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Résumé

Le monde végétal est une excellente source de principes actifs, ce qui lui confére une
activité antidiabétique, antioxydante et antimicrobienne importantes. Dans le but d’enrichir
les banques de plantes médicinales locales utilisées traditionnellement par la population de
la ville de Laghouat et ces enivrant, notre travail a porté sur 1’évaluation in vitro de
I’activité inhibitrice vis-a-vis de I’a - amylase des extraits aqueux des parties aériennes de

trois espéces : Bubonium graveolens, Linaria aegyptiaca et Salvia officinalis.

La premiére démarche dans cette étude, consistait en une extraction aqueuse par
décoction et une quantification des phénols totaux. Les teneurs en composés phénoliques
totaux, dosés en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, on varié entre 3,04 et 15,72 mg/g en
équivalent acide gallique. Alors que les teneurs en flavonoides détectés en utilisant le
chlorure d’aluminium on varié¢ entre 0,16 Et 0,94 mg/g en équivalents de la quercitine.
Tous les extraits ont montré des effets inhibiteurs vis-a-vis de 1I’a-amylase, avec des
valeurs d’ICso qui on varié entre 21,11 et 91,09 mg/ml dont la meilleure valeur a été

enregistré pour 1’espéce Linaria aegyptiaca ICsq : 21,119/I.

Mots clés :
Bubonium graveolens, Linaria aegyptiaca, Salvia officinalis, Composés phénoliques,

effet inhibiteur, a-amylase.



Abstract

The plant world is an excellent source of active principles, which confers its antimicrobial
and antioxidant important activity.In order to enrich the banks of local medicinal plants
traditionally used by the population of the Laghouat city and these intoxicating, our work
focused on the in vitro evaluation of the inhibitory activity against a-amylase of aerial
parts aqueous extracts of three species: Bubonium graveolens, Linaria aegyptiaca and

Salvia officinalis.

The first step in this study consisted on an aqueous extraction by decoction and a
quantification of total phenols. The contents of total phenolic compounds, assayed using
the Folin-Ciocalteu reagent, ranged between 3,04 and 15,72 mg / g in gallic acid
equivalent. While flavonoid levels detected using aluminum chloride ranged between 0,16
And 0,94 mg / g equivalent of quercitin. All extracts showed an inhibitory effect on a-
amylase, with 1Csq values varying between 21,11 and 91,09 mg / ml, the best value was

recorded for the species Linaria aegyptiaca ICso: 21,119/ |.

Key words:

Bubonium graveolens, Linaria aegyptiaca, Salvia officinalis , phenolic compounds,

inhibitory effect, a-amylase.
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Introduction générale

Les substances d'origine végétale sont récemment devenues de grands intéréts, car ils
représentes des sources importantes de molécules et de composés bioactifs pour la
conception de nouveaux produits mis a profit dans les domaines pharmaceutiques,

cosmeétiques, industries alimentaires et notamment thérapeutiques (Bekhaoua et al,2019).

L'Algérie se caractérise par une riche diversité florale et une tradition ethno -
médicinale également riche. Plusieurs préparations a base de plantes ont été utilisées dans
la pratique algérienne pour la gestion de multiples maladies telles que le diabete avec des

affirmations renforcant leurs effets (Khacheba et al, 2017).

Le diabéte sucré est I’'une des maladies chroniques importantes qui correspond a une
augmentation de la glycémie liée a une résistance a l'insuline et / ou insulinopénie L’une
des approches thérapeutiques pour diminuer I'hyperglycémie, est de retarder et/ou de
réduire la digestion et l'absorption des glucides ingérés dans les organes digestifs par
l'inhibition des enzymes impliquées dans leur digestion telle que 1'a-amylase (Seglab et al
,2018).

De ce fait, une hyperglycémie postprandiale peut étre traités par des inhibiteurs de I'a
- amylase et I’a - glucosidae, tel que : I'acarbose, le voglibose et le miglitol qui sont
largement utilisés, mais qui provoquent d’un autre co6té divers effets secondaires. Par
conséquent, des inhibiteurs naturels de I' a - amylase et de I’ a - glucosidase de moindre

effets ont été rapportés a partir de sources végétales (Khacheba et al., 2014).

Les polyphénols et plus particulierement les flavonoides sont connus pour inhiber
lactivité des enzymes digestifs telles que I'a — amylase et 1’a — glucosidase. Cette
inhibition joue un réle tres important dans la gestion du diabete sucré (Khacheba et al. ,
2014)

Le présent travail, est consacrée a la valorisation phytochimique de trois plantes
spontanées locales (Bubonium graveolens, Linaria aegyptiaca et Salvia officinalis), qui
consiste a étudier leur extraits aqueux. Le choix de ces plantes est base sur le fait que ces

derniére on connue leur utilisation a une échelle trés réduite. Ce travail est également une
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continuité de plusieurs travaux déja réalisé par nous méme sur d’autres plantes médicinales
utilisées par la population locale contre le diabéte.

Dans le cadre de cette étude, on s’intéresse a la préparation d’extraits aqueux pouvant
présenter un intérét thérapeutique potentiel, puis nous avons contribue au dosage des
phénols totaux et des flavonoides, et pour finir nous avons consