeéres, les oligomeres et les polyméres (Fig. 4) (Haslam, 1975).
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Figure 4 : la structure monomerique et dimérique des tanins condensés (Haslam, 1975).



LES COMPOSES PHENOLIQUE

v" Les tanins hydrolysables

Ce sont des hétéropolymeéres possédant un noyau central constitué d’un polyol. Il s’agit
souvent d’un D-glucose sur lequel les groupements hydroxyles sont, en partie ou en totalité,
estérifiés avec I’acide gallique (cas des gallotanins) ou un dimeére de I’acide gallique qui est
L’acide hexahydroxydiphénique (cas des ellagitanins) (Haslam, 1975).
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Figure 5 : Acide gallique, acide éllagique et structures des gallotanins et des ellagitanins.

Un troisieme groupe de tanins nommé les phlorotanins, a été caractérisé chez diverses
algues brunes. (Harborne , 1988).

v" Les phlorotanins
Les phlorotanins sont isoles d’algues brunes, ils sont constitués d’oligomeres et de
polymeres du phloroglucinol (1,3,5-trihydroxybenzene) (Fig. 5)

OH

HO 0H

unite monomerique de phlorogudna
Figure 6 : Structure des phlorotanins (Jormalainen et al., 2004).

Les phlorotanins sont localisés au sein des cellules des algues brunes sous forme soluble
et polaire, ainsi que dans la paroi cellulaire sous forme insoluble. La masse moléculaire des
ces molécules varie entre 126 Da et 650 kDa. Il apparait que la concentration en phlorotanins
varie de fagcon considérable entre les espéces d’algues brunes (Phaeophyceae) de méme qu'au
sein d'une méme espéce. (Jormalainen et al., 2004).
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2-3- Réle des composés phénoliques comme inhibiteurs enzymatiques
2-3-1- Les flavonoides comme inhibiteurs enzymatiques

Les flavonoides sont des inhibiteurs enzymatiques, ils inhibent plusieurs enzymes
intervenant dans divers mécanismes biologiques. lls inhibent I’histidine décarboxylase,
I’élastase, la hyaluronidase. En plus, les flavonoides inhibent la phosphodiestérase de
I’AMPC. Ils peuvent aussi empécher le diabete ou du moins le réduire en inhibant I'enzyme
aldose réductase (Chaudhry et al., 1995).

Quelques flavonoides sont des inhibiteurs efficaces de la biosynthese des
prostaglandines. Cet effet est di a Iinhibition de certains enzymes (lipoxygénase,
phospholipase, cyclo-oxygénase) impliquées dans leur biosynthése.

L’activité anti-tumorale de plusieurs flavonoides est attribuée a leurs efficacité d’inhiber
la topoisomérase I et Il (Formica et Regelson, 1995).

Beaucoup d’efforts ont eté fait pour la recherche des inhibiteurs efficaces de la
tyrosinase, et les flavonoides ont un effet inhibiteur sur ses enzymes (Hodek et al., 2002).

De nombreux agents sont susceptibles d’inhiber la réplication du rétrovirus du SIDA par
une inhibition de la reverse transcriptase. Les flavonoides se sont montrés de bons inhibiteurs
de cette enzyme (Spedding et al., 1989).

2-3-2- Les tanins comme inhibiteurs enzymatiques

Les tanins sont des molécules biologiqguement actives, douées d’activités
pharmacologiques remarquables et des effets significatifs sur la santé humaine. La fixation
des tanins avec les protéines engendrée I’inhibition de plusieurs enzymes (Okuda, 2005).

Le blocage de la 5-lipoxygénase, inhibition de I’enzyme de [I’activation de la
hyaluronidase, inhibition des topoisomérases, inhibition des protéines kinase C par les tanins
éllagiques et les tanins complexes et inhibition de o amylase salivaire humaine. (Kandra et al.,
2004).

D’ailleurs, les diméres procyanidoliques ont une activité inhibitrice sur I’histidine
décarboxylase et I’élastase (Bruneton, 1999).Les tanins ont un autre effet inhibiteur de la
réplication virale, c’est I’inhibition de la transcriptase inverse des rétrovirus comme virus
(HIV) (Bruyne et al., 1999).

L’effet antinutritionnel des tanins dans la digestion des glucides est actuellement
prouvé. La présence de ces substances reduit considérablement la digestibilité des fibres
(cellulose, hémicelluloses et pectine) et de I’amidon. Cette faible digestibilité est due, en
premier lieu, a I’interaction directe des tanins avec ces molécules ou/et a I’inhibition des
enzymes digestives impliquées dans leur dégradation : cellulase, amylase et pectinase
(McSweeney et al., 2001).



a-AMYLASE

I11-  a-amylase :

Les enzymes appartenant a la famille des hydrolases telles que, les -amylases sont parmi
les plus importantes enzymes a I’échelle industrielle, ce qui les rendent I’un des outils-clés des
biotechnologies (Little, 2004).

3-1-Differente types d'amylase

L'amylase humaine est une alpha-amylase (EC 3.2.1.1) qui existe sous deux isoformes
selon qu'elle est sécrétée par le pancréas, amylase pancréatique, ou par la glande parotide
(Mayer et Laner, 1959).

Plusieurs types d'amylase existent, alpha (3.2.1.1), béta (3.2.1.2) et gamma (3.2.1.3)
(Yamamoto, 1995). La béta-amylase et la gamma-amylase (glucoamylase) sont généralement
d'origine végétale ou microbienne quoique la glucoamylase ait été retrouvée chez certains
mammiféres ou espéces aquatiques (Shetty, 2006).

Tableau 4 : Les enzymes amylolytiques (Vallier et al., 1977 ; Scriban, 1993).

Le nom Type Liaison Produits Origine Références
hydrolysée
-Animal : salive et
-Dextrine suc pancréatique | (Vallier et
a-amylase | Endoamylase a(l—4) -Maltose -Végetal al., 1977).
- -Microbienne
Isomaltose
a (1 — 4)par (\Vallier et
B - amylase | Exoamylase | lesextrémités | -B-maltose -Végétal al., 1977).
non réductrices | -dextrine
a (1—4) par -Végetal (Scriban,
Y-amylase | Exoamylase | lesextrémités | -Maltose -Microbienne 1993).
non réductrices

3-2 Généralités sur I’a-amylase

L’a amylase est considérée 'une des enzymes industrielles la plus importante et la plus
ancienne. C’est une macromolécule appartenant a la classe des protéines globulaires, de type
endoglycanases, de la classe des hydrolases, qui agit sur les liaisons o (1- 4) de I’amidon. Son
action fournit dés le début un melange de glucose, de maltose et de dextrines. En fin de
réaction elle fournit du glucose et des résidus correspondant aux liaisons a (1-6) situées aux
points de ramification des chaines (Alais et al., 2008).

Elle est largement présente chez les animaux, les végetaux et les microorganismes, leur
structure tridimensionnelle et I'organisation de leur site actif sont similaires. Elles sont tres
importantes, tant par leurs applications industrielles et biotechnologiques que par leur
implication dans certains troubles métaboliques (diabéte, obésité, etc.) (Mercier, 1985).
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3-3 Nomenclature

a-AMYLASE

Le tableau 5 récapitule les différentes nomenclatures d’a-amylase.

Tableau 5 : Différentes nomenclatures d’a-amylase (Mercier, 1985).

Nom systématique

a (1-4) D-glucane glucanohydrolase

Nom codifié E.C.3.21.1
Nom recommandé Alpha-amylase
Synonymes Glycogenase, endoamylase, maxilase, taka-amylase A, thermolase,

amylotherm, clarase, amylopsin, ptyalin

3-4 Structure et mode d’action

Les a-amylases sont des métallo-enzymes a calcium (un ion calcium par molécule
d'enzyme). Ces ions sont nécessaires a l'activité enzymatique et au maintien de la stabilité de
la structure en acides aminés d'enzyme varient d'une souche a une autre (Fogarty et al., 1980).

Structurellement, les a-amylases sont également considérées comme des glycoprotéines
renfermant 478 acides aminés répartis en 2 domaines globulaires appelés A (1-380 résidus) et
B (381 - 478 residus). Ces domaines sont associés par une chaine polypeptidique constituée
principalement de résidus hydrophobes (Fig. 6). Les résidus constituant le site de fixation du
substrat ainsi que ceux constituant le site catalytique sont localisés dans le domaine A qui
montre que l'a-amylase est formée de 8 feuillets B plissés et de 8 hélices a (Burhan, 2003).

