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Résumé

L’activité hémagglutinante des lectines est testée sur les graines de trois espéeces de courges (Cucurbitaceae) Citrullus
lanatus (CL), Citrullus sp. (Csp), Cucumeropsis edulis (CE) de consommation courante en Céte d’lvoire (Afrique de
I'Ouest) et comparée a celle des graines de haricot Phaseolus vulgaris (PV).

Les extraits de toutes les graines de courges montrent une activité hémagglutinante faible (4 a 128) par rapport a celle
des graines de haricot (512 a 1024).Les hématies de lapin sont les plus réactives vis-a-vis des extraits bruts des graines
de courges et de haricot. En plus, le traitement trypsique augmente la réactivité de ces mémes hématies.

La fraction protéique F5, obtenue par précipitation au sulfate d’'ammonium a 95% de saturation, de I'extrait brut de Csp
présente I'activité hémagglutinante la plus élevée (512).

Le traitement thermique a 100°C pendant 15 minutes réduit significativement I'activité hémagglutinante des lectines des
extraits bruts des graines de courges et de haricot ; le méme traitement appliqué pendant 30 minutes abouti a une
inactivation totale des lectines de toutes ces graines.

Mots clés: Activité hémagglutinante, lectines, courges, cucurbitaceae

Abstract

Evaluation of lectin hemagglutinating activity of three species of Cucurbitaceae seeds frequently
consumed in Cote d’lvoire

Lectin hemagglutinating activity has been assessed on the seeds of three species of Cucurbitaceae: Citrullus lanatus
(CL), Citrullus sp. (Csp) and Cucumeropsis edulis (CE) of current consumption in Cote d’'lvoire (West Africa), and
compared with the seeds of haricot beans Phaseolus vulgaris (PV). The extracts of all the seeds of Cucurbitaceae
exhibit low levels of lectin activity (4 to 128), compared to those of beans (512 to 1024).The red blood cells of rabbit
exhibit the highest reactivity both with Cucurbitaceae and beans seed crude extract. Moreover the treatment with
trypsin enhances these same red blood cells reactivity.

The highest levels of lectin activity have been measured on the protein fraction (F5) obtained by precipitation of the
raw extract of Csp with the ammonium sulphate solution to 95% of saturation.

The thermal treatment at 100 °C temperature for 15 minutes significantly reduce the levels of lectin activity of both
seeds extracts of Cucurbitaceae and beans; the same treatment applied for 30 minutes results in total inactivation
of the lectins of all these seeds.
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1. Introduction

La malnutrition protéino-calorique est trés
fréquente dans les pays du tiers monde (surtout
en zones rurales) (Dos Santos et Damon, 1987).
Cette sous-nutrition protéique, qui favorise des
infections, peut-étre due a plusieurs facteurs dont
le principal est I'insuffisance de protéines
disponibles pour une population en croissance
rapide (Dos Santos et Damon, 1987).

Les ressources végétales, a cause de leur
disponibilité et leur faible colt par rapport aux
protéines animales, peuvent constituer une
solution dans I'amélioration de la qualité
nutritionnelle des populations du tiers monde.
Pour que cette solution soit efficace, des
connaissances sur les données agronomiques
(robustesse de la plante, rendement) mais
également les conclusions d’études strictement
nutritionnelles sont nécessaires.

Tout comme certaines graines de légumineuses
(haricot, soja), des graines alimentaires de
consommation courante en Afrique telles que
celles de courges (Cucurbitaceae) (Aké Assi, 1984;
Kiki-M'vouaka et al., 1988) sont également de
sources végétales riches en protéines et peuvent
ainsi constituer une solution a la malnutrition
protéino-calorique. En effet, les travaux de Quenum
et Kouadio (1986) indiquent que les teneurs en
protéines des graines de courges des cultivars
exploités en Cote d’lvoire varient de 32% a 48% de
matiére seche. De méme, Camara (1996) montre
que les graines de Citrullus lanatus renferment
39,40% de protéines. D’autre part, de telles plantes
offrent 'avantage d’étre connues a la fois des
cultivateurs et des ménageéres, et de ne pas exiger
de campagne d’éducation auprés du public.
Cependant, soulignons que les produits
alimentaires d’origine végétale contiennent des
substances naturelles qui, a cause de leurs
propriétés toxiques, peuvent limiter le potentiel
nutritionnel des protéines végétales. Parmi ces
substances dites antinutritionnelles se retrouvent
les lectines ou phytohémagglutinines (Jaffe, 1980 ;
Grant, 1991).

