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Résumé

Les protéines d'origine naturelle constituent une source importante de peptides bioactifs aux propriétés
biologiques variées, notamment anti-inflammatoires. Ce travail a pour objectif d'extraire les protéines de
I'escargot Helix aspersa Miiller, de produire des biopeptides par hydrolyse enzymatique a la pepsine et
d'évaluer leur activité anti-inflammatoire. La teneur en protéines a été déterminée avant et aprés hydrolyse
par la méthode de Lowry. L'activité anti-inflammatoire des extraits protéiques et des hydrolysats a été évaluée
in vitro par le test d'inhibition de la dénaturation des protéines. Les résultats montrent que notre extrait
possede une activité anti-inflammatoire de 50%. Ces observations mettent en évidence le potentiel de Helix
aspersa Miiller comme source naturelle de peptides bioactifs pouvant €tre valorisés dans les domaines

alimentaire, nutraceutique et pharmaceutique.

Mots-clés : Helix aspersa Miiller, protéines, biopeptides, hydrolyse enzymatique, pepsine, méthode de

Lowry, activité anti-inflammatoire.



Abstract

Natural proteins represent an important source of bioactive peptides with diverse biological properties,
particularly anti-inflammatory activity. This study aimed to extract proteins from the edible snail Helix
aspersa Miiller, produce bioactive peptides through enzymatic hydrolysis using pepsin, and evaluate their
anti-inflammatory activity. Protein content was determined before and after hydrolysis using the Lowry
method. The anti-inflammatory activity of both the protein extract and the hydrolysates was assessed in vitro
by the protein denaturation inhibition assay. The results showed that the protein extract exhibited an anti-
inflammatory activity of 50%. These findings highlight the potential of Helix aspersa Miiller as a natural
source of bioactive peptides with promising applications in the food, nutraceutical, and pharmaceutical

industries.

Keywords: Helix aspersa Miiller; proteins; bioactive peptides; enzymatic hydrolysis; pepsin; Lowry method;

anti-inflammatory activity.
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INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION

Dans de nombreux pays occidentaux ainsi que dans certains pays en développement, la chai
d’escargots terrestres, récoltés dans la nature ou élevés en héliciculture, est considérée comme
une délicatesse trés appréciée (Ozogul et Olgunoglu, 2005). Les qualités organoleptiques
particuliéres de la chair d’escargot, associées a sa richesse en protéines, sa faible teneur en
maticres grasses ainsi qu’a la présence de vitamines et de minéraux essentiels, expliquent

I’intérét croissant porté a cette ressource alimentaire (Cagiltay et al., 2011).

Parmi les especes les plus connues, Helix aspersa occupe une place importante grace a sa
large répartition dans les régions tempérées. Cette espeéce cosmopolite est particulierement
présente en Algérie, ou elle est intégrée aux pratiques culinaires traditionnelles de plusieurs
régions (Zidane & Hadjout, 2022). Depuis la préhistoire, les escargots figurent parmi les
aliments consommés par I’étre humain et représentent aujourd’hui une source alimentaire

alternative prometteuse (Sudalian et al., 2021).

La chair d’escargot posséde une valeur nutritionnelle élevée. Elle est caractérisée par une
teneur importante en protéines, variant généralement entre 5,8 et 20 %, alors que sa teneur en
lipides reste faible et ne dépasse pas 2,5 % (Sudalian et al., 2021). Elle constitue également
une excellente source d’acides aminés essentiels et non essentiels, ainsi que de minéraux
indispensables tels que le calcium, le phosphore, le fer, le zinc et le magnésium (Pissia et al.,
2021 ; Pissia et al., 2022). De plus, sa faible teneur en cholestérol fait de cette viande un aliment
adapté aux régimes équilibrés et hypocaloriques. Selon (Anand et al.,2026), la chair d’escargot
représente une source prometteuse de protéines alternatives et de composés bioactifs a fort

intérét nutritionnel et thérapeutique.

Les escargots comestibles occupent également une place importante dans la médecine
traditionnelle. Leur chair, riche en fer et pauvre en matieres grasses, est reconnue pour ses effets
bénéfiques dans la prévention et le traitement de certaines carences nutritionnelles, notamment
I’anémie (Cobbinah et al., 2008).Enparall¢le, le mucus d’escargot représente un mélange
complexe de composés biologiquement actifs possédant des propriétésantioxydantes,

antimicrobiennes et cicatrisantes.
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Par ailleurs, plusieurs études récentes ont démontré que la chair d’escargot contient des
peptides bioactifs et d’autres molécules fonctionnelles susceptibles d’exercer des effets

bénéfiques sur la santé humaine (Hayes et Mora, 2021).

Ces composés présentent des activités antioxydantes, antimicrobiennes et anti-
inflammatoires, faisant des escargots une source potentielle d’ingrédients fonctionnels pour
I’industrie agroalimentaire et biomédicale. (Anand et al,2026) ont ¢galement souligné
I’importance pharmacologique des composés dérivés des escargots dans le développement futur
d’aliments fonctionnels et de biomolécules thérapeutiques. Cependant, les peptides bioactifs
demeurent encore insuffisamment exploités en raison des contraintes liées a leur
biodisponibilité, leur stabilité et leur efficacité biologique aprés ingestion orale (Doherty et al.,

2021).

En outre, les escargots possédent plusieurs caractéristiques biologiques importantes,
notamment leur capacité a accumuler différents xénobiotiques dans leurs tissus, leur large
distribution géographique, leur facilit¢ d’échantillonnage ainsi que leur tolérance a divers

contaminants organiques et métalliques (KS El Gendy et al., 2021).

L’objectif principal de ce mémoire est de produire et de caractériser des peptides bioactifs a
partir de la chair d’escargots, afin d’évaluer leur potentiel en tant que source d’ingrédients
fonctionnels a intérét nutritionnel et/ou thérapeutique.

Ce travail est structuré en quatre parties:

» Chapitre I: Cette partie théorique présente des généralités sur les escargots, leur
valeur nutritionnelle, la chair d’escargot ainsi que les peptides bioactifs et leurs
fonctions physiologiques.

» Chapitrell :

Cette partie pratique décrit les protocoles expérimentaux suivis au cours de 1’étude ainsi
que les différentes techniques mises en ceuvre.

» Chapitrelll: Ce chapitre est consacré a la présentation des résultats obtenus ainsi

qu’a leur discussion et interprétation.

Enfin, une conclusion générale vient synthétiser les principaux résultats et apports de ce travail

de recherche.
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CHAPITREI:GENERALITES SUR LES PEPTIDES BIOACTIFS ET LA

CHAIR D’ESCARGOT

Les peptides bioactifs suscitent aujourd’hui un intérét croissant grace a leurs nombreuses
propriétés biologiques et thérapeutiques. Parmi les différentes sources naturelles étudiées, la
chair d’escargot représente une source prometteuse de composés bioactifs a fort potentiel
nutritionnel et biomédical. Ce chapitre présente une synthése bibliographique portant sur les
peptides bioactifs ainsi que sur les caractéristiques biologiques, anatomiques et nutritionnelles

de I’escargot Helix aspersa.
» Sectionl

1. Généralités sur les peptides bioactifs

1.1 Définition et propriétés des peptides bioactifs

Les peptides ont une importance cruciale dans les processus physiologiques de base. Ils sont
indispensables pour de nombreux processus biochimiques. Ils portent leur nom en fonction du

nombre de résidus d'acides aminés qui les composent.

A mesure que les chaines peptidiques se constituent a partir de la jonction de la structure
primaire des acides aminés, elles peuvent se développer pour former un oligopeptide
lorsqu'elles contiennent entre 10 et 20 acides aminés dans la chaine. Dans les organismes
vivants, chaque acide aminé s'unit a l'extrémité amino d'un autre acide aminé pour constituer

une chaine peptidique.

Selon Forbes et Krishnamurthy (2022), si une chaine dépasse 20 acides aminés, onparle

de polypeptide, c'est-a-dire d'une chaine non ramifiée d'acides aminés.

Les propriétés antioxydantes des peptides bioactifs permettent de neutraliser les radicaux
libres responsables du vieillissement cellulaire et de plusieurs maladies chroniques. Les
peptides antimicrobiens, quant a eux, peuvent inhiber la croissance de certaines bactéries

pathogénes, levures et champignons.

De plus, certains peptides présentent une activité inhibitrice de I’enzyme de conversion de
I’angiotensine (ECA), contribuant ainsi a la diminution de la pression artérielle (Korhonen, H.,

& Pihlanto, A., 2000).

Grace a leurs nombreuses propriétés fonctionnelles et thérapeutiques, les peptidesbioactifs
suscitent aujourd’hui un grand intérét dans les domaines de !’industrie alimentaire,

pharmaceutiqueetnutraceutique.llssontconsidéréscommedescomposésprometteurspour
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ledéveloppementd’alimentsfonctionnelsetdenouveauxagentsthérapeutiquesnaturels

(Daliri,&Lee, B.H. (2017).

Figure 1:structurechimiquedepeptides bioactifs.

Acide aminé (1) Acide aminé (2)
H

N-terminal C-terminal

. i

Liaison
peptidique

€

H

Dipeptide

Figure 2:Schéma des tructure d’un peptide.

Les peptides bioactifs c'est un objet d'une attention scientifique particuliere pour leur large
éventail de bio activités, comprenant principalement des propriétés antioxydantes et
antimicrobiennes(Abrashevetal.,2018),contreunlargeéventaildebactériesgram-positives ~ par
exemple Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis et Propionibacterium acnés, et
gram-négatives tels que E. coli, Helicobacter pylori (Dolashki et al., 2018; Dolashki et
al.,2020).



CHAPITREI:GENERALITES SUR LES PEPTIDES BIOACTIFS ET LA

CHAIR D’ESCARGOT

1.2 Libération des peptides bioactifs

Selon la recherche de Rutherfurd-Markwick (2012), on dénombre trois procédés majeurs par

lesquels les peptides bioactifs peuvent étre libérés :

Libérationdespeptides bioactifs

o ~

Hydrolyseinvitroaucoursdela
transformation des aliments

Dégradationviadesenzymes

digestives

Digestionviadesenzymesmicrobiennes
principalement dans le gros intestin

Figure 3:lesdifférentesLibérationdespeptides bioactifs.

1.3 Productionettransformationdepeptidesbioactifs

Comme l'indique les études d'Akbarian et al. (2022) ainsi que de Lee (2017), I'hydrolyse

enzymatique des protéines alimentaires ou la fermentation sont les techniques utilisées pour

produire des peptides bioactifs ; Toutefois, il a été démontré que des extraits aqueux de

champignons et certaines parties de végétaux contiennent des peptides bioactifs (Geng et al.,

2016).
Tableau 1:Principalesméthodesdeproductiondespeptidesbioactifs.
Méthodede Principe Techniques utilisées
production
Hydrolyse Production des peptides bioactifs par hydrolyse | Pepsine, trypsine,
enzymatique des protéines a I’aide d’enzymes digestives, | papaine, bromélaine,
microbiennes ou végétales (Zambrowicz et al., | HHP
2013 ; Shahidi et al., 2008).
Fermentation Dégradation des protéines par des | Lactobacillus
microbienne microorganismes afin de libérer des peptides | helveticus,
bioactifs(Griffithsetal.,2013;Chenetal., Lactococcuslactis
2007).
Synthése Assemblage chimique des acides aminés pour | Phasesoluble,phase
chimique obtenir des peptides spécifiques (Bray, 2003 ; | solide (Fmoc)
Albericio & El-Faham, 2018).
Production Production des peptides par expression génétique | Pichia pastoris,
recombinante dansdesmicroorganismeshotes(Antosovaetal., Saccharomyces
2009 ; Drucker et al., 2010). cerevisiae
Méthode Combinaison des méthodes biologiques et Ingénieriepeptidique,
hybride chimiquespouraméliorerlespropriétésdes peptides | modificationchimique

(Andersson et al., 2000).
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1.4 Sourcesdespeptidesbioactifs

Les peptides bioactifs proviennent principalement de sources animales et végétales riches
en protéines. Les sources animales comprennent le lait et ses dérivés, les viandes, lespoissons,
les escargots ainsi que les organismes marins tels que les mollusques, les crustacés et les algues.
Les peptides issus de ces sources présentent diverses activités biologiques, notamment
antioxydantes, antihypertensives, antimicrobiennes et anticancéreuses (Harnedy &
Fitzgerald, 2012 ; Akbarian et al., 2022).

Les sources végétales regroupent principalement les 1égumineuses, les céréales et les
oléagineux. Ces protéines végétales constituent une source importante de peptides bioactifs
possédant des propriétés antioxydantes, antihypertensives, antimicrobiennes et
immunomodulatrices. Les peptides d’origine végétale suscitent un intérét croissant grace a leur
disponibilité, leur faible cout et leurs effets bénéfiques sur la santé humaine (Salas et al., 2015

; Boman, 2000 ;Akbarian et al., 2022).

1.5 Fonctionsphysiologiquesdespeptides bioactifs

a) Activitéantimicrobienne

Les peptides antimicrobiens (AMP) sont des molécules naturelles présentes chez plusieurs
organismes vivants. Généralement cationiques et amphiphiles, ils agissent en se fixant sur les
membranes des bactéries, ce qui perturbe leur structure et provoque finalement la mort

cellulaire (Lei et al., 2019).

b) Activité antioxydante

Les peptides antioxydants contribuent a la prévention de plusieurs maladies chroniques comme
les maladies cardiovasculaires, le cancer et le diabete. Ils possédent également une capacité de
chélation des ions métalliques et limitent la peroxydation des lipides, ce qui favorise leur

utilisation potentielle dans le domaine alimentaire (Zou et al., 2016).

¢) Activité anti cancéreuse

Les peptides anticancéreux (ACP) participent a la prévention et au traitement des cellules
tumorales. Etant d’origine naturelle, ils présentent une bonne efficacité, une meilleure
spécificité et moins d’effets secondaires que certains composés synthétiques (Chen et al., 2016

; Bhandari et al., 2019).
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d) Activitéostéoprotectrice

Les peptides ostéoprotecteurs jouent un rdle dans la protection des os et la prévention de
I’ostéoporose. Certains peptides dérivés du lactosérum favorisent I’absorption du calcium et
contribuent au maintien de la santé osseuse (Bhandari et al., 2020). Avec l'apparition
d'applications bénéfiques des peptides bioactifs dans le domaine de la santé et de la nutrition,
ces substances ont suscité un intérét spécifique pour les maladies et troubles qui ne disposent

pas d'une véritable stratégie thérapeutique

Antihypertensive
Inhibition de I'enzyme de
conversion de I'angiotensine
(ECA,) et réduction de la
pression artérielle

Antioxydante

Neutralisation des radicaux
libres et protection contre le

Anti-cancéreuse

Inhibition de la prolifération
des cellules cancéreuses et

SipeB et : induction de I'apoptose
X ®
&4
o ®
Antimicrobienne Minéralisante
Inhibition ou destruction Amélioration de I'absorption
des bactéries, chamgignons des minéraux (calcium,
et autres microorganismes Fonctions physiologiques phosphore) et renforcement
pathogénes ! . : de la santé osseuse
des peptides bioactifs
sur ’homme

Antidiabétique
Régulation de la glycémie
par inhibition d’enzymes
digestives et amélioration
de la sensibilité a l'insuline

Hypocholestérolémiante 7
Réduction du taux de ' OQ‘
cholestérol sanguin et prévention

des maladies cardiovasculaires
Immunomodulatrice
Modulation de la réponse
immunitaire et renforcement
des défenses de I'organisme

Opioide
Interaction avec les récepteurs
opioides et effets analgésiques

Anti-inflammatoire
Reéduction de I'inflammation
et soulagement des douleurs

associées

Figure 4:Lesdifférentesfonctionsphysiologiquesdespeptidesbioactifssur ’homme

(Akbarianetal.,2022).
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Figure 5:Les activitésbiologiquesdespeptides
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1.6 Effetspotentielssurlasanté

Ces derni¢res années, les peptides bioactifs ont suscité un intérét croissantdans le domaine de
la nutrition et des sciences alimentaires en raison de leurs propriétés fonctionnelles. Plusieurs
¢tudes ont démontré qu’ils peuvent présenter des activités antimicrobiennes, antioxydantes,
antihypertensives et immunomodulatrices, ce qui les rend prometteurs pour le développement

d’aliments fonctionnels et de nutraceutiques (Eric Daliri et al.,2017).

Dans le domaine alimentaire, différentes recherches se concentrent sur 1’intégration de ces
peptides dans des formulations innovantes afin d’améliorer les fonctions métaboliques
humaines. Par exemple, certains peptides issus des protéines laitieres peuvent contribuer au
renforcement du systéme immunitaire et a la réduction du risque de maladies métaboliques
telles que 1’obésité. D’autres peptides, notamment ceux issus de sources végétales comme le
sojaouleslégumineuses,ontmontrédeseffetsintéressantssurlarégulationdelaglycémieen inhibant

certains transporteurs du glucose (JolantaArtym et Michal Zimecki, 2013).

10



CHAPITREI:GENERALITES SUR LES PEPTIDES BIOACTIFS ET LA

CHAIR D’ESCARGOT

De plus, des peptides capables d’inhiber I’enzyme de conversion de I’angiotensine (ACE) ont
¢été identifiés chez plusieurs sources animales et végétales, contribuant ainsi a la régulation de
la pression artérielle. D’autres encore présentent des propriétés hypocholestérolémiantes en

influengant 1’absorption et le métabolisme des lipides (Walther et Robert, 2011).