Figure 7 : structure de I'a-amylase humain présente les trois domaines (PDB, 2006).
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L'a-amylase d’origine végétale, animale ou microbienne, agit sur les polysaccharides
(amidon, glycogene) et les oligosaccharides. Elle hydrolyse les liaisons glucosidiques o (1-4)
de I’amidon et des substrats relatifs (Heslot, 1996). Son action peut se faire de différentes
facons ;
v Une attaque aléatoire, en coupant les liaisons a (1-4) a partir de I’extrémité non
réductrice. Il en résultera, la formation de glucose, de maltose et surtout d’a dextrines
(Scriban, 1999).
v' Mécanisme uni-chaine ou I’a-amylase dégrade une chaine avant de passer a I’autre.
(Berry et Paterson, 1990).

v" Mécanisme multi-chaine, la dégradation des chaines est simultanée (Kandra et al.,
1997).

v Attaque multiple ou répétitive, le déplacement de I’enzyme, fixée tout au long de
la chaine, conduit a plusieurs hydrolyses avant la dissociation du complexe enzyme-
substrat (Kandra et al., 1997).

3-5- Différentes origines d’a-amylase

L’a-amylase est une enzyme produite par des plantes, des animaux et des micro-
organismes. Cependant, les sources microbiennes sont les plus préférées pour la production a
grande échelle. Plusieurs a-amylases végétales, animales (mammiféres) et microbienne
(bactériennes, fongique ...) ont été purifiées et étudiées (Khacheba, 2008).

Tableau 6 : Quelques propriétés des a-amylases (Khacheba, 2008) :

Enzymes Poids Température
d’origine Exemples moléculaire(Da) pH optimal 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

3-6 Caractéristiques générales

» Température optimale

En général, les a-amylases ont une température optimale comprise entre 25 °C et 70 °C,
avec une grande stabilité thermique pour les a-amylases bactériennes (Larpent-gourgaud et
Sanglier, 1992). Vertiani et al. (1998), signalent que la température optimale des a-amylases
bactériennes, varie de 50 °C a 90 °C, Cependant la température optimale des a-amylases
fongiques varie de 40 °C a 60 °C.
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» pH optimal

Les a-amylases sont généralement stables dans une gamme de pH de 4 a 9, avec un
optimum variant de 4 & 5 pour les a-amylases fongiques, et un optimum supérieur a la
neutralité, soit 6 a 8.5 pour les a-amylases bactériennes (Larpent-gourgaud et Sanglier, 1992).

Le pH optimal pour I'amylase pancréatique et salivaire varie selon les auteurs, mais une
majorité convient qu'il se situe autour de 6,9 avec une variation pouvant s'échelonner de 6,5 et
7,2 (Ishikawa et al., 1993).

3-7 Application industrielles

Les a- amylases trouvent I'application dans tous les processus industriels, et également
dans les industries pharmaceutiques chimiques et alimentaire (Pandey et al., 2000).

Tableau 7 : Différentes applications des a-amylases (Chaudhry et al., 1995).

Industries Applications
Biscuiterie et Pour améliorer la qualité du pain mais aussi pour contréler le processus, de
Panification fabrication. Cette opération favorise la formation de la mie souple en
boulangerie.
Liquéfaction de I’amidon, pour préparer des sauces de couchage
Papeterie permettant d’éliminer les irrégularités superficielles de la feuille.
Dégradation des taches a base d’amidon, les oligosaccharides et les
Détergent dextrines libérés de I’action hydrolytique sont solubles, ce qui facilite
le découpage physique de la tache.
Industrie Traitement de diabete et de I’obésité. Comme agent anti-inflammatoire en
Pharmaceutique soutenant le traitement par des antibiotiques ou comme un aide digestif.

3-8 -Activateurs et inhibiteurs de I’alpha amylase

La régulation de l'activité enzymatique peut étre assurée par des composés appelés
effecteurs (activateurs ou inhibiteurs) qui agissent directement ou indirectement sur le site
actif de I'enzyme (Garrett et Grisham, 2000).

Les inhibiteurs sont généralement des molécules de structure voisine du substrat, qui ne
donnent pas de réaction ou réagissent beaucoup plus lentement que le substrat. L’étude de
I’effet d’inhibiteur est utilisée pour déterminer le mécanisme catalytique d’une réaction
enzymatique, de mieux connaitre la spécificité d’une enzyme ainsi qu’obtenir des données
physiques et chimiques concernant le site actif de I’enzyme (Garrett et Grisham, 2000).

Les ions Cu2+, Fe2+, et Hg2+ sont donc des inhibiteurs compétitifs (analogues
structuraux aux activateurs. (Mercier, 1985). Les ions Ca2+ et Mg2+ sont des activateurs de
I’alpha amylase car ils font partie du site actif ou ils participent a la stabilité structurale de
I’enzyme (Mercier, 1985).
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Concernant les activateurs inorganiques on peut citer le calcium, carbonate et ion

chlorure

Tableau 8 : Activateurs organique de I’a-amylase salivaire (Mercier, 1985 ; Knight, 1967).

Activateurs
inorganiques

Caractéristique

Références

Calcium

un activateur allostérique permet une
résistance a la dénaturation au pH, a
la température extréme.

(Mercier, 1985).

Carbonate

Elle augmente la thermostabilité des
a-amylases, lorsqu’elle est sous
forme de carbonate de calcium.

(knight, 1967).

lon chlorure

Ces ions ont un effet d’un activateur
appréciable a forte concentration.

(Mercier, 1985).

Aussi quelques inhibiteurs organiques sont résumés dans le tableau

Tableau 9 : Inhibiteurs organique de I’a-amylase salivaire (Mercier, 1985 ; Romane et al.,

2012)

Inhibiteurs organique

Caractéristique

Références

Est le produit de dégradation de I’amidon par

maltose amylase ce qui est provoque une réetro inhibition (Mercier, 1985).
de I’enzyme
Est analogue du sucre. L’incapacité des enzymes | (Kademaetal.,
digestives a hydrolyser ces molécules est due a la 1984).
I’acarbose

présence d’un pont amine, qui est considéré le
facteur déterminant de son effet inhibiteur. il est

le plus largement utilisé pour le traitement du
diabete type 2.

(Romane et al.,
2012)

Tableau 10 : Autre activateurs et les inhibiteurs organique et inorganique de I’a-amylase

Activateurs Activateurs Inhibiteurs Inhibiteurs
inorganiques organiques inorganiques organiques
Bromure Fer
Nitrate Acétylcholine Mercure D-glucose
lodure Pancréozymine Argent Citrate
Phosphate Albumine Cuivre Oxalate
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3-9 Cinétique enzymatique de I’alpha amylase
3-9-1 Définition

La cinétique enzymatique a pour objet d'identifier et de decrire les mécanismes des
réactions biochimiques catalysées par les enzymes en étudiant leur vitesse. Elle permet de
décrire les propriétes catalytiques des enzymes et les mécanismes mis en place pour leur
régulation. En 1913, Leonor Michaélis et Maud Menten ont proposé un modele simple, dans
lequel les enzymes, dites Michaélinnes (Vignais, 2001).

3-9-2 Les différents types cinétiques de I’inhibiteur enzymatique
v" Inhibiteur compétitifs
Les inhibiteurs compétitifs sont des analogues du substrat de I'enzyme. lls peuvent ainsi
entrer en compétition avec celui-ci pour se lier au site actif de I'enzyme ou se lier a un autre
site qui va engendrer un changement de structure au niveau du site actif (Moussard, 2002).
v" Inhibiteur non compétitifs
Les inhibiteurs non competitifs peuvent se lier a I'enzyme seule autant qu'au complexe
enzyme-substrat vu que leur site de liaison ne se retrouve pas dans le site actif de I'enzyme.
Les deux complexes pouvant étre formés, (EI) ou enzyme substrat-inhibiteur (ESI), inactivent
la réaction enzymatique (Murray el al., 2002).
v' Les inhibiteurs incompétitifs
Les inhibiteurs incompétitifs ne peuvent se lier a I'enzyme seule, mais seulement au

complexe (ES). Il y a donc création d'un complexe (ESI) qui empéche l'activité enzymatique
(Murray el al., 2002).
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Tableau 11 : Différentes parametres cinétique enzymatique en présence et en absence

d’inhibiteur
Inhibition : Vi vm Km Iéi (chogstant;e
“inhibition
Sans Vm. [S] vm Km |
Compétitive vm. [So] Vm m(1+ 7o) Km. [Io]
Km(1 + %) +[Sol Km?PP = Km
Non compétitive Vm Vm?@PP. lo]
Vm y [So] 1+ [Lo] Km Vm — Vmapp
M) Km + [So] Ki
Ki
Incompétitive o [So] Vm Km Vm?PP. [Io]
K I AR — app
n[llo] +[S] | (1 + %) 1+ [II(_O,]) Vm = Vm
1+ !
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3-10 Intérét de I’inhibition de I’a-amylase

Les algues brunes sont connues pour leur richesse des polyphénols de type flavonoides
et aussi autre composés phénoliques uniques dans le mondes végétales nommeés phlorotanins.
(Delage et al., 2001).

Plusieurs composés phénoliques sont doués d'une activité inhibitrice de 1'a- amylase
(Sales et al., 2012). Ces derniéres années, beaucoup d'efforts ont été faits pour identifier des
inhibiteurs efficaces de l'a- amylase a partir des ressources naturelles afin de développer de
nouveaux composés antidiabétiques pour le traitement du diabéte (Kumar et al., 2011; Saha et
al., 2012).

Les inhibiteurs d' a-amylase ont ainsi un potentiel thérapeutique pour le traitement de
I'obésité et du diabéte (Gerrard et al, 2000).

Le diabéte est une pathologie métabolique caractérisée par une hyperglycémie
chronique avec des perturbations du métabolisme glucidique, lipidique et protidique. Cette
maladie est associée d’une sécrétion insuffisante d'insuline (diabete insulinodépendant, ou
type 1) ou d’une carence ou mauvaise utilisation de I’insuline (diabéte non insulinodépendant,
ou type I1) (Jacques et al,. 2007).

Des études in vitro ont montré que les catéchines préviennent I’hyperglycémie en
augmentant 1’activité de 1’insuline et en protégeant les cellules B du stress oxydant (Bolling et

al., 2009).

Plus récemment le role de ce type des polyphénols comme modulateur de la sensibilité
a I’insuline et facteur de prévention du diabéte et de I’obésité. (Kao et al., 2006 ; Waltner-
Lawer et al., 2002) ont montré que ’'EGCG mine I’insuline en diminuant I’expression des
génes contrélant la néoglucogenese et donc en diminuant la production de glucose hépatique
ainsi qu’en augmentant la glycogéneése (Hanhineva et al., 2010 ; Bahadoran et al., 2013).

Aussi dans des travaux récents publiés, lI'action du des polyphénols, sur le métabolisme
du glucose s'explique a trois niveaux, diminution de l'absorption intestinale du glucose,
meilleure sensibilité des récepteurs du pancréas au glucose et meilleure absorption du glucose
par les tissus périphériques (Kumar et al., 2011)

D'autres études récentes ont montré que les polyphénols permettent de diminuer la
glycation des protéines circulantes notamment I'némoglobine glycquée ou glycosylée
(HbA1c) marqueur de I'état glycémique sur le long terme du diabete de type 2 (Fukino et al.,
2007).
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L’ obésité est définie comme un excés de masse grasse corporelle pouvant nuire a la
santé. Dans I’organisme, c’est au niveau du tissu adipeux que le stockage de gras se localise,
plus précisément dans les cellules adipeuses (adipocytes) provenant elles-mémes de la
maturation de cellule précurseur appelée préadipocytes (Meydani et Hasan, 2010)

De nombreuses études montrent les propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires des
algues brunes riches en polyphénols et soulignent leur intérét dans le cadre de stratégies
innovantes vis-a-vis de I’obésité et de ses complications (Meydani et Hasan, 2010).

D’autres études ont montré que les algues brunes pourraient étre utilisées pour lutter
contre I’obésité en diminuant I’accumulation de la graisse chez les patients par blocage de la
maturation des adipocytes (Hanhineva et al., 2010).

Ensuite, il a été suggéré que les polyphénols pourraient induire une perte de poids par
I’inhibition de la digestion et de I’absorption des glucides et des lipides, entrainant une
digestion et une absorption réduite de ces macronutriments et un apport calorique diminue.
Cette propriété attribuée a certains polyphénols a suscité beaucoup d’intérét, étant
donné I’épidémie d’obésité a laquelle la société fait face et son rdle dans le développement du
diabéte de type 2 (Hanhineva et al., 2010).

Zamora-Ros et al. (2014) ont évalué I’effet de la consommation quotidienne des sources
alimentaires riches en polyphénols chez des individus obéses et diabétiques et ont observé que
ces molécules sont capable d’améliorer la sensibilité a I’insuline avec un taux de 22%.

Les études qui ont réalisé par Hokayem et al. (2013) ont démontré que la consommation
réguliere de polyphénols alimentaires chez des sujets obéses a neutralisé les effets négatifs
d’une diéte riche en glucose et en fructose, et a amélioré la sensibilité a I’insuline de 23%.
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L’ IMMOBILISATION

VI- L'immobilisation des enzymes
4-1- Définition d'immobilisation des enzymes

Les techniques d'immobilisation sont nombreuses. Elles consistent a rendre I'enzyme
insoluble, par un traitement physique ou chimique convenable pour éviter la perte de l'activité
biologique. Les principales techniques peuvent étre rassemblées en 2 grands Groupes (Fig.9)
(Alloué, 2008;Alnajjar, 2001).

Méthodes d'immobilisation des enzymes

|
v v

Methodes par cc|)nfinement (Inclusion) Meéthodes avec mise| enjeu de liaisons
Gel Fibres Fibres creuses Autres techniques Fixation Réticulation
(ex : encapsulation) sur support
Liaison Liaison
non covalente covalente
Adsorption Fixation Chélation
lonique

Figure 9 : Différentes méthodes d'immobilisation des enzymes (Coutouix, 1991)

4-2- Méthodes d'immobilisation des enzymes

a. Méthodes de confinement (ou inclusion)

Les molécules d'enzymes sont retenues a l'intérieur d'une trame solide (gel, fibres,
microcapsules) que l'on fait précipiter autour delles. Les inconvénients majeurs sont
habituellement le manque de réactivité avec les substrats de masses moléculaires élevées et la
tendance du support a se solubiliser avec le temps. Les milieux généralement utilisés pour
I'inclusion sont: le polystyréne, les matériaux cellulosiques, l'alcool—polyvinyl et les
polydextranes . (Alnajjar ,2001). Les alginates et les carraghénanes extraits d'algues
présentent de remarquables propriétés gélifiantes et conviennent également bien a l'inclusion
des enzymes ou des cellules entiéres (Alnajjar, 2001 ; Nouadri, 2011)
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b. Méthodes avec mise enjeu de liaisons
Les molécules d'enzymes sont :

e Soit retenues sur des supports solides par des liaisons non covalentes
(adsorption, liaison ionique ...) ou covalentes; la mise en oeuvre d'une telle
fixation est plus ou moins complexe. Les supports utilisés sont les polycarbohyd
rates, les oxydes métalliques, le verre, les céramiques et le charbon actif.

e Soit réticulées par un pontage covalent de maniéere a former un réseau, le plus
souvent de masse moléculaire élevée et insoluble, sans recours a un support. Les
agents réticulants peuvent étre des aldéhydes tels que le glutaraldéhyde ou le
formaldéhyde ou dautres réactifs tels que: I'hexaméthylene diamine, la
benzidine, PO-dianisidine et les isocyanates bifonctionnels. (Alnajjar, 2001)

4-3-Intérét des enzymes immobilisées

L'industrie actuelle montre un grand intérét pour l'utilisation des enzymes insolubles.
Les avantages des enzymes immobilisées sont varies.
Les avantages majeurs sont:

e Les enzymes immobilisées peuvent étre séparées facilement du substrat et du produit
de la réaction ce qui permet un meilleur contrdle du processus.

e Les enzymes immobilisées peuvent étre réutilisées plusieurs fois, dans des réacteurs
batch ou dans des processus continus, sans perte dactivité au cours d'une longue
période.

e L'immobilisation permet de compenser le colt élevé de I'enzyme, surtout dans le
domaine analytique.

e L'immobilisation provoque généralement une amélioration de la stabilité thermique de
I'enzyme et confére a I'enzyme une résistance élevée a la dénaturation.

e L'immobilisation peut allonger la demi-vie des enzymes.

e Les systemes a enzymes immobilisées sont de bons modeles pour I'étude des
cinétiques enzymatiques in vivo.

L'inclusion des enzymes dans un gel offre un avantage a l'enzyme elle méme qui ne
participe pas directement dans la formation de la matrice insoluble dans l'eau et
I'immobilisation se fait sans formation de ponts entre la matrice et I’enzyme.