La majorité des travaux concernant I'étude des
lectines a été consacrée aux graines de
Iégumineuses (haricot, soja, pois) (Valdebouze
et al., 1980; Thorn et al., 1983) et indique que les
lectines de ces graines ont des effets négatifs
sur l'utilisation digestive et métabolique des
protéines (Greer et al., 1985) et des effets

toxiques sur les animaux qui les consomment
(Rouanet et al., 1985).

Ainsi, dans la perspective d'une exploitation
rationnelle de nos graines de courges, il nous
parait judicieux d’entreprendre et d’approfondir
les études sur toutes leurs substances
antinutritionnelles et notamment leurs lectines.

L’objectif de ce travail est d’'examiner la présence
de lectines dans les graines de trois espéces de
courges Citrullus lanatus, Citrullus sp.,
Cucumeropsis edulis (Cucurbitaceae) et d'évaluer
I'effet du traitement thermique sur ses lectines.

2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel

2.1.1. Origine et provenance des graines

Les graines comprennent celles de trois espéces
de courges (Cucurbitaceae) Citrullus lanatus (CL),
Citrullus sp. (Csp) et Cucumeropsis edulis (CE)
appelées respectivement “Bébou”, “Were-were” et
“N'Viélle” en langue Baoulé* et aussi celles de
haricot, Phaseolus vulgaris (PV) qui servent de
référence.

Toutes ces graines sont achetées sur différents
marchés du District d’Abidjan, entiéres et
décortiquées.

2.1.2. Provenance des hématies

Les hématies utilisées sont issues de sang de
lapin provenant d'élevage de ferme et de rat de
souche Wistar fourni par I'animalerie du
Laboratoire de Nutrition et Pharmacologie, UFR
Biosciences, Université de Cocody (Céte d’lvoire).

2.1.3. Produits chimiques

La trypsine est un produit Merck
2.2. Méthodes

2.2.1. Extraction des lectines

Les graines de courges et de haricot sont
broyées au Moulinex et délipidées (courges
seulement) avec I'hexane (3 g de graines broyées/
10 ml d’hexane et le tout agité pendant 1 heure a
la température ambiante). La farine obtenue sert
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pour I'extraction des lectines qui se fait avec du
tampon phosphate (TP) pH 7,4 (NaCl 0,15 M, KCI
3 mM, NaHPO, Na,PO, 10 mM) selon les
méthodes de Budu (1988) et de Cammue et al.
(1988). Ainsi 10 g de farine delipidée ou non est
agitée dans 50 ml de TP pendant 1 heure a la
température ambiante. Aprés centrifugation de
cette suspension a 10000 trs/min pendant 10
min a 4°C, le surnageant, filtré sur de la
compresse de gaze, est recueilli dans un flacon
et le culot est repris pour une deuxiéme extraction.
Le surnageant obtenu dans cette derniére est
ajouté au premier et le tout conservé a 4°C,
constitue notre extrait brut de protéines.

2.2.2. Fractionnement protéique

Le fractionnement protéique est effectué sur 10 ml
d’extrait brut de Csp a différentes concentrations
de sulfate d’ammonium (pourcentage de
saturation): 40% ; 60% ; 70% ; 80% et 95% ;
ajoutées par petites fractions appropriées. Le tout
est soumis a une agitation mécanique a 0°C.
Apres un repos de 1 heure environ, la solution est
centrifugée a 10000 trs/min pendant 20 minutes.
Le surnageant obtenu est éliminé et le précipité,
recueilli dans du TP et conservé a 4°C, servira
pour les tests d’hémagglutination.

2.2.3. Traitement thermique

Le traitement thermique est effectué sur les extrait
bruts de CL, Csp, CE et PV.

Trois tubes a essai, contenant chacun une aliquote
de I'extrait brut, sont laissés & 100°C dans un bain
Marie pendant une durée de 15, 30 ou 60 minutes.
Apres le temps requis, I'extrait chauffé puis refroidi
a la température ambiante est utilisé pour la
détermination de l'activité des lectines.

2.2.4. Préparation de suspension dhématies a 4%

La préparation de suspension d’hématies est
effectuée selon la méthode de Higuichi et al.
(1988). Le sang de rat ou de lapin est recueilli
dans du TP. Le mélange est centrifugé a 4000
trs/min pendant 10 min a 4°C trois fois. Le culot
obtenu est dilué avec du TP a raison de 1 ml de
culot pour 24 ml de TP, afin d’obtenir une
suspension d’hématies a 4%.