Cependant, malgré ces résultats prometteurs, 1’utilisation des peptides bioactifs dans les
aliments fonctionnels reste encore en développement. Leur efficacité dépend fortement deleur
stabilit¢, de leur biodisponibilité et de leur sécurité d’utilisation. Ainsi, des ¢études
complémentaires sont nécessaires pour confirmer leurs effets in vivo et évaluer leur potentiel

réel en tant qu’ingrédients thérapeutiques et nutritionnels (Walther et Robert, 2011).

Parmi les sources animales étudiées récemment, 1’escargot se distingue par sa richesse en
protéines et en peptides bioactifs aux propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et anti-
inflammatoires, Ces caractéristiques lui conférent un intérét croissant dans les recherches

scientifiques et biotechnologiques (Eric Daliri et al.,2017).
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» Section2

2. Etymologie du mot «escargot»
I1 est probable que le terme espagnol « caracol » soit a I'origine du mot frangais « escargot »,
celui-ci ayant été introduit en France par le biais de La Rochelle, ou des marins espagnols et
portugais venaient se réapprovisionner. On peut compléter cette désignation par d'autres termes
tels que : « hélice » (en raison de la forme de sa coquille) ou « colimagon ». Selon les régions,
l'escargot peut avoir différentes appellations. Par exemple, on peut citer « carago » (I'escargot
de Marseille), « cantareu » (I'escargot de Nice), ou encore « Luma » (I'escargot de Poitou),
entre autres (Bonnet et al., 1990). D'aprés les mémes chercheurs, parmi les 400 espéces
d'escargots présentes dans leur habitat naturel, seulement six sont sujettes a un commerce
considérable : L’escargot Petit-Gris (Helix aspersa aspersa ou Miiller); 1’escargot de
Bourgogne (Helix pomatia);L’escargot Gros-Gris (Helix aspersa maxima); L’escargot
Tapadou ou Apatelli (Helix aperta); La mourguette (Eobonia vermiculata); L’escargot Turc
(Helix lucorum).
Dansnotreétude,nousallonsprendrepourmodélel’escargot:Petit-Gris: Helix aspers.

2.1 Distributiongéographiqued’ HelixaspersaMiiller(Petit-Gris)
On le trouve naturellement dans les régions suivantes : le Royaume-Uni, I'[talie, la France et
tout au long des fronti¢res de la mer Méditerranée et de la mer Noire. Il est mis en place en

Argentine, Australie, Canada, Chili, Haiti, Nouvelle-Z¢élande, Mexique, Afrique du Sud,Etats-
Unis et les iles de I'Atlantique. (Dekle et Fasulo, 2008).

Figure 6 : Helix aspersa, espéce d'escargot terrestre pulmoné : présence dans les pays
européens;Distributiond Helixaspersa(d’aprésMadec1989;Jorgensen& Serensen 2008
;Ansart et al. 2009 in Dahirel 2014).
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2.1.1 Dans le monde

L’habitat naturel de Helix aspersa s’étend sur plusieurs régions du monde, notamment le
Royaume-Uni, I’Italie, la France ainsi que les cotes de la Méditerranée et de la mer Noire. Cette
espece a également été introduite dans de nombreux pays tels que 1’ Argentine, I’ Australie, le
Canada, le Chili, Haiti, la Nouvelle-Z¢lande, le Mexique, I’ Afrique du Sud et les Etats-Unis.

Sa présence a aussi €té signalée sur certaines iles de 1’ Atlantique (Dekle & Fasulo, 2008).
2.1.2 En Algérie

En Algérie, I’escargot est largement réparti dans plusieurs régions du pays, notamment a Chlef,
Ain Defla, Alger, Mostaganem, Tissemsilt, Ain Témouchent, Mascara, Béjaia,Annaba, Sétif,
Boumerdés, Oran, M’Sila, Blida, Relizane, Biskra, Béchar, Saida, Batna, Constantine, Tizi

Ouzou et Tlemcen (Sadoud et al., 2024).

2.2 L'escargotHelix aspersa

Parmi les espéces d’escargots les plus ubiquistes figure I’escargot marron de jardin Helix
aspersa (Miiller, 1774; Bairi, 2020). Helix aspersa Miiller est un mollusque gastéropode
terrestre(Murgiaetal.,2022)appartenantal’ ordredesStylommatophores  (Salmi,2018)eta la
famille des Helicidae. Il possede un poumon, appelé également cavité palléale, ce qui le classe

dans la sous-classe des Pulmonés (Bairi, 2020).

Cette espece est largement répandue dans le bassin méditerranéen, le nord-ouest de 1’Europe
ainsi que sur la facade atlantique francaise (Murgia et al., 2022 ; Salmi, 2018). Elle est
¢galement connue sous plusieurs appellations, notamment Cornu aspersum, Cantareus aspersus

ou encore le petit-gris (Ameur, 2021).

L’ Helix aspersa est une espéce ubiquiste tres répandue a travers le monde, parfois considérée
comme envahissante. Elle fréquente principalement les zones cultivées, les jardins et les
milieux forestiers. Sa durée de vie moyenne en milieu naturel est estimée a environ cinq ans

(Louzon, 2020).
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2.3 Positionsystématique(Taxonomie)d'Helixaspersa

L’escargotestunmollusquegasteropode,pulmonéterrestre,saclassificationselon
(Otchoumou,1991)sapositionsystématiqueestlasuivante :

Helix aspersa (Miiller, 1774) est un Mollusque gastropode, pulmoné terrestre, aussi nommé
Cantareus aspersus, Cornu aspersum, Criptomphalus aspersus dans la nomenclature récente
(Barker, 2001) ou le petit gris.

SelonBonnetetal.,1990, sapositionsystématique estlasuivante :

Classification
Régne Animalia
Embranchement Mollusca
Classe Gastropoda
Ordre Stylommatophora
Sous-ordre Helicina
Infra-ordre Helicoidei
Super-famille Helicoidea
Famille Helicidae
Genre Helix

Figure 7:Helixaspersa (Escargotpetit-gris).
2.4 Anatomieexterne d’escargot

Les escargots sont des gastéropodes mollusques présentant une anatomie asymétrique
dépourvue d'organes en paire (Stiévenart et al., 1990). On le distingue par une téte dotée de
deux séries de tentacules, les plus étendues portant des yeux, par sa vaste sole ventrale (ou pied),
par sa coquille en spirale globuleuse dont le sommet dépasse le flanc droit etfinalement, par son

orifice pulmonaire dorsal (Stiévenart et Hardouin, 1990).

L’escargot comprend en gros deux parties, le corps et la coquille. Le corps d’escargot subdivisé
en trois zones, la téte, le pied et les visceéres (Cobbinah et al., 2008).

= Letégument
D aprésHeusser&Dupuy(2010),letégumentesttypiquementconstituéd'unépidermesimple

auseinduqueldescellulesglandulairesmuqueusessontinsérées.[Isurmonteuntissu
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Conjonctif dans les espaces duquel circule I'hémolymphe, associé dans le pied a d'abondantes
fibres musculaires lisses. L'animal se déplace grace a des contractions de la musculature
longitudinale du pied, se propageant sous forme d'ondes.

=  Coquille
Helix aspersa possede une coquille globulaire (hauteur : 25 - 35 mm, diamétre : 25 -40 mm)
avec 5a 4,5 spires. La coquille avec des lignes de croissance irrégulicres est brillante a brun
foncé avec jusqu'a cinq ceintures tachetées (Nicolai, A,2010).
Elleestforméed uneseulepi¢ceenroulée enhéliced unconetrésallonge. L ouverturedeLa coquille
est bordée par le péristome, et le sommet est 1'apex.
SelonHeusser&Dupuy(2011),lacoquilleesttypiquementcomposéedetroiscouches:

1) Lepériostracum externeettrésrésistant,denatureorganiqueconchyoline tannée.

2) L’ostracummoyen,trésépais,comportantunecouchesuperficielledeprismesetune

couche profonde de lamelles organique formée notamment de conchyoline,
3) L’hypoostracum interne, plus fin, constitu¢ d’ une substance porcelanée est produit par
toute la surface du manteau.

Elle se compose d’une partie organique (une trame protéique externe : la conchyoline,
représentant 1 a2 %delacoquille)et d’unepartieminérale(carbonatede calcium sous forme de
calcite et d’aragonite, représentant 98 % de la coquille). Le rdle principal de la coquille est
d’assurer la protection du corps en cas de danger.

= Lecorps
Le corps mou de I’escargot est protégé par une coquille formée par le manteau. Il comprend
une téte munie d’organes sensoriels et d’une bouche équipée d’une radula, ainsi qu'un pied
assurant la locomotion et une masse viscérale contenant les principaux organes. Le systéme
circulatoire est ouvert, baignant les organes dans I’hémoccele, et le manteau délimite une cavité
palléale en contact avec D’extérieur, ou s’ouvrent les systémes digestifs, excréteur et
reproducteur.
La coquille, caractéristique des Mollusques, est constituée de plusieurs couches (périostracum,
ostracum et hypostracum) riches en carbonate de calcium et en matrice organique, ce qui lui
confeére rigidité, protection et réle de support musculaire (S. Heusser & H.-G. Dupuy2011).

e Le pied
Les gastéropodes se distinguent par la particularité de leur pied (Anonyme, 2009). Une masse

allongéeetmusclée(Kerney&Cameron,2009).
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Il appuie le corps et permet a I'escargot d’avancer en rampant. Il contient de nombreuses cellules
glandulaires muqueuses qui produisent une substance favorisant la lubrification du substrat
(André, 1968) et qui sécrete également un mucus de maniére constante sur le support, formant
ainsi une marque brillante évidente;Deuxouverturessontlocaliséesdans
lapartiesupérieuredupied,présdu borddela coquille, ce sont I’ouverture respiratoire et 1’anus
(Bonnet, 1990).

e La masseviscérale
La masse viscérale englobe les organes primordiaux. Le manchon allongé, qui est couvert par
le manteau a sa partie dorsale avant, subit une torsion de 180°, ce qui fait que la cavitépalléale
se situe a I'avant de I'animal (Gauer, 2007). Elle renferme les organes respiratoires, circulatoires
et reproducteurs (Chevalier, 1982).

» Lepneumostome,ouverturedela cavitépalléalepermettantlarespiration.

» L'anussetrouvesouslepneumostome.

» L'ouvertureurinaire:non visible,cartrop petite.

coquille anatomie escargot
foie

DOUMoN
anu3

pore

tentacule estomac

rain
manteau

coaur
canal
dafarant

glandz muguauss
oviducta
sobalum

glandz salivairs

0anis
vagin

urificz ganital

Figure 8:Schémaencoupedel’anatomied’unescargot.

2.5 Anatomielnterned’escargot

L’escargot posseéde un poumon dorsal s’ouvrant vers I’extérieur par le pneumostome (Heusser

& Dupuy, 2011).
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Le systéme nerveux est composé d’un systéme stomo-gastrique et d’un systéme nerveux central
comprenant plusieurs ganglions (Rousslet, 1979). Les organes des sens incluent les tentacules,
les yeux et les otocystes (Boue & Chanton, 1978).

L’appareil circulatoire est ouvert et comprend un cceur et deux aortes assurant la distribution
du sang (Rousslet, 1979). L’escargot est hermaphrodite avec des organes males et femelles
impliqués dans la reproduction (Pirame, 2003). Le systeme excréteur est formé d’un rein
unique,appelé organede Bojanus (Popple&Tribune,2002). L’appareil digestif comprend la
bouche avec machoire et radula, un tube digestif complet et un hépatopancréas assurant la
digestion et I’absorption des nutriments (Grasse, 1968 ; Heusser & Dupuy, 2010).

2.6 Lecycle biologiquedel’escargot

Le cycle biologique de l'escargot s'articule autour de 4 étapes majeures : l'accouplement
hermaphrodite, la ponte dans le sol, 1'éclosion des jeunes (naissains) et la croissance jusqu'au

stade adulte.

6. HIBERNATION *+ Y o 1. ACCOUPLEMENT 2
OU ESTIVATION ¥ ) s i) PONTE
L'escargot se protége” * DES CEUFS

dans sa coquille - ° ; 2 : : 30 a 100 ceufs
avec une fine J . i incubation:2a 4
membrane | — " semaines , "
CYCLE BIOLOGIQUE | - :

DE UESCARGOT € -

CEuf — Jeune — Croissance — 2
Adulte — Reproduction — Ponte |

3. ECLOSION

Le jeune escargot sort"+
{ A N\ de I'ceuf avec une
5. ESCARGOT ADULTE b . i coaulllearsins]
La coquille devient solide Gy g €

et l'escargot peut se
reproduire.

4. CROISSANCE DU JEUNE ESCARGOT

Le jeune escargot grandit, sa coquille s'enroule
et il se nourrit pour se renforcer.

Figure 9:Lecyclebiologiquede 1’escargot.

2.7 Croissancedel’escargot
Helix aspersa est un gastéropode hermaphrodite, chaque individu possédant des organes
reproducteurs males et femelles. Cependant, la reproduction reste sexuée carl’autofécondation

n’est pas possible (Druart, 2011).
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La reproduction débute par une phase de parade durant laquelle les partenaires se touchent et
sécretent du mucus avant 1’accouplement. Celui-ci s’effectue téte-béche avec échange de
spermatozoides sous forme de spermatophore et peut durer plusieurs heures (Aupinel, 1984 ;
Pirame, 2003).

Apres la fécondation interne, 1’escargot creuse un nid dans le sol humide pour y déposer ses
ceufs. La pontepeut contenirplusieursdizainesd’ceufs sphériques protégés parune enveloppe
calcaire (Cappuccio, 2011).

L’incubation dure généralement entre 15 et 30 jours. A D’éclosion, les jeunes escargots
possédent une coquille fine et transparente qui se solidifie progressivement avant leur sortiedu
nid (Madec, 1989 ; Pirame, 2003).

La fécondation se déroule dans une chambre spécialisée appelée chambre de fécondation ouse
rencontrent les gametes. Les premicres divisions cellulaires commencent rapidement apres

lafécondation pourassurer ledéveloppement embryonnaire (Raven, 1958;Garnault, 1988).

Lesmatemeles sy

ebcalua,oba.duﬁ‘ie-

escargot adulte

; £ 3
fé P i
g

jeune escargot éclosion

Figure 10:lecycledeviedel’escargotHelixaspersa.

» Compositionetintérétnutritionneldelachaird’escargot

La chair de Helix aspersa désigne la partie comestible du corps de 1’escargot, constituée
principalement des tissus musculaires et des organes mous protégés par la coquille. Elle
représente une source alimentaire riche en protéines, en acides aminés essentiels, en
vitamines et en minéraux, tout en étant pauvre en matiéres grasses et en calories.

Selon Pissia et al. (2021), « la viande d’escargot est tres riche en protéines et posséde une

faibleteneurenmaticresgrasses».
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Elle contient également des acides gras bénéfiques, notamment les oméga-3 et oméga-6,
ainsi qu’une quantité importante de calcium, phosphore, potassium, magnésium et fer.

La chair d’escargot est considérée comme un aliment fonctionnel a haute valeur
nutritionnelle. Sa valeur énergétique est d’environ 67 kcal/100 g, ce qui en fait une
alternativesaineauxviandestraditionnelles (Toader-Williams&Golubkina,2009).Elle est
largement utilisée dans 1’alimentation humaine, particuliecrement dans les pays

méditerranéens et européens, grace a ses qualités nutritionnelles et gastronomiques.

Figure 11:Lachaird’escargot.

2.8 Physiologie de I’escargot
Les escargots sont des animaux poikilothermes dont I’activité dépend fortement desconditions

climatiques, notamment la température, ’humidité¢ et la photopériode (Bailley, 1981 ;

Chevalier, 1982).

Ce sont principalement des animaux nocturnes : durant la journée, ils restent immobiles et
cachés afin d’éviter les conditions défavorables, tandis qu’ils deviennent actifs la nuit ou par
temps humide. Leur activit¢ se manifeste selon deux rythmes principaux : saisonnier et

journalier.
2.7.1 Activité saisonniére

L’activité saisonnicre de 1’escargot varie selon les conditions environnementales. Lorsque la
température devient €levée et que I’humidité diminue, I’escargot entre en estivation. Durant

cettepériode,ilserétracteal’intérieurdesacoquilleetfermesonouverturegraceaune
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membrane appelée épiphragme afin de limiter la perte d’eau (A.T.P.I.A, 2004). Ce phénomene
apparait généralement lorsque la température dépasse 20 °C et que I’humidité relative de 1’air

devient faible (Bonavita, 1964).

A Tlinverse, pendant les périodes froides, I’escargot entre en hibernation. Son activité
locomotrice, respiratoire et cardiaque ralentit fortement lorsque la température descend en
dessous de 6 °C. Durant cette phase, la croissance et la reproduction cessent jusqu’au retour des

conditions favorables au printemps (Damerdji & Ben Youcef, 2006).
2.7.2 Activitéjournaliére

L’activité journalieére de I’escargot est étroitement liée a la photopériode. Pendant la journée,
les activités locomotrices, alimentaires et reproductrices sont trés limitées a cause de la chaleur
et du manque d’humidité. En revanche, durant la nuit, I’escargot profite de lafraicheur et de
I’humidité pour sortir de sa coquille, se déplacer et rechercher sa nourriture. Cette phase active

dure généralement quelques heures seulement (Haussy, 2017).
2.8 Compositionnutritionnelleetintérétsdel’escargot

Helix aspersa est considéré comme une ressource alimentaire, économique et biologique
importante grace a sa richesse nutritionnelle et a ses nombreuses applications dans les domaines
agroalimentaire, médical et cosmétique. Les escargots terrestres présentent également un intérét
pharmacologique, car leurs composés biologiques contribuent a la résistance aux conditions
environnementales et servent demodeles biologiques dans plusieurs études scientifiques
(Azeem et al., 2022 ; Bairi, 2020).