L'inclusion dans l'alginate a donné de bons résultats avec plusieurs enzymes mais il est
arrive que des enzymes soient inactivees (Alnajjar, 2001).
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4-4- Inconvénients des enzymes immobilisées

e Lalocalisation de I'enzyme a l'intérieur du polymere pose des problémes stériques
(efficacité limitée par acceés delicat du substrat vers I'enzyme et du produit en dehors
du polymeére).

e Les conditions de polymérisation (ex.: pH élevé) peuvent s'avérer dénaturantes pour
I'enzyme

e Certaines polymeérisations font appel a des agents dénaturant sou a des radicaux
(Benslama, 2016).

4 -5-Caractéristiques et propriétés des alginates

4-5-1-Définition

L’alginate de sodium est un polysaccharide de structure linéaire dacide D-
mannuronique et d'acide L-guluronique (Alnajjar, 2001), biopolymére anionique, extrait des
algues brunes, et il peut étre produit par voie bactérienne, couramment utilisé dans des
applications biologiques notamment dans le domaine de I’encapsulation cellulaire et de la
délivrance controlée de molécules a effet thérapeutique. (Mokrani, 2013)

4-5-2- Composition chimique

Les alginates sont des sels d’acide alginique, constitués de deux monomeres
saccharidiques de base : acide a — L — guluronique (G) et acide p — D — mannuronique (M),
dont la séquence varie (Fig.10).

OH
OH
Na0OG HOU NaOOC “‘0)
AN - OH
HOho \_OH
HO
-D-mannuronate (M) a-L-guluronate (G)

Figure 10 : Structures des monomeéresconstitutifs des alginates (Belattmania et al., 2015)

22



L’ IMMOBILISATION

4-6- Application de I’alginate de sodium

L’alginate de sodium produit a grande échelle a travers des défiantes applications
résumé dans le tableau 11

Tableaull : Répartition de la production mondiale des alginates (en tonnage) entre les
différents secteurs industriels et exemples d’applications (Vauchel, 2007 ; Mokrani, 2013)

Application Réle de I’alginate

Industrie textile (50%) Epaississant pour les pates d’impression,
Epaississant et stabilisateur des teintures,
Agent d’imperméabilisation,

Agent plastifiant et filmogeéne.

Industrie agroalimentaire (30%o) Epaississant, texturant, conservateur, dans de
codes E401 a E405 nombreux produits : confitures, jus de fruits,
sauces (moutarde, mayonnaise), potages,
produits laitiers, stabilisateur dans les cremes
glacées (empéche la formation de cristaux).

_ _ Agglomérant pour les fibres, apprét de surface,
Industrie du papier (5%) Epaississant et stabilisant dans les colles,
Maintien des pigments en suspension.

Stabilisateur d’émulsions, agglomérant dans les
Industrie pharmaceutique (5%) comprimés, épaississant et hémostatique dans les
pommades, pansements, méches nasales,
Gelifiant dans les pates a empreinte dentaire.
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4-7- Quelques enzymes immobilisés par les billes d’alginate

L’ IMMOBILISATION

Les alginates permettent d'encapsuler facilement des molécules fragiles comme les
enzymes. Il faut toutefois porter une attention particulierement au choix de l'alginate qui
déterminera la structure et la stabilité des billes (Leclerc, 2012). Le tableau 12 représente
quelques enzymes immobilisées.

Tableau 12: Les enzymes immobilisé par les billes d’alginate

Enzymes

Souches

Références

Lipases

levure de Yarrowia lipolytica

(Aoulle, 2008)

B-Fructosidase

Levure Saccharomyces cerevisiae

(Alnajjar, 2001)

L’a-amylase

Penicillium camemberti

(Nouadri, 2011)
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I1-Matériels et méthodes

L’objectif de notre travail est de tester in vitro I’effet de I’extrait algueux du
Dictyopteris polypodioides sur I’activité de I’enzyme digestive a-amylase salivaire libre et
immobilisée.

Le travail est effectué au niveau de laboratoire d’Enzymologie-Département de Biochimie
et Biologie Moléculaire el Cellulaire Université des Fréres Mentouri — Constantine.

1-Matériel biologique
> Echantillonnage

L’espéce étudiée est une algue brune, il s’agit de Dictyopteris polypodioides, elle a été
prélevé le 26 mars de I’année 2016 au niveau de la plage Stora la wilaya de Skikda sur un site
rocheux (Fig. 12 et 13)

Figure 12 : site d’algue étudies Figure 13 : Dictyopteris polypodioides
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2- Préparation des extraits des algues

2-1 Extraction

L extraction des polyphénols se fait selon le protocole de (Romani et all, 2006) avec

quelques modifications. L’extraction se fait grace au solvant acétone 70% et solvant acétone -

eau dont les proportions sont de 1/1(v/v) dans les deux cas frais et sec. (Fig.14).

a-Maceration
3,5 g d’algues séches + 125 ml de solvant
(Acétone, acétone — eau)

Macération

24 h a labri de la lumiére
v

Filtration

il Papier filtre

Centrifugation

’ 15 min a 4000 tr.min™*

Evaporation rotative

a-broyage

20g d’algues fraiche + 125 ml de solvant
(Acétone, acétone — eau)

Broyage
Ultra Turax
Filtration
l Papier filtre
Centrifugation
15 min a 4000 tr.min™*

Evaporation rotative

Figure 14 : Protocole d’extraction des composés phénoliques par : a- Macération ; b- Broyage
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2-2 Dosage des polyphénols

Les polyphénols sont estimés dans les extraits algaux par une méthode colorimetrique
de Folin Ciocalteu (Wong et al., 2006). Ce réactif qui est constitué d’un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. 1l réagit avec la fonction —OH des phénols
Lors de l'oxydation des phénols, il est réduit en un mélange d'oxyde bleu de tungsténe et de
molybdeéne.

La coloration produite dont l'absorption maximum est comprise entre 725 et 765 nm, est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présente dans les extraits (Boizot et Charpentier,
2006).

Le milieu réactionnel est composé de 200 ul de chaque extrait (dissous dans I’acétone
ou dans acétone eau) ajoutés al ml du réactif de Folin Ciocalteu dilué 10 fois, aprés 4 min,
800 ul d’une solution de carbonate du sodium (75g/1) sont ajoutés. L’absorbance est mesurée
a 765 nm apres 2h d’incubation.

Les concentrations des polyphénols sont déduites a partir des gammes d’étalonnage
établies avec I’acide gallique (0-200ug/ml) et sont exprimées en microgramme d’équivalent
d’acide gallique.

25 - y =0,009x + 0,067
R2=10,990
2 1 .
e
c 15
Lo
[{e]
N~
O ‘
3 1 -
= L )
o]
[
3
o 0.5 -
<
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Concentration de I'acide gallique

Figure 15 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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3- Préparation des extraits enzymatiques
3-1- Préparation de la salive

La salive totale est prélevée le matin, 2 heures aprés le petit déjeuner apres que le
volontaire se soit brossé les dents avec une brosse a dent dépourvu de dentifrice. Pour
favoriser la salivation, le volontaire doit boire un verre d’eau 15 minute avant le prélevement,
et macher un petit bout de parafilm pendant quelque minute.

20 ml de salive totale sont prélevés dans des tubes stériles. Ces échantillons salivaires
sont ensuite centrifugés a 3000 t/min pendant 15 minutes afin d’éliminer les mucines et les
débris cellulaire et alimentaire. Apres centrifugation le surnageant sont congelés pour les
Dosage de I’activite.

3-2- Dosage de P’activité a- amylase salivaire

% Principe de dosage

L'activité de I’ a- amylase est mesurée selon la méthode de Benfeld (1955), le principe
de cette méthode repose sur le dosage des groupements aldéhydes et cétones libre des sucres

réducteurs libéerés lors de I’hydrolyse de I’amidon par I’ a- amylase.

En milieu alcalin et a chaud, I'oxydation des ces fonctions provoque simultanément la
réduction l'acide 3,5-dinitrosalicyliqgue (DNSA) de couleur jaune orange en acide 3-amino 5
nitrosalicylique de couleur rouge orange qui absorbe a 540 nm.

L'intensité de la coloration varie selon la quantité de sucres réducteurs présents dans le

milieu réactionnel. La concentration du maltose est déduite a partir de gamme d’étalonnage de
0 a 2mg/ml de maltose (Benfeld, 1955).
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y =0,439x - 0,060
0.9 - R2=10,999

0.6 -
0.5 4
0.4 -

0.3 -

|'absorbance a 540

0.2 4

O T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5

Concentration du maltose mg/ml

Figure 16: courbe d’étalonnage du maltose

% L’unité enzymatique (U) :

L’unité de I’enzyme est exprimée par la quantité de maltose libérée en p mole par minute par
ml de milieu.

3-2-1 Dosage de I’activité amylasique en présence et en absence d’inhibiteur

Afin d’évaluer I’activité inhibitrice des composés phénoliques in vitro des 4 extraits
prépares et leur effet sur I’enzyme a-amylase salivaire, une concentration d’amidon de 1%
(w/iv) a été utilisé comme substrat en présence et en absence d’inhibiteur a différent
concentration de chaque extraits Iy 1 I3 15: 0,56 pg/pl 1,27 pg/pl 0,25 pg/ul et 0,39 pg/ul
respectivement. La concentration de chaque extrait est deduite a partir de volume final
obtenue apres extraction.

Et pour la détermination du type d’inhibition une série de dilution (2,5 jusqu’a 20

mg/ml) d’une solution d’amidon a été testé en absence et en présence d’inhibiteur. La
méthode de dosage est décrite par Benfeld., 1955.
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Dans chaque tube a essai

0,5 ml de substrat d’amidon + 0,5 ml d’extrait

salivaire dilué 3 fois.
Incubation
l 30 min a 37C°
+ 1 ml de DNSA

Incubation

llo min a 100C°
Refroidissement

l Bain de glace

+10 ml d’eau distillé

!

Détermination de I’absorbance a 540 nm

Dans chaque tube a essai

0,5 ml de substrat d’amidon + 0,5 ml d’extrait
salivaire dilué 3 fois + 50 ul d’extrait d’algue

Incubation
30 mina 37C°
+ 1 ml de DNSA

,

Incubation

l 10 min & 100C°
Refroidissement

l Bain de glace

+10 ml d’eau distillé

l

Détermination de I’absorbance a 540 nm

Figure 17 : Protocole de dosage de I’activité amylasique en présence et en absence

Une diminution de I’activité enzymatique prouve qu’il y a des molécules inhibitrices de

d’inhibiteur

I’a amylase, et le taux d’activité amylasique est calculé a partir de la formule suivante :

Taux d’inhibition : = (activité sans I) — (activité avec I) / (activité sans 1) x100

Activité relative: = 100 — taux d’inhibition
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3-2-2 Dosage de I’activité d’enzyme d’a-amylase salivaire en présence des différentes
concentrations (I’extrait phénolique acétone / eau : |,)

Afin de déterminer I’effet de différentes concentrations de I’extrait phénolique acétone —
eau (qui présente un grand pouvoir inhibiteur) sur I’activité d’a-amylase salivaire, une série
des concentrations d’inhibiteur a été preparé, pour le dosage de I’activité amylasique selon le

méme protocole de Benfeld, 1955.

0,5 ml de substrat d’amidon + 0,5 ml d’extrait salivaire
dilué 3 fois + 50ul de I'extrait phénolique acétone — eau
pour chaque concentration

Incubation
l 30 mina37C°
+ 1 ml de DNSA

Incubation
l 10 min & 100C°
Refroidissement
l Bain de glace
+10 ml d’eau distillé

l

Détermination de I’absorbance a 540 nm

Figure 18 : Protocole de dosage de I’activité d’enzymatique en présence des différentes
concentrations (I’extrait phénolique acétone / eau : 1)

31



Matériels et méthodes

4- L immobilisation

L’ immobilisation se fait selon le protocole modifié par (Sader, et al. ,1998 ; Nouadri,

2011).

e Les solutions préparées :

v’ Solution d'alginate de sodium préparé a 2% et dégazé.

Solution d'amidon 1%

ANER NI NERN

Solution de chlorure de calcium 3%
un tampon phosphate 0.1M, pH 6.8

Solution d’a amylase salivaire dilué 3 fois

1-Immobilisation d’a amylase salivaire
a-Sans inhibiteur 12
b- En présence de (5.08 ug /ul) 12*

Sml d’a amylase salivaire

l

45 ml solution d'alginate de sodium (2%)

Transfert du mélange goutte a goutte dans 100
ml de solution de chlorure de calcium

|

Formation des billes d'alginate de 2 mm de
diamétre

Les billes d’alginate rincées 3X avec un tampon
phosphate 0.1M

l (5.08 ug /ul) 12*

Incubation des billes + Solution d'amidon
1% (w/v) (30min)

Dosage de I’activité enzymatique

2- Immobilisation d’extrait 12

200 pl d’extrait phénolique acétone / eau

!

50ml solution d'alginate de sodium (2%)

Transfert du mélange goutte a goutte dans
100 ml de solution de chlorure de calcium

Formation des billes d'alginate de 2 mm de
diametre

Les billes d’alginate rincées 3X avec un
tampon phosphate 0.1M

|

Incubation des billes + en Solution d'amidon
1% (w/v) +0.5ml d’a amylase salivaire

(30min)

}

Dosage de I’activité enzymatique

Figure 19 : Protocole d’immobilisation : 1-d’a amylase salivaire et 2- de I’extrait I, avec les
billes d’alginate
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Figure 20 : les billes d’alginate
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Résultats et discussion :

Les extraits des polyphénols préparés a partir de I’espéce Dictyopteris polypodioides
sous les 4 formes mentionnés (voir matériel et méthode) par différentes méthodes d’extraction
et différents solvants : poudre/acétone (l1), poudre acétone/eau (l,), fraiche acétone (I3) et
fraiche acétone/eau (l,).

1- Extraction des polyphénols

1-2 : Quantité d’extraction des polyphénols

Les résultats du dosage de polyphénols totaux révélent que les deux extraits (I,) et (1)
sont le plus riche en composés phénoliques avec un teneur de 15,05 et 8,13 pg. Eq acide
galliqgue/mg de l'extrait respectivement, suivie par les deux extraits (l5) et (I3) avec une
quantité de 5,60 et 3,61 pg. Eq acide gallique/mg de 1'extrait respectivement. Les teneurs en
polyphénols totaux dans nos extraits d’algue sont représentés dans le tableau 11.

Tableau 13 : Les quantités de polyphénols totaux dans les extraits de Dictyopteris
polypodioides

Méthode d’extraction Extrait acide gallique pg. Eq /mg
d'extrait
Extrait phénolique acétone (l,) 8,13
Macération Extrait phénolique mélange
acétone-eau (I,) 15,05
Extrait phénolique brute acétone 3,61
Broyage (1)
Extrait phénolique brute mélange 5,6
acétone-eau (1)

La macération semble étre la meilleure méthode d’extraction des polyphénols totaux
obtenus (tableau 11) .Nous constatons aussi, que cette technique connue comme méthode
traditionnelle, a été couramment employée. Elle favorise d’une part la diffusion et la solubilité
des polyphénols, et la rupture de liaisons entre les composés phénoliques et d’autres
substances d’autre part (protéines, polysaccarides...) (Spigno et De Faveri 2007 ; Budic-Letoc
et al., 2005).

Aussi la maceération a permis d’accéder aux phénols solubles en solution dans le milieu

cellulaire et aux phénols liés a la paroi cellulaire. (Diabateé et al., 1990). Donc Cette méthode
nous a permis en effet d’extraire plus de phénols, que la méthode de broyage.
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1-2 Rendement d’extraction

Selon les résultats de la fig. 21, on remarque que les taux de rendements d’extraction
des composés phénoliques sont variables ou les deux extraits (l;) et (l2) présentent les
rendements les plus élevés de 75,25% et 40,65% respectivement, suivi par l'extraits (l5) avec
un rendement de 28%, alors que I’extrait (I3) présente un rendement de 18%.

411 Extrait phénolique acétone
12 Extrait phénolique acéfone-ean

13 Extrait phénolique brute acétone

0,
80.00% 75.25% W14 Extrait phénolique hrute acétone-eau

70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00% 18%

20.00%
10.00% i
0.00%
13 14

11 12

40.65%

28%

Figure 21 : Rendement d’extraction des polyphénols avec différents solvants.

Il ressort a travers I’observation des rendements obtenues par macération, de la figure
21 que le mélange acétone/eau 1:1(v/v) est le meilleur solvant d’extraction soit une moyenne
de rendement de 75,25 %, suivi par I’acétone avec une moyenne de 40,65%, par contre les
rendements des polyphénols obtenus par broyage ont montrés que I’acétone-eau reste aussi le
meilleur solvant d’extraction avec un taux de rendement de 28%, suivi par I’acétone avec un
taux de 18%. Mulinacci et al., 2004 et Koffi et al., 2010 confirment nos résultats en indiquant
que I’acétone en combinaison avec I’eau permet une meilleure extraction des polyphénols
totaux.