A une aliquote de cette suspension d’hématie, le
traitement a la trypsine est effectué selon la
méthode de Jaffe et al. (1972). Le mélange

trypsine — hématie (0,1 mg de trypsine/10 ml de
suspension d’hématie) est incubé a 25 °C
pendant une heure puis centrifugé a 4000 trs/
min pendant 10 minutes a 4°C. Le culot obtenu
est dilué avec du TP a raison de 1 ml de culot
pour 24 ml de TP, afin d’obtenir une suspension
d’hématies a 4% traitée a la trypsine.

2.2.5. Activité hémagglutinante des différents
extraits

L’'activité hémagglutinante des lectines est
déterminée par la méthode de double dilution
sérielle de Jaffe et al. (1972) avec quelques
maodifications. En effet, 1 ml de chaque extrait (extrait
brut ou fraction protéique ou extrait chauffé) est dilué
en série avec 1 ml de TP. Ainsi, chaque dilution en
série réduit la concentration de I'extrait de moitié.

40 pl de solution mére ou diluée sont mélangés a
un volume égal de suspension d’hématie a 4%
traitée a la trypsine ou non dans des puits d’'une
microplaque. Cette derniére est homogénéisée
sur un agitateur pendant 150 min a la température
ambiante. Aprés cette agitation, l'activité
hémagglutinante des lectines (teneur en lectines)
est déterminée aprés estimation visuelle de
I’'hémagglutination. Ces tests sont faits en double
(duplicate).

2.2.6. Expression de I'activité hémagglutinante
des lectines

Cette activité (teneur en lectines) est exprimée
en titre qui est la réciproque du plus grand rapport
de dilution pour lequel on observe une
hémagglutination (Gatner et Podleski, 1975). Soit
1/1024 le plus grand rapport de dilution pour
lequel on observe une hémagglutination; le titre
équivaut a 1024 qui est la réciproque de 1/1024.

3. Résultats

3.1. Activité hémagglutinante des lectines
des extraits bruts.

L'activité hémagglutinante des lectines des
extraits bruts des trois graines de courges est
trés faible (4 a 32) par rapport a celle de I'extrait
brut des graines de haricot (512 a1024). Parmi
les trois graines de courges, les extraits bruts de
Csp ont I'activité hémagglutinante la plus élevée.
Les hématies de lapin sont plus réactives que
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celles de rat vis-a-vis des extraits bruts de CL,
Csp et PV. Par contre pour I'extrait brut de CE les
réactivités des hématies sont identiques. En outre
pour les extraits bruts de Csp et CE, la réactivité
des hématies d lapin augmente avec le traitement
trypsique. Ce dernier n'a cependant pas d'effet
sur les extraits bruts de CL et PV (Tableau 1)

3.2. Activité hémagglutinante des lectines
des fractions protéique de Csp.

La fraction protéique F5, obtenue par précipitation
au sulfate d'ammonium a 95% de saturation,
présente I'activité hémagglutinante la plus
élevée (512). Celle-ci est suivie par ordre
décroissant de celles des fractions 60% (F2);
40% (F1); 80% (F3) et 70% (F3) avec

respectivement des titres de 32; 8; 2 et 1.
(Tableau 2)

3.3. Activité hémagglutinante des lectines
des extraits bruts chauffés.

Le traitement thermique des extraits bruts des
graines de Csp et PV a 100°C pendant 15 minutes
réduit significativement leur activité hémagglutinante
qui passe respectivement de 128 4 2 et de 1024 a
16. Lorsque le chauffage atteint 30 minutes,
I'activité hémagglutinante de ces deux graines
devient nulle.

En revanche, le traitement thermique a 100°C
pendant 15 minutes est suffisant pour inactiver
totalement I'activité hémagglutinante des extraits
bruts des graines de CE et CL. (Tableau 3)

Tableau 1: Activité hémagglutinante des lectines des extraits bruts des trois graines de courges et des graines de
haricot testés sur les hématies de rat et de lapin (non traitées et traitées).

Graines Activité hémagglutinante des lectines (titre)
Rat Lapin non traité Lapin traité

CL 4 8

Csp 8 128

CE 4 8

PV 512 1024 1024

CL: Citrullus lanatus; Csp : Citrullus sp.; CE: Cucumeropsis edulis; PV: Phaseolus vulgaris

Tableau 2: Activité hémagglutinante des lectines des fractions protéiques de I'extrait brut de Csp testées sur les

hématies de lapin.

fractions protéiques

Activité hémagglutinante des lectines (titre)

8
32
1
2
512

Csp: Citrullus sp.