Tableau 2:Compositionnutritionnellemoyennedelachaird’escargot(pour100gdechair crue/nature).

Nutriment Valeur Intérétprincipal

Moyenne
Energie 75a83 kcal Tresfaible apportcalorique, idéalpourlagestiondu poids
Protéines 15alég Richesenacidesaminésessentiels,comparablesalavolaille
Lipides lalidg Faibleteneurenmaticresgrasses,principalementdesacides

gras insaturés

Glucides ~2g Quantitétresfaible,indexglycémiqueprochedezéro

Eau 75 a85 % Tauxd’hydratationnaturelélevé
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2.8.1 Valeurnutritionnelledelavianded’escargot

La viande d’escargot est consommeée depuis la préhistoire et constitue un aliment sain et nutritif.
Elle se caractérise par une teneur ¢levée en protéines de haute valeur biologique, en acides
aminés essentiels, en vitamines et en minéraux, tout en étant pauvre en matiéresgrasses et en
calories (Pissia et al, 2021). Sa teneur en eau atteint environ 70 % (Adeyeye et al., 2020),
tandis que sa valeur énergétique est estimée a seulement 67 kcal/100 g, ce qui fait de I’escargot
un aliment adapté aux régimes riches en protéines et faibles en lipides (Toader-Williams &

Golubkina, 2009).

Actuellement, la production et la commercialisation de la viande d’escargot terrestre suscitent
un grand intérét. Les escargots sont des animaux invertébrés appartenant a la classe des
gastéropodes et a I’embranchement des mollusques (Brunt et al, 1999). Un escargot est
composé d’un corps mou et d’une coquille. La coquille constitue une enveloppe protectrice
composée de carbonate de calcium, tandis que le corps est constitué¢ de protéines (60—70 %sur
matiere séche) et d’eau (70 %) (Adeyeye etAfolabi, 2004). Chez la plupart des especes,la

coquille représente environ un tiers du poids corporel de I’escargot (Cobbinah, 1994).

Selon les connaissances courantes, la viande d’escargot marin posséde une teneur élevée en
glucides, une faible teneur en matieres grasses et une forte teneur en protéines. Elle constitue
égalementunesourceimportantedevitamineE,dephosphore,depotassium,decalciumetde sodium
(Felici et al., 2020 ; Ghosh et al., 2017). De plus, comme les fruits de mer tels queles moules
et les huitres (Ozyurt et al., 2013), la viande d’escargot est riche en acides gras polyinsaturés,
qui sont des nutriments essentiels. Ainsi, la viande d’escargot représente un aliment riche en

protéines et pauvre en matieres grasses.

Un kilogramme d’escargots géants destinés a la consommation humaine peut fournir environ
un demi-kilogramme d’aliment animal de haute valeur (Piba et al., 2014). En effet, la poudre
de coquille d’escargot est utilisée comme source de calcium dans 1’alimentation des pouletsde
chair, des poules pondeuses, des petits animaux et du bétail (Tchakounte et al., 2019). La
coquille peut également étre utilisée pour réduire 1’acidité des sols dans les cultures agricoles

(Kouakou et al., 2014).

Les teneurs en protéines varient généralement entre 10,8 % et 25,6 %, selon I’espece et les
conditions d’¢élevage. Chez Helix aspersa, elles peuvent atteindre environ 12,87 %, voire

davantagedanscertainesrégionsalgériennes(Pissiaetal.,2021;Sadoudetal.,2024).
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Les protéines de I’escargot contiennent des acides aminés essentiels tels que la lysine et la

phénylalanine, indispensables a la croissance et au bon fonctionnement de 1’organisme.
2.8.2 Matieresgrassesetacidesgrasbénéfiques

La chair d’escargot possede une faible teneur en matieres grasses, estimée entre 0,06 % et8,46
%, avec environ 0,58 % chez Helix aspersa (Pissia et al., 2021). Cette viande contient des
acidesgras bénéfiques, notamment lesoméga-3 et les oméga-6, reconnus pourleurseffets positifs
sur la santé cardiovasculaire. Les principaux acides gras identifiés sont 1’acide palmitique,

I’acide stéarique, 1’acide oléique et I’acide linoléique (Cagiltay et al., 2011).

La viande d’escargot présente également une faible teneur en cholestérol comparativement a
plusieurs viandes animales, ce qui renforce son intérét nutritionnel et diététique (Hayes &

Mora, 2021).
2.8.3 Vitaminesetminéraux

Helix aspersa constitue une excellente source de vitamines essentielles, notamment les
vitamines A, E, Bl, B2, B3 et B6, qui participent au métabolisme énergétique, au

fonctionnement du systéme immunitaireet a la protection des cellules (Cagiltay et al., 2011).

La chair d’escargot est également riche en minéraux indispensables a 1’organisme tels que le

calcium, le phosphore, le potassium, le sodium, le magnésium et le fer.

Le calcium représente 1’élément le plus abondant, ce qui contribue au maintien de la santé
osseuse. De plus, la présence d’orthophosphate de calcium pourrait participer a la prévention

de certaines maladies rénales (Adeyeye et al., 2020).
2.8.4 Intérétséconomiquesetagroalimentaires

Grace a sa valeur nutritive élevée, Helix aspersa possede un intérét économique important,
particuliérement dans les secteurs de 1’agroalimentaire, de la cosmétique et de la pharmacie.
Son élevage, appelé héliciculture, représente une source de revenus pour de nombreux éleveurs,

notamment dans les régions rurales (Benkendorff, 2013).

La demande internationale en viande d’escargot est en constante augmentation,principalement
en Europe et en Asie, ou elle est appréciée pour sa qualité nutritionnelle et gastronomique

(Toleubayev & Seidaliyeva, 2020).
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2.8.5 Intérétsmédicinauxet cosmétiques

Le mucus de Helix aspersa est largement utilisé dans les produits cosmétiques grace a sa
richesse en allantoine, collageéne, élastine, acide glycolique, vitamines et peptides bioactifs. Ces
composés possédent des propriétés cicatrisantes, régénératrices, hydratantes et antioxydantes

(Pascoal et al., 2019).

La bave d’escargot contribue ainsi a la régénération de la peau, a la réduction des rides, au
traitement de 1’acné et a la protection contre le vieillissement cutané grace a ses propriétés anti-

inflammatoires et antiseptiques (Moncef, 2014).
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CHAPITRE 11 : MATERIELS ET METHODES

L’objectif principal de ce travail consiste a extraire les protéines a partir de ’escargot Helix
aspersa (Petit-gris), les hydrolyser en peptides bioactifs ensuite a explorer 1’activité anti-

inflammatoire des protéines avant et apres hydrolyse enzymatique.

3. Echantillons biologiques

3.1 Site de prélévements

Les escargots terrestres (Helix aspersa) utilisés dans cette étude ont été achetés aupres de
vendeurs locaux au marché couvert du centre-ville de Mostaganem, au mois de mars 2026. La
préparation et les analyses ont été réalisées au laboratoire de biochimie 1 de I’Université

Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem.

Figure 12: Les escargots terrestres (Helix aspersa) utilisés dans cette étude.

3.2 Protocole expérimentale

3.2.1 Préparation des échantillons

Apres leur acquisition, les escargots ont €té décoquillés et la chair a été soigneusement séparée
des coquilles. Celle-ci a été lavée plusieurs fois a 1’eau afin d’éliminer les impuretés et les
résidus éventuels. La chair a ensuite été homogénéisée a 1’aide d’un broyeur (mixeur) jusqu’a
I’obtention d’une pate uniforme. Cette préparation a été séchée dans une étuve a 45 °C pendant
48 heures. Apres séchage, la matiére obtenue a été broyée sous forme de poudre et environ 25

g d’échantillon sec ont été récupérés pour les analyses ultérieures.
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Figure 13:Préparation de I’échantillon (Helix aspersa).

3.2.2 Extraction des protéines

L’extraction des protéines a été réalisée a partir de la poudre de chair d’escargot obtenue
apres séchage. L’échantillon a été mis en suspension dans une solution tampon PBS (Phosphate

Buffered Saline) a pH 7,4 afin de favoriser la solubilisation des protéines
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Mélange soigneusement apres chaque ajout afin d’obtenir une solution homogene

(Perchetti,G.A.;etal., 2020).

Le pH de la solution a ensuite été controlé et ajusté a 7,4 a I’aide d’une solution d’acide
chlorhydrique (HCI) ou d’hydroxyde de sodium (NaOH). Enfin, le volume a été¢ complété a 500
mL avec de I’eau distillée. La solution obtenue a été conservée dans un flacon propre et utilisée

comme tampon pour les différentes étapes de I’extraction des protéines.

,/’—\
S &———/‘/?

\:'TDE = ‘/"' ~
~.0 = 450ml|
=200 % S=p
~100 B

v

Verserenviron450ml
d’eaudistilléedansun
bécher propre Agiterjusqu’adissolutioncompléte.

Mélangerdoucement Controlerlevolumea500 Controlerlephetajuster a
jusqu’ahomogénéité mlavecdel’eau distillée 7.4 al’aide de HC1

Compositionfinale:
NaCl:4.0g KCl1
:01lg

NaH:PO4: 0.72 g
KH2PO4:0.1225¢g
Eaudistillée: 500ml

Figure2:protocoledelaPréparationdetampon PBS(PhosphateBufferedSaline).
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Apres la préparation du tampon PBS (pH 7,4), 25 g de poudre de chair d’escargot obtenue apres
séchage ont été pesés puis mélangés a 255 mL de tampon PBS afin de favoriser la
solubilisation des protéines. Le mélange a ¢t¢ homogénéis¢ avant d’étre soumis a deux
centrifugations successives a4 000 tours par minute (tr/min),chacune pendant 20 minutes(10
minutes pour chaque cycle de centrifugation).

A Dissue de cette étape, le surnageant correspondant a I’isolat protéique a été récupéré avec
précaution et transféré dans une fiole propre. Celle-ci a été recouverte d’une feuille de papier
aluminium afin de protéger I’échantillon, puis conservée au réfrigérateur jusqu’a son utilisation.

Figure 14:L’extractiondesprotéines.

REFRIGERATEUR
DE LABORATOIRE

A) Le dosage des protéines par la méthode de Lowry

Le dosage des protéines par la méthode de Lowry est une technique colorimétrique largement
utilisée pour quantifier la concentration protéique dans un échantillon. Elle repose sur la
réaction des protéines avec les ions cuivre en milieu alcalin (réaction de Biuret), suivie de la
réductionduréactifdeFolin-Ciocalteuparcertainsacidesaminésaromatiques, ce qui entraine le
développement d’une coloration bleue dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de
protéines présentes (Oliver H. Lowry et al.,1951). Ce procédé est applicable quand la
quantitédeprotéineadéterminerestcompriseentre1 0et 100ug/ml. Cette réduction se traduit par

une coloration bleue.
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(Tartratedesodiumet potassium)
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* 50 mL de solution A
¢ 0,5 mL de solution B
¢ 0,5 mL de solution C

Préparation
de réactif

(N

0

-
-

+5SmlderéactifalcalindeLowry
+0.5mldeFolindanschaquetube

N

Ajouterdanschaquetube0.5mldeFolin

Dilution de I’extrait

1mL
(dilution 1/2)

"

(Série de 4 dilutions)

S5mL

1mL

(dilution 1/5)

N

S5mL

1mL
(dilution 1/10)

N

1mL

(dilution 1/20)

N

S5mL SmL
Imlextraitd’ ) . eau eau eau eau \
mlextraitd’escargo 3
. distillée distillée distillée distillée .
SmideréactifLowry Solution mére 0.5 ml 05 ml 05 ml 0.5 ml \
+ (extrait) : ; i 5 1
0.5mldeFolindiluée folm fOlln fohn fOlln \
1
® 6 ® !
. ’ 1
’ - /’ /’ "_ l
¥ ¥ ¥ 4 :
112 15 110 1/20 :
1
1
* 1 mL extrait * 1 mL extrait * 0.5 mL extrait « 0.5 mL extrait ;
o 1 mL eau distillée * 4 ml eau distillée * 4,5 mL eau distillée * 9,5 ml eau distillée
0,907 0,814 0,755

30 min
A Yobscurité

Figure 15: protocole de dosage des protéines par la méthode de Lowry.
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Remarque:Le réactif de Folin est utilisé¢ a température ambiante

a. Le dosage des protéines est réalisé selon la méthode de Lowry en utilisant des tubes
séparés contenant chacun 1 mL d’extrait d’escargot.

b. Des dilutions sont effectuées afin de ramener les concentrations dans la gamme de
mesure.

c. A chaque tube, on ajoute dans un premier temps SmLde réactif alcalin de Lowry.

d. Le mélange est ensuite homogénéisé puis laissé reposer pendantl0) minutes a
température ambiante afin de permettre la réaction initiale.

e. Ensuite, 0,5 mL de réactif de Folin dilué est ajouté a chaque tube, suivi d’un mélange
immédiat pour assurer une bonne homogénéisation.

f. Les tubes sont ensuite dilués davantage puis recouverts de papier aluminium afin
deles protéger de la lumicre.

g. lls sont laissés au repos pendant 30 minutes dans un endroit a 1’abri de la lumiére, ce
qui permet le développement complet de la coloration.

h. L’absorbance est mesurée a I’aide d’un spectrophotométre a 750 nm (longueur

d’onde standard) ou a 660 nm, en utilisant un blanc comme référence le PBS.

Remarque : Cette lecture permet de déterminer la concentration en protéines présentes

dans ’extrait.

Figure 16: spectrophotomeétre e‘1750nm.-
3.2.3 Méthode d’inhibition de la dénaturation protéique

Une série de dilution a été préparée a partir d’une solution mere de 12.5mg de 1'échantillon dans
Sml d’eau distillée afin d’obtenir des concentrations de 2.5, 1.2, 0.6, 0.3, 0.15 et 0.05 (mg/ml).

Dans des tubes a essais,] ml de chaque échantillon ont été mélangés avec 100ul de
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Blanc d’ceuf et 1.4 ml PBS d’un pH 6.4. Cette étape a été succédée par I’incubation des tubesa
37°C pendant 15 min et par chauffage au bain marie pendant 5 min a 70°C. Apres
refroidissement des solutions, la densité optique est mesurée & 660nm. Le diclofénac est

considéré dans cette expérience comme test de controle (Mirke et al., 2020).

Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule suivante :

Pourcentage d’inhibition%=100x(Vt/Vc-1)

Vt : absorbance d’échantillon
Ve: absorbance du contrdle

|

rv«.e;x/I} Solution meére:
‘;:» e >

N 12.5mlextraitprotéique +Smleaudistillée

1 1 mL 0,6 mL 0.3 mL 0.15m 0.05 mL
NG T N 2 e 5 e T w
Imleau — = = = = =
distillée I
+
2.5ml
solutionmére
2,5 mg/mL 1,2 mg/mL 0,6 mg/mL 0,3 mg/mL 0,15 mg/mL 0,05 mg/mL
[2smgmt]  [12mgmt| | o06mymt| | 0,3 mg/m. | 10,15 mg/m. | 0,05 mg/mt |
; } } } } =
= [ T f T Il 'Y Pour cheque tube :
\ 1 ml de chaque tube
+ 14AmLPBS (pH = 6,4)
o \./ O : o/ -/ : + 100 L blane d'oeufs
I
1
v
T
pendant 5 min 1 mL solution)
15mindans =] [
I’étuve

- 0%C

L!

588 -

Figure 17:Schémadepréparationdesdilutionsdel’extraitprotéique.

30



CHAPITRE 11 : MATERIELS ET METHODES

Apres la préparation des différentes concentrations de 1’extrait protéique, une seconde
expérience a ¢été réalisée selon le méme protocole de dilution, mais en utilisant le diclofénac
comme controle positif (référence). Les différents mélanges de dosage ont été préparés
apartirdecettesolutionafind’évalueretdecomparersonactivitéanti-inflammatoireaveccelle de

I’extrait étudié.

1. Préparation de I’extrait de diclofénac

12,5 g de diclofénac FE it
+ , o m i % .
Bean distllée Agiter / hom?génélscr
extraction
Broyer =
—_— T—

2. Préparation de la solution mére

ﬁ Solutionmére:
‘? 12.5mlextraitdediclofénac+5mleaudistillée
<
| : /
\

o l I mL 0,6 mL 0.3 mL 0.15m 0.05 mL

T —
Imleau |
distillée
+
2.5 ml 2,5 mg/mL 06mgml.  O3mgmL  OSmgmlL 0,05 mgmL
solutionmére ' 1 ’ 1 ’ mf’ ' T’ ’ ;’
25 n;g/ml, 0,6 n;g/mL 0,3 n;g/mL 0,15 nIg/mL 0,05 n;ymL P cion vabe
4 = = 1 mL de chaque tube
+ 1,4 mL PBS (pH = 6,4)
| + 100 pl blanc d'ceufs
I
|
R
Bain-marie Dilution finale
70 °C Refroidissement (1 mL PBS +

pendant 5 min 1 mL solution)
. —
15 min dans .
I’étuve g — 57 4 i - %: -
' . 70 °C
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Figure 18:Schémadepréparationdesdilutionsdumélangededosageaublanc.
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Figure 19: protocole expérimental de préparation des dilutions de 1’extrait protéique et du

mélange de dosage au blanc.