L’addition de I’eau aux solvants organiques augmente la solubilité des polyphénols par
modulation de la polarité du solvant organique. Cette augmentation est peut étre due a
I'affaiblissement des liaisons d’hydrogéne dans les solutions aqueuses.

La solubilité des polyphénols dépend principalement du nombre de groupements
hydroxyles, de poids moléculaire, de la longueur de la chaine carbonique de squelette de base,
de I’interaction avec les autres constituants et le type de solvant utilisé. (Mohammedi et Atik,
2011).

Par conséquent, pour obtenir des fractions riches en polyphénols, il est préférable
d’employer des mélanges du solvant organique approprié avec I’eau.
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2- L’activité inhibitrice des extraits des algues

2-1 Dosage de I’activité enzymatique d’a-amylase en absence d’inhibiteur

En se basant sur la courbe d'étalonnage du maltose (Fig. 16) nous avons pu déterminer
les concentrations du maltose libéré dans le milieu réactionnel pour des différentes
concentrations d'amidon. Les valeurs obtenues des concentrations, nous ont permis de tracer
la courbe de la cinétique de I'enzyme (Fig. 22).

=o—sans |

activité anzymatique Ul

O T T T T 1
0 5 10 15 20 25

[S] mg/ml

Figure 22 : La cinétique de I' a-amylase

La représentation graphique V = f [S] (Fig. 22), montre que I'enzyme a-amylase suit une
cinétiqgue michaelienne. D'aprés ce graphe, on constate que la relation est proportionnelle
entre la concentration et la vitesse enzymatique dans un domaine de linéarité qui s’arréte a
une concentration de substrat de 10 mg/ml ou la courbe dévie, montrant un plateau qui est
expliqué par le fait que le site actif de I’a-amylase est saturé.

» Les parametres cinétiques d’a-amylase

La représentation de Lineweaver-Burk 1 /V =1/ [S] (Fig. 23) nous a permit de
déterminer les différentes paramétres cinétiques de I’a-amylase : la vitesse maximale Vmax et
la constante de Michaelis - Menten Km.

Km =14, 61 mM

Vmax =0,56 U1

35



RESULTATS ET DISCUSSION

iNAY}

%) 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

1/[S]

Figure 23 : Représentation de Lineweaver-Burk d’a-amylase
2-1 Dosage de P’activité enzymatique d’a-amylase en présence d’inhibiteur

Afin de déterminer I'effet des quatre extraits de I’espece Dictyopteris polypodioides sur
l'activité de 1'a-amylase in vitro. Différentes concentrations pour testé le pouvoir inhibiteur de
sur l'activité de l'enzyme 0,56 pg/pl 1,27 pg/ul 0,25 pg/ul et 0,39 pg/ul de chaque extrait
phénolique acétone, acétone/eau, fraiche acétone et fraiche acétone/eau respectivement en
présence d’une concentration constante (1%) d’amidon comme substrat ; et nos résultats sont
exprimés en pourcentage d'inhibition de I'activité enzymatique.

411 Extrait phénolique acétone
412 Extrait phénolique acétone-ean
13 Extrait phénolique brute acétone

414 Extrait phénolique brute acétone-ean

259 21,13

15
15% 8
10% B
59 I
ﬂ Fa
13 14

I1 I2

Figure 24 : Taux d’inhibition de I’activité d’a-amylase en présence des différentes
concentrations de chaque extrait
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La figure 24 montre que les deux extraits de poudre d’algues (I2) et (1) ont un taux
d'inhibition élevé avec des valeurs de 42.07 % et 21.13 % respectivement, par rapport aux
inhibiteurs (1) et(l;) provenant d’un extrait d’algues a I’état frais, et qui inhibent I'a-amylase a
15% et a 8% Cette différence d’inhibition est due peut étre a la nature du solvant, aussi aux
méthodes d’extraction et les teneurs des phénols totaux. Ces résultats rejoignent ceux trouvés
par (Mohammedi et Atik, 2011) qui constatent que I’activité inhibitrice d’oa-amylase
augmente avec une augmentation de la teneur en composés phénolique totaux.

Tundis et al., 2010 indiquent que certains plantes ont une activité inhibitrice
enzymatique varié inclue les composés polyphénoliques qui extraites par différentes méthodes
d’extraction et aussi par I’utilisation de différentes solvants.

Pour la détermination d’un effet inhibiteur optimum, des différentes concentrations de
I’extrait phénolique (I,) ont été utilisées pour influencer I’activité d’a-amylasique.

72.15
69.71 20.06

70
®0.13
60
@0.25
42.07 197
2682 u2.54
®5.08
14.63 I
0.06

013 025 127 254 508
Concentration d'inhibiteur pg/ul

o O

o

Taux d'inhibition
=N 8 A O

o

o

Figure 25 : Taux d’inhibition de I’a-amylase en fonction de différentes concentrations d’l,

En fonction de ces résultats, I’extrait (l;) présente un effet inhibiteur croisant en
fonction de la concentration de I'extrait. Quant la concentration d’inhibiteur est augmentée,
plus le taux d'inhibition est élevée, (14,63 %, 26,82 %, 31.70 %, 42,07 %, 69,71%) a forte
concentration (5,08 pg/ul) il y a une forte inhibition de l'a-amylase 72.10 %. Donc le taux
d'inhibition est proportionnel a la concentration de I'extrait.

Les études qui ont fait par Prashanth et al., 2001ont monté que l'extrait éthanolique de
I'épicarpe de Punica granatum ont un potentiel inhibiteur sur a-amylase salivaire avec un
taux d’inhibition de 68.2 %.Ainsi que les extraits aqueux et eau-méthanol des feuilles de
Retama raetam ont une activité inhibitrice sur I’a-amylase salivaire avec au taux 72 % et
66.12 % respectivement (Hadj, 2012).
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2-3 Détermination de type d’inhibition d’a-amylase salivaire par les deux
inhibiteurs (I1) et (I,)

D’aprés nos résultats mentionnés dans la figure 26, on constate que les deux extraits
phénoliques (1) et (l;) ont une activité inhibitrice sur 1’a-amylase salivaire, cette perte
d’activité est due probablement a la forte teneur des polyphénols et aussi a la nature chimique
de ces composes.

Ces résultats rejoignent ceux trouvés par Mohammedi et Atik, 2011 qui constatent que
I’activité inhibitrice d’a-amylase augmente avec une augmentation de la teneur en composés
phénolique totaux. Aussi Alghazeer et al., 2012 indique que I’activité inhibitrice de enzymes
digestives varie selon la nature chimique des composés phénolique
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Figure 26 : I’activité enzymatique en présence et en absence d’inhibiteur

Pour mieux comprendre la nature de I’inhibition de I’extrait phénolique de poudre
d’algues (I,) et (I;) ; nous nous sommes intéressés a I’étude cinétique de notre enzyme par la
représentation de Lineweaver-burk (Fig. 27), ce qui  nous a permit non seulement la
détermination le type d’inhibition, mais aussi les autres parameétres cinétiques a savoir la
vitesse maximale (Vmax) et la constante d’inhibition (Ki) des deux extraits phénoliques.

38



RESULTATS ET DISCUSSION
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Figure 27: Type d’inhibition d’a-amylase en présence des deux extraits (1) et (I2).

Les constantes d'inhibition (K;j) des deus extraits sont calculées a partir de ces graphes
par la projection du point d'intersection des droites sur l'axe des abscisses selon I’équation 1,
tandis que le type d'inhibition est déduit a partir du point de rencontre de ces traces (les
droites : sans inhibiteur, avec (I;) et avec (I,) avec I’axe des ordonnés).

"~ Km@PP — Km

Le tableau regroupe les différents résultats obtenus.

Tableau 14 : Type d’inhibition et constante d’inhibition des 2 extraits I, et I,

Extrait Type d’inhibition Ki (ug/pl)
(1) Compétitif 0,85
(I3) 2,94
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Selon le graphe tracé, nous avons constaté qu’il s’agit d’une inhibition compétitive de
d’a-amylase par nos extraits. Ce type d'inhibition peut étre expliquer par le fait que, nos
extraits possédent des composés portant des groupements hydroxyles proches de ceux du
substrat, ce qui l'a déplacé du site actif de I'enzyme. Donc ces inhibiteurs sont capables
d’occuper le site actif de I’a-amylase.

Sales et al., 2012 constate que le potentiel d'inhibition pour les flavonoides est corrélé
avec le nombre de groupements hydroxyles dans leur cycle B. Ces composés inhibent 1’a-
amylase par la formation de liaison hydrogenes entre ses groupements hydroxyles et les
résidus du site actif de cette enzyme.