F1 : fraction protéique de I'extrait brut de Csp obtenue par précipitation au sulfate d’ammonium a 40% de saturation.
F2 : fraction protéique de I'extrait brut de Csp obtenue par précipitation au sulfate d’ammonium & 60% de saturation.
F3 : fraction protéique de I'extrait brut de Csp obtenue par précipitation au sulfate d’ammonium & 70% de saturation.
F4 : fraction protéique de I'extrait brut de Csp obtenue par précipitation au sulfate d’ammonium a 80% de saturation.
F5 : fraction protéique de I'extrait brut de Csp obtenue par précipitation au sulfate d’ammonium a 95% de saturation.

Tableau 3: Activité hémagglutinante des lectines des extraits bruts des graines chauffés a 100°C pendant 15, 30 ou
60 et testés sur les hématies de lapin traitées a la trypsine (page 8).

Temps de chauffage (minute)

Activité hémagglutinante des lectines (titre)

CL Csp CE PV
0 8 128 8 1024
15 0 2 0 16
30 0 0 0 0
60 0 0 0 0

CL: Citrullus lanatus ; Csp : Citrullus sp. ; CE: Cucumeropsis edulis ; PV: Phaseolus vulgaris
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4. Discussion

D’une maniére générale, I'activité hémagglutinante
des lectines des extraits bruts des trois graines
de courges est tres faible par rapport a celle de
I'extrait brut des graines de haricot.

L'activité hémagglutinante des lectines obtenue
avec les extraits bruts de nos trois graines de
courges est comparable a celle observée par
Henderson et al. (1986) sur les variétés des
graines de courges des régions arides
d’Amérique.

Par ailleurs, les travaux de Henderson et al.
(1986) leur ont permis de dégager deux groupes
de graines de courges sur la base du niveau
faible ou élevé de leur activité hémagglutinante.
De méme, nos études nous ont permis de
classer nos graines de courges en deux groupes:
le premier est représenté par les graines de Csp
qui ont I'activité hémagglutinante la plus élevée
et le second par les graines de CE et CL dont
I'activité est faible.

Les hématies de lapin sont plus réactives que
celles de rat. Aussi, celles traitées a la trypsine
sont elles plus réactives que les non traitées.
Cette différence de réactivité des hématies en
fonction de I'espéce animale peut s’expliquer
d’'une part par les spécificités structurales des
lectines des différentes variétés de graines (Lis
et al., 1985 ; Peumans & Van Damme, 1995), et
d’'autre part par le fait que les sites de liaisons
des lectines avec les glucides membranaires
des hématies pourraient étre plus ou moins
accessibles selon le type de lectines (Jaffe, 1980).
D’ailleurs, le traitement par des enzymes
protéolytiques comme la trypsine, la
chymotrypsine, la papaine, la pronase, a pour
role de digérer les protéines qui masquent les
glucides membranaires avec pour conséquence
une amélioration de la réactivité des hématies
traitées (Jaffe, 1980).

Compte tenu du fait que d’'une part, les graines
de Csp ont I'activité hémagglutinante la plus
élevée de nos graines de courges et d’autre part,
les hématies de lapin se sont avérées les plus
réactives, ces graines et ces hématies ont été
utilisés pour le fractionnement protéique.

La fraction protéique F5, obtenue par précipitation
au sulfate d’ammonium a 95% de saturation,
présente I'activité hémagglutinante la plus élevée

(512). Nos résultats concordent avec ceux de Li
(1977) qui a étudié I'activité hémagglutinante des
lectines sur les fractions protéiques des graines
de Momordica charantia.

Le traitement thermique, appliqué aux différents
extraits bruts de nos graines a entrainé une
réduction significative de I'activité hémagglutinante
de leurs lectines dés la 15¢ minute, suivie de leur
inactivation totale aprés 30 minutes. Ces
observations sont en accord avec celles de
Henderson et al. (1986) et laissent donc suggérer
que les pratiques culinaires traditionnelles ou
modernes des populations contribuent & éliminer
les lectines de nos graines de courges et par
conséquent a améliorer leur valeur nutritionnelle.

5. Conclusion

La présente étude montre que les graines de
courges, consommeées en Codte d’lvoire et
ailleurs en Afrique, contiennent des lectines; un
facteur antinutritionnel. Cependant I'activité
hémagglutinante de ces lectines est faible par
rapport a celle des graines de haricot de la famille
des Légumineuses.

L'effet du traitement thermique indique que les
lectines de nos graines de courges sont
thermolabiles, ce qui suppose leur inactivation
par la cuisson qui, par conséquent, est un moyen
efficace pour améliorer leur valeur nutritionnelle.
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