B) Calcul du pourcentage d'activité anti-inflammatoire

L'activité anti-inflammatoire des extraits a été¢ déterminée par la méthode d'inhibition de la
dénaturation des protéines. Aprés incubation et lecture de l'absorbance a 540 nm, le pourcentage
d'activité anti-inflammatoire a ét¢ calculé a partir des valeurs d'absorbance de 1'échantillon (Vt)

et du controle (Vc) selon la formule suivante :
Activite anti—inflammatoire(%)=(Vc/Vt—1)x100

o Vt: absorbancedel'échantillon testé ;
¢ Vec: absorbancedu contréle ;
e Activité anti-inflammatoire (%) : pourcentage d'inhibition de la dénaturation
protéique.
Cette formule a été appliquée aux différentes concentrations de l'extrait (2,5 ; 1,2 ;0,6 ; 0,3 et
0,15 mg/mL,0.05 mg/mL,) afin d'évaluer l'effet anti-inflammatoire en fonction de la

concentration.
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* Hydrolyse enzymatique

L’hydrolyse enzymatique consiste a diviser 1’extrait protéique obtenu en plusieurs aliquotes
afin de tester ’effet de différentes enzymes protéolytiques.

Chaque fraction est ensuite incubée séparément avec des enzymes spécifiques, notamment la
pepsine, afin d’évaluer leur capacité a hydrolyser les protéines.

La réaction est réalisée a pH 2 et a une température de 37 °C pendant 2 heures, dans des
conditions optimales pour son activité enzymatique. Aprés incubation, la réaction enzymatique
est arrétée par ajustement du pH, selon I’enzyme utilisée.

Les mélanges sont ensuite centrifugés afin d’éliminer les résidus solides. Le surnageant obtenu,
contenant les peptides bioactifs issus de I’hydrolyse, est soigneusement récupéré pour étre

utilisé dans les analyses ultérieures.

(8)) Protocole d’hydrolyse enzymatique par la pepsine des protéines de chair
d’escargot La pepsine est une endopeptidase gastrique active en milieu fortement acide
(pH 1,5-3). Elle
hydrolyselesliaisonspeptidiquesdesprotéinespourproduiredespeptidesdefaiblemasse
moléculaire et des hydrolysats protéiques bioactifs.

Latempératureoptimale est généralementde37°CetlepHoptimalestd’environ 2,0.
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a) PréparationdelasolutionprotéiqueS% (w/v).

Pesequdmola Transférer dans un Ajouter de l'eau distillée Agrter jusqu'a
bécher, Jusqu'a 100 mL. dissolution compléte,

),

b) AjustementdupH

Mesurer le pH. Austerle pHa 2,0 Vérifior et ajuster jusqu'd
hrsd.donam.ﬁ pH = 2,0,
' r

Préparer une solution fraiche de pepsine dans de 1’eau distillée froide.

¢) Préparation de la pepsine

Ratio enzyme/substrat recommandé

Le rapport classique est:

E/S=1:100 (w/w)
C’est-a-dire: 1 gdepepsinepour100gdeprotéines. Pour 5 g
de protéines :

5
TN pepsine — 1—00 —0,{}5g

Donc ajouter:
e 50 mg de pepsine.
Ce ratio est fréquemment utilisé pour les hydrolyses protéiques alimentaires.
d) Hydrolyse enzymatique
Incuber le mélange dans les conditions suivantes :
e Température:37°C
o Temps:2 heures
o Agitation douce: environ 150rpm
Maintenir lepH a2si nécessaire pendant I’hydrolyse.

Selon plusieurs €tudes, la pepsine présente une activité maximale entre pH 1,5 et 2,5 a37°C.
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Incuber le méfange y Température : 37 °C

Temps:1a22h Maintenir le pH & 2

(pH maintenu 4 2,0) l pendant Mhydrolyse.
—
e) Arrét de la réaction enzymatique
Apres hydrolyse:
Chauffera85-95°Cpendant10minutespourinactiverlapepsine. Puis
refroidir rapidement sur glace. mt s b
R A

f) Centrifugation

Centrifugera:
e 5000-8000 rpm
o 15-20 minutes + 5000-8000 rpm
° 4 OC o 15-20 min
« 4°C

Récupérer les surnageant contenant les

peptides hydrolysés.

g) Conservation
e Courtterme :4 °C
o Longterme:—2
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4. RESULTATS ET DISCUSSION

4.1 Dosage des protéines par la méthode de Lowry

La teneur en protéines des extraits de Helix aspersa a été¢ déterminée par la méthode de Lowry a 1'aide d'une
courbe d'étalonnage réalisée avec 1'albumine sérique bovine (BSA). Les concentrations calculées a partir de

la droite d'étalonnage sont présentées dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Détermination des concentrations en protéines a partir de la courbe d’étalonnage

Echantillon Absorbance Concentration
(mg/mL)
E1l 1,028 1,12
E2 0,907 0,99
E3 0,814 0,89
E4 0,755 0,83
4 I
Courbe d'étalonnage de I'albumine sérique
bovine (BSA) —
—0
- L~ / —
[=]
R —0,4
: // 0,6
=
£ / 08
_g
o L —
<

/ —1,2

"

Concentration en BSA (mg/mL)

Figure 19 : Courbe d’étalonnage du BSA.

Les résultats montrent que I'échantillon E1 présente la concentration protéique la plus élevée (1,12 mg/mL),
tandis que 1'échantillon E4 présente la plus faible (0,83 mg/mL). Cette diminution progressive de la
concentration protéique traduit probablement une variation de la quantité¢ de protéines extractibles ou une
hydrolyse partielle des macromolécules protéiques au cours du traitement enzymatique. En effet, 'action de
la pepsine provoque la rupture des liaisons peptidiques, générant des peptides de plus faible masse
moléculaire dont la réactivité vis-a-vis du réactif de Lowry peut étre légerement différente de celle des

protéines natives.
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La méthode de Lowry demeure 1'une des techniques colorimétriques les plus sensibles pour le dosage des
protéines totales. Elle repose sur la formation d'un complexe cuivre-protéine en milieu alcalin, suivie de la
réduction du réactif de Folin-Ciocalteu par certains acides aminés aromatiques, ce qui entraine l'apparition
d'une coloration bleue proportionnelle a la concentration protéique. Les concentrations obtenues dans cette
¢tude sont comparables a celles rapportées pour des extraits protéiques de mollusques terrestres, dont les
teneurs varient généralement entre 0,8 et 1,5 mg/mL selon les conditions d'extraction et le protocole

analytique.

La légere diminution observée aprés hydrolyse est cohérente avec les observations de plusieurs auteurs, qui
indiquent que 1'hydrolyse enzymatique ne réduit pas nécessairement la quantité totale de protéines, mais
modifie leur structure en libérant des peptides bioactifs susceptibles de présenter une activité biologique plus

¢élevée, notamment une activité anti-inflammatoire.
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Selon le principe de la méthode de Lowry, I’intensité de la coloration bleue est directement
proportionnelle a la concentration en protéines ; Le réactif Folin-Ciocalteu réagit avec les
groupements tyrosines et tryptophanes pour donner une coloration bleue qui s’ajoute a celle de
biuret, et qui est proportionnelle a la quantité de protéines de I’échantillon (Méthode de Lowry et

al., 1951).

Selon Fumex, 2019; la diminution de I’absorbance observée traduit une diminution de la teneur

en protéines des échantillons analysés.

Ces résultats sont conformes au principe de la méthode de Lowry, selon lequel la densité

optique est directement liée a la quantité de protéines présentes dans I'échantillon.

Les méthodes spectrophotométriques sont utiles pour le dosage des protéines, mais leur
fiabilit¢ dépend fortement de 1’efficacité de I’extraction préalable. Parmi les protocoles
comparés, 1’extraction par la méthode de Lowry est révélée nettement plus performante pour

les protéines d’origine animale (Wu, G.Y et al., 2014).
4.2 Activité anti-inflammatoire: méthode d'inhibition de la dénaturation protéique

Pour évaluer I’activité anti-inflammatoire in vitro de nos extraits, on a utilisé la méthode de
I’inhibition de la dénaturation protéique et les résultats ont été comparés a ceux de Diclofénac

comme médicament standard. Le diclofénac a été utilis€ comme témoin positif (controle).

Le diclofénac a été utilisé comme médicament de référence et traité de la méme maniére

pour la détermination de l'absorbance (Chandra et al., 2012).
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Ozogul et al. (2005) ont rapporté des valeurs similaires chez Helix pomatia sauvage collecté dans
le sud de la Turquie. Une étude réalisée au Maroc par Aouji et al. (2023) a enregistré la teneur en
protéines la plus élevée du genre Helix (2,55 %). A ’inverse, Paisantanakij et al. (2018) ont trouvé

une faible teneur en lipides (0,38 %) et une teneur en protéines plus élevée (14,07 %).

Les résultats montrent que le Diclofénac assure une bonne inhibition de la dénaturation
Protéique, méme a faible concentration0,005 mg/ml (60%) marquant ainsi son effet anti-

inflammatoire (Figure19).

Les résultats montrent que ’extrait protéique exerce un effet protecteur contre la dénaturation
protéique trés important pour toutes les concentrations utilisées Cet effet est supérieur de celui du

Diclofénac (molécule de référence).

L'écart + entre Vt et Vc est maximal a la concentration la plus élevée (2,5 mg/mL), puis
diminue progressivement avec les dilutions successives. A partir de 0,15 mg/mL, les valeurs de
Vt deviennent treés proches de celles du controle, ce qui incite que la concentration en protéines

approche la limite de détection de la méthode d'inhibition de la dénaturation protéique utilisée.

La diminution progressive de I'absorbance de 1’échantillon avec les dilutions successives
(2.5 mg/ml ; 1.2 mg/ml ; 0.6 mg/ml ; 0.3 mg/ml; 0.15 mg/ml ; 0.05 mg/ml)indique que le

protocole de dilution a été correctement réalisé.
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Le diclofénac, appartenant a la classe des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), est une
molécule de référence largement utilisée pour évaluer les propriétés anti-inflammatoires des
extraits et des composés bioactifs(Moreno et al., 2009). Dans la présenteétude,il aété utilisé
comme contrdle positif dans le test de dénaturation protéique.

Les résultats obtenus montrent que le comportement de I'échantillon varie en fonction de la
concentration testée. Les concentrations les plus €levées présentent une meilleure capacité a
limiter la dénaturation des protéines, tandis que cette capacité diminue progressivement lorsque
la concentration diminue.

Cette action peut étre attribuée a la présence de peptides bioactifs issus de I'hydrolyse
enzymatique des protéines de chair d'escargot.

Selon Rathisre et al., (2013), la méthode de la dénaturation protéique est la plus convenable

our 1’évaluation de 1’activité anti inflammatoire in vitro.
p
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D’aprés Aidoo et al. (2021) ont montré que le bergaptene inhibe la dénaturation de l'albumine
de maniére concentration-dépendante et présente une activité comparable, voire supérieure dans
certains essais, a celle du diclofénac sodium, utilisé comme référence.

De méme, une étude sur les protéines et peptides bioactifs de Rhodomonas sp. a utilisé le test
de dénaturation de I'albumine avec le diclofénac comme contrdle positif et a conclu que les
peptides possedent un potentiel anti-inflammatoire important, attribué a leur capacité a protéger

les protéines contre la dénaturation thermique

- ~
Activité anti-inflammatoire
g
s
:lf m2,5
£ w12
0,6
mo0,3
N\ ' Y,

Figure 20: Activité anti-inflammatoire des peptides bioactifs d’ Helix aspersa muller .
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La dénaturation protéique est un phénomene durant lequel la protéine perd sa structure
tridimensionnelle ou secondaire, suite a son exposition a la chaleur, a un agent infectieux ou
chimique (Adarsh et al., 2011).

L’extrait protéique posseéde une activité anti-inflammatoire qui augmente avec la concentration.
Ce comportement est fréquemment rapporté pour les peptides bioactifs issus de I'hydrolyse
enzymatique, dont l'efficacité¢ dépend de leur quantité disponible pour inhiber la dénaturation
des protéines.

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux rapportés par Naik, Mora et Hayes (2020), qui
ont observé des valeurs proches. Dans cette étude, le rendement de I’hydrolysat de protéines
d’escargot obtenu apres traitement avec 1’enzyme protéolytique Alcalase® était de 3,98 g
(£0,275) a partir de 44 g d’escargot broy¢, soit 9,05 % de la matiere séche. Par ailleurs, le
rendement en coquilles récupérées apreés hydrolyse était de 7,98 g (£0,68), correspondant a
18,13 % de la matiére séche.

4.3 Hydrolyse enzymatique

Les résultats obtenus aprés 1’hydrolyse enzymatique indiquent que I’enzyme de pepsine a
permis une dégradation efficace des protéines présentes dans 1’extrait de la chair d’escargot.
Cette enzyme protéolytique, active en milieu fortement acide (ph=2), hydrolyse les liaisons
peptidiques des protéines présentent dans la chair d’escargot, entrainant la formation de
peptides de plus faible masse moléculaire. Cette dégradation témoigne de la richesse protéique
de la chair d’escargot et de la susceptibilité des teneurs de ses protéines a I’action des enzymes

digestives.
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Cette observation est cohérente avec les travaux de Maria Hayes, Lopez N.L et a/.,2015 qui
soulignent que 1'hydrolyse enzymatique des protéines d'escargot permet de générer des peptides
bioactifs présentant un intérét potentiel pour la santé et pouvant exercer diverses activités
biologiques et méme de Ewelina Zielinska et a/.,2013 ont montré que les hydrolysats protéiques
obtenus par hydrolyse enzymatique renferment des peptides capables de présenter une activité

anti-inflammatoire
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Conclusion Générale

L'objectif principal de ce travail était de produire des peptides bioactifs a partir de la chair d'Helix aspersa
Miiller par hydrolyse enzymatique a la pepsine, puis d'évaluer leur activité anti-inflammatoire in vitro apres

extraction et dosage des protéines par la méthode de Lowry.

Les résultats obtenus ont montré que la chair d'Helix aspersa constitue une source intéressante de protéines
susceptibles d'étre valorisées en composés bioactifs. Le dosage des protéines par la méthode de Lowry a
permis de mettre en évidence une teneur protéique satisfaisante ainsi qu'une augmentation de la concentration

apparente apres hydrolyse enzymatique, traduisant la libération de peptides de faible masse moléculaire.

L'évaluation de l'activité anti-inflammatoire par le test d'inhibition de la dénaturation des protéines a révélé
que les hydrolysats protéiques présentent une activité supérieure a celle des protéines non hydrolysées. Cette
amélioration confirme l'efficacité de 1'hydrolyse enzymatique dans la libération de peptides possédant un
potentiel biologique intéressant. Bien que le diclofénac ait présenté l'activité inhibitrice la plus élevée, les
hydrolysats de la chair d'escargot ont démontré une activité anti-inflammatoire prometteuse, soulignant leur

intérét en tant que source naturelle de molécules bioactives.

Ces résultats confirment 1'hypothése selon laquelle la chair d'Helix aspersa représente une matiére premicre
a forte valeur ajoutée pouvant étre exploitée dans le développement d'ingrédients fonctionnels destinés aux
secteurs agroalimentaire, nutraceutique et pharmaceutique. La valorisation de cette ressource naturelle
pourrait ainsi contribuer au développement de nouveaux produits présentant des effets bénéfiques sur la

santé.

Toutefois, cette étude présente certaines limites. L'activité biologique a été évaluée uniquement par un test
in vitro, et les peptides obtenus n'ont pas été caractérisés individuellement. Par conséquent, des
investigations complémentaires sont nécessaires afin d'identifier les séquences peptidiques responsables de

l'activité observée et de mieux comprendre leurs mécanismes d'action.
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Perspectives

Afin de poursuivre cette recherche, plusieurs perspectives peuvent étre envisagées :

e déterminer le degré d'hydrolyse (DH) des protéines obtenues ;

o caractériser les peptides bioactifs par des techniques analytiques telles que la SDS-PAGE, la HPLC
et la LC-MS/MS ;

o ¢valuer d'autres activités biologiques, notamment les activités antioxydante, antimicrobienne et
antihypertensive ;

o réaliser des essais in vivo afin de confirmer le potentiel thérapeutique des hydrolysats protéiques ;

o ¢tudier la stabilité des peptides au cours de la digestion gastro-intestinale ;

o envisager l'incorporation de ces peptides dans des aliments fonctionnels ou des formulations

nutraceutiques.

En conclusion, cette étude met en évidence le potentiel de la chair d'Helix aspersa Miiller comme source
naturelle de peptides bioactifs a activité anti-inflammatoire. Les résultats obtenus constituent une base
scientifique encourageante pour de futurs travaux visant la valorisation de cette ressource dans les domaines

de la nutrition, de la santé et des biotechnologies alimentaires.
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ANNEXE

Concentration(mg/mL) Vit Ve Calcul Ecart(%)
2,5 0,90 | 0,60 | ((0,90/0,60-1)\times100) 50,0
1,2 0,78 | 0,60 | ((0,78/0,60-1)\times100) 30,0
0,6 0,69 | 0,60 | ((0,69/0,60-1)\times100) 15,0
0,3 0,63 | 0,60 | ((0,63/0,60-1)\times100) 5,0
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