Les travaux conduits par Kanda, 2004 confirment nos résultats en indiquant que
plusieurs polyphénols ont une action sur I’a-amylase tels que les tannins qui sont capables de
se lier aux enzymes digestives et de les inhiber grace a son richesse des groupements
hydroxyles.

Les tanins se fixent aux a-amylases, la liaison peut avoir lieu sur le site actif de
I’enzyme, ces liaisons engendrant des complexes du type enzyme-inhibiteur, puisque les
tanins agissent comme inhibiteurs compétitifs des a-amylases (Kanda, 2004).

Les travaux faits par Hedqvist, 2004 ont indiqué que les tanins inhibent les
glucosidases par la formation de complexes enzymatiques-tanins ou inhibent leur activité
biologique par blocage du site actif.

Aussi les phlorotanins qui sont des composés phénoliques spécifiques pour les algues
brunes, sont riches par des fonctions hydroxyles, ces dernieres peuvent se lier au site actif de
I’enzyme et empéche la fixation de I’amidon.

En fonction de nos résultats ont obtient sur I'inhibition de I'a-amylase, on suggére que

Dictyopteris polypodioides peut présenter un effet bénéfique sur I'hyperglycemique des
diabétiques et sur I’obésité.
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4- L. immobilisation

L’activité d’enzyme immobilisée a été diminue a (36.58%) et elle a enregistré a 1.8 U,
par contre I’activité d’enzyme libre qui représente I’activité relative & (100%) avec une valeur
de 4.92 U.

Cette perte de I’activité est due probablement a I’efficacité limitée par accés délicat du substrat
(amidon) vers l'enzyme (0-amylase) a travers les billes d’alginate, et du produit (maltose) en dehors du
polymere (alginate de sodium) (Bensima ,2016).

L’ immobilisation de 1’a-amylase telle que décrite ici, confere a I’enzyme un avantage
non négligeable si I’on tient compte du fait que le support avec I’enzyme peut étre réutilisé
sur une longue période de temps (Noaddri T. 2011) malgre la perte de 63.42%d’activité.

L’activité relative d’enzyme libre en absence et en préseance d’inhibiteur a été calculée
a 4,94U (100%) et 1.8U (27.84%) respectivement. Cette perte d’activité est due a la présence
d’inhibiteur compétitive qui entre en compétition avec le substrat (I’amidon) pour la liaison
[E-S] (Moussard, 2002) ce qui présente une diminution d’activité.

L’activité inhibitrice de I’extrait phénolique acétone /eau (l,) sur I’a-amylase libre a été
évalué a 27.84 %, et 28.46% sur I’a-amylase immobilisée. L’augmentation de I’activité est
due probablement a la protection d’enzyme par les billes d’alginate ce qui ralentie le contacte
d’enzyme avec I’inhibiteur (I).

L’activité inhibitrice sur I’enzyme immobilisée a été déterminée selon la figure 30 a
28.45% par rapport a I’activité totale d’enzyme en absence d’inhibiteur.

L’activité inhibitrice (d’inhibiteur 1, immobilisé) sur I’enzyme libre a été déterminée a
65.65% par rapport a I’activité totale d’enzyme en absence d’inhibiteur. Cette activité et due a
la position d’inhibiteur & I’intérieure des billes d’alginate.

Ces dernieres résultats a permet de contrélé le pouvoir d’inhibition des composés phénoliques
sur ’enzyme a-amylase salivaire, grace a leur immobilisation dans les billes d’alginate.
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Figure 28: I’activité enzymatique en préséance et en absence d’inhibiteur (libre et
immobilisée)
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Conclusion

L’extraction des composés phénoliques a partir de I’espece d’algue brune Dictyopteris
polypodioides a montré clairement des teneurs considérables de ces molécules bioactives par
I’utilisation de technique de maceération comme une méthode d’extraction, dont le meilleur
solvant d’extraction a été enregistré avec le mélange acétone / eau.

Le test de l’activit¢ de I’enzyme o-amylase salivaire montre que nos extraits
phénoliques ont des effets d’inhibiteurs sur I’enzyme a-amylase salivaire, dont la meilleure
inhibition a été enregistrée par I’extrait phénolique acétone/eau obtenue par macération.

L’étude cinétique de I’enzyme a-amylase salivaire et la représentation de Lineweaver-
Burk nous a permis de déterminer: I’affinité de substrat Km avec une valeur de 14,61 mM et
une vitesse maximale Vm de 0.55 U™,

Aussi I’étude cinétique de cette enzyme en présence des deux extraits phénoliques
acetone/eau montre que ces extraits présentent un pouvoir d’inhibition compétitive avec deux
différentes valeurs de Ki 0,85 pg/ul et 2,95 pg/pl respectivement.

L'immobilisation de I’a-amylase salivaire est effectuée par les billes d’alginate de
calcium elle est caractérisée par I’amidon soluble comme substrat avec une perte d’activité
63. 42 % par rapport & I’enzyme libre. L’activité inhibitrice d’extrait phénolique acétone /
eau I, sur a-amylase libre est de 27.84 %, et 28.46% sur I’a-amylase immobilisée. Par contre
on a trouvé que I’activité d’inhibiteur immobilisé sur I’enzyme libre est de 65.65%.

On conclu que les algues marines sont une source importante de constituants chimiques
(phénols totaux) ayant un potentiel d’inhibition de I’a-amylase salivaire libre et immobilisée
et peuvent étre utilisés aussi comme source d’aliment fonctionnel ou thérapeutique.

L’inhibition de I’ a-amylase salivaire reste une stratégie pour le traitement naturel des
troubles de I’absorption des glucides, tels que le diabete et I’obésité, ainsi que les caries
dentaires est les maladies parodontale. Pour mieux développer ce domaine des études
profonde sont nécessaire a I’échelle protéomique et physiologique.

Perspectives

A la lumiére de ces résultats cette étude nécessite d’éventuelles études qui s’intéressent a :
- Tester I’effet de ces extraits in vivo sur I’hyperglycémie postprandiale dans les rats normaux.

- Tester in vitro I’effet de ces extraits sur I’absorption intestinale des glucides.

- Fractionner et identifier certains composants majoritaires dans cette espece d’algue et tester leur
effet in vivo et in vitro



ANNEXES

v Protocole courbe d’étalonnage d’acide gallique :

concentration 175 | 150 | 125 100 75 50 25 10 5

Acide gallique (uI) | 875|750 |625 |500 [375 [250 125 |50 |25

Eau distillé (ul) 125 [250 |375 [500 625 |750 |[875 |950 |975

Folin (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Incubation 4 min

| Na Co3 (ul) 1800 [800 [800 [800 [800 [800 [800 |800 |800 |

Incubation 2 heures a température ambiante

Lire I’absorbance & 765 nm

v Dosage de I’activité enzymatique :

Préparation des différentes solutions réactives :
> Réactif 3,5-dinitrosalicyliqgue (DNSA) :

Dans un Erlen Meyer, 1g de DNSA est solubilisé dans 40ml d'eau distillée. A cette solution

30g de tartrate double de sodium et potassium sont ajoutes sous agitation. La solution obtenue

est de couleur jaune opaque. L'addition de 20 ml d'une solution de NaOH 2N rend le réactif

limpide d'une couleur orange. Le volume obtenu est ajusté a 100 ml avec de I'eau distillée et

le réactif obtenu doit étre conservé a l'abri de la lumiére a +4C°.

> Substrat :

Dissoudre 1 g d’amidon soluble dans 100 ml de tampon phosphate préparé PH 6,9.
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» Protocole courbe d’étalonnage de maltose :

Concentrationmg/ml | 0,25 0,5 0,75 1 1,25 15 [ 175 ] 2
Solution maltose pl 125 250 375 500 625 750 | 875 | 200
Eau distillé pl 875 750 625 500 375 250 | 125 0
DNSA ml 1 1 1 1 1 1 1 1
Incubation 10 min a 100°C
Refroidissement dans un bain de glace
Eau distillé ml 10 10 10 10 10 10 10 10

Lire I’absorbance a 540 nm

> Préparation de solution d'alginate de sodium préparé a 2% :

Dissoudre 2 g d’alginate de sodium dans 100 ml de tampon phosphate préparé PH 6,9.

Figure 29 : la préparation des billes d’alginate
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Abstract

The natural extracts of brown algae contain a variety of biologically active molecules.
In this context, we evaluated in vitro inhibitory activity of various extracts of algae species
Dictyopteris polypodioides on the activity of free salivary a-amylase and immobilized. Our
stady consist primarily the extraction of polyphenols with different solvents and method used,
followed by the research of the effect of phenolic extracts on the free o amylase and
immobilized.

The presence of polyphenols in our extracts is confirmed by a quantitative analysis
based on the determination of phenolic compounds, wherein the content of these compounds
is estimated at (15,05ug Eq gallic acid / mg extract) to extract acetone / water and (8,13ug Eg
gallic acid / mg extract) for the acetone extract. This allowed us to demonstrate that the
maceration with the solvent acetone / water is an optimum method of extracting polyphenols
from Dictyopteris polypodioides.

Concerning the second part, we studied the inhibitory effect of these phenolic extracts
on the activity of salivary a-amylase, we found that the two phenolic extracts of acetone /
water and acetone have inhibitory activity on the salivary a-amylase with an inhibition rate of
42.07% and 21.13% respectively. Whereas the 2 other extracts of second extraction technique
(grinding) showed a lower rate of inhibition to 20% that is to say with an inhibition rate of
15% and 8% respectively. Our results show the effect of different concentrations of acetone
extract / water on the amylase activity, mark a series of dependent inhibition concentration of
the extract, with a significant loss activity that reached a rate of 72.15%.

The kinetic study of the enzyme salivary a-amylase and Lineweaver-Burk allowed us to
determine: the substrate Km affinity with a 14.61 mM and a maximum speed V m of 0.55 U -
! As to the type of inhibition, it is a competitive inhibitor for both phenolic extracts of
acetone / water and acetone, with the constant of inhibition (Ki) of 0,85and 2,94 pg/ul
respectively.

For the best use of the enzyme, we applied the immobilization in alginate beads and the
study of its effect on the activity of salivary a-amylase. The enzyme immobilized lost 63.
42% activity compared to the free enzyme. The inhibitory activity phenolic extracts of
acetone / water I, on free a-amylase is 27.84%, and 28.46% of a-amylase immobilized.

On the other side it was found that the activity of the immobilized inhibitor on free
enzyme is 65.65% and the main purpose of this study is to control the power of inhibition of
phenolic compounds

Keywords: Salivary a-amylase, Dictyopteris polypodioides, Phenolic extracts,
immobilization in alginate beads.



Résumé

Les extraits naturels issus des algues brunes contiennent une variété de molécules
biologiquement actives. Dans ce contexte, nous avons évalué in vitro I’activité inhibitrice des
différents extraits d’une espece d’algue Dictyopteris polypodioides sur ’activité d’a-amylase
salivaire libre et immobilisé. Notre travail consiste en premier lieu I’extraction des
polyphénols avec des différents solvants utilise, suivi par la recherche de I’effet des extraits
phénolique sur I’a amylase salivaire libre et immobilisé.

La présence des polyphénols dans nos extraits, est confirmé par une analyse quantitative
basée sur le dosage des composés phénoliques, ou la teneur de ces composés est estimé a
(15,05ug Eq AG / mg d’extrait) pour I’extrait acétone/eau, et (8,13ug Eq AG / mg d’extrait)
pour I’extrait cétonique. Cela nous a permis de démontrer que la macération avec le solvant
mélange aceétone/eau reste une méthode optimum d’extraction des polyphénols a partir
Dictyopteris polypodioides.

En ce qui concerne la seconde partie, nous avons étudié I’effet inhibiteur de ces extraits
phénoliques sur I’activité d’a-amylase salivaire, nous avons trouvés que les deux extraits
phénoliques de I’acétone/eau et de I’acétone ont une activité inhibitrice sur I’a-amylase
salivaire avec un taux d’inhibition de 42,07% et 21,13% respectivement. Alors que les 2
autres extraits de la deuxieme technique d’extraction (broyage) ont enregistré un taux
d’inhibition inferieure @ 20% c'est-a-dire avec un taux d’inhibition de 15% et 8%
respectivement. D’apres nos résultats I’effet des différentes concentrations de I’extrait acétone
leau sur [I’activité amylasique, marque une série d’inhibition proportionnelle a la
concentration de I’extrait, avec une perte d’activité importante qui atteint un taux de 72,15%.

L’étude cinétique de I’enzyme a-amylase salivaire et la représentation de Lineweaver-
burk nous a permis de déterminer: I’affinité de substrat Km avec une valeur de 14,61 mM et
une vitesse maximale Vm de 0.55 U™, Quant au type d’inhibition, il s’agit d’un inhibiteur
compétitif pour les deux extraits phénoliques de I’acétone/eau et de I’acétone avec les
constants d’inhibition (Ki) de 0,85 et 2,95 ug/ul respectivement.

Pour la meilleure utilisation de I’enzyme, nous avons appliqué I’immobilisation dans
les billes d’alginate et I’étude de son effet sur I’activité de I’a-amylase salivaire .L’enzyme
immobilisé a perdu 63. 42 % d’activité par rapport a I’enzyme libre.

L’activité inhibitrice d’extrait poudre acétone / eau I, sur a-amylase libre est de 27.84
%, et 28.46% sur I’a-amylase immobilisé. Par contre on a trouvé que I’activité d’inhibiteur
immobilisé sur I’enzyme libre est de 65.65%. Le but principal de cette étude est de contrdler
le pouvoir d’inhibition des composés phénoligues.

Mots clés : a-amylase salivaire, Dictyopteris polypodioides, Extraits phénoliques, Inhibition,
Immobilisation dans les billes d’alginate
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Résumé :

Les extraits naturels issus des algues brunes contiennent une variété de molécules biologiquement
actives. Dans ce contexte, nous avons évalué in vitro I’activité inhibitrice des différents extraits d’une
espece d’algue Dictyopteris polypodioides sur I’activité d’a-amylase salivaire libre et immobilisé. Notre
travail consiste en premier lieu I’extraction des polyphénols avec des differents solvants utilisé, suivi par la
recherche de [’effet des extraits phénolique sur I’a. amylase salivaire libre et immobilisé. La présence des
polyphénols dans nos extraits, est confirmé par une analyse quantitative basée sur le dosage des composés
phénoliques, ou la teneur de ces composés est estimé a (15,05ug Eq AG / mg d’extrait) pour I’extrait
acétone/eau, et (8,13ug Eq AG / mg d’extrait) pour I’extrait acétonique. Cela nous a permis de démontrer
que la macération avec le solvant mélange acétone/eau reste une méthode optimum d’extraction des
polyphénols a partir Dictyopteris polypodioides. En ce qui concerne la seconde partie, nous avons étudié
[’effet inhibiteur de ces extraits phénoliques sur [’activité d’a-amylase salivaire, nous avons trouves que les
deux extraits phénoliques de [’acétone/eau et de l’acétone ont une activité inhibitrice sur [’a-amylase
salivaire avec un taux d’inhibition de 42,07% et 21,13% respectivement. Alors que les 2 autres extraits de
la deuxiéme technique d’extraction (broyage) ont enregistré un taux d’inhibition inferieure a 20% c'est-a-
dire avec un taux d’inhibition de 15% et 8% respectivement. D’apres nos résultats I’effet des différentes
concentrations de [I’extrait acétone /eau sur I’activité amylasique, marque une série d’inhibition
proportionnelle a la concentration de I’extrait, avec une perte d’activité importante qui atteint un taux de
72,15%.L’étude cinétique de I’enzyme a-amylase salivaire et la représentation de Lineweaver-Burk nous
a permis de déterminer: I’affinité de substrat Km avec une valeur de 14,61 mM et une vitesse maximale Vm
de 0.55 U™. Quant au type d’inhibition, il s’agit d’un inhibiteur compétitif pour les deux extraits
phénoliques de I’acétone/eau et de I’acétone avec les constants d’inhibition (Ki) de 0,85 et 2,95 pg/ul
respectivement. Pour la meilleure utilisation de I’enzyme, nous avons appliqué I’immobilisation dans les
billes d’alginate et I’étude de son effet sur I’activité de [’a-amylase salivaire. L’enzyme immobilisé a perdu
63. 42 % d’activité par rapport a I’enzyme libre. L’activité inhibitrice d’extrait poudre acétone / eau I, sur
a-amylase libre est de 27.84 %, et 28.46% sur [’a-amylase immobilisé. Par contre on a trouvé que
I’activité d’inhibiteur immobilisé sur I’enzyme libre est de 65.65%. Le but principal de cette étude est de
contrdler le pouvoir d’inhibition des composés phénoliques.
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Immobilisation dans les billes d’alginate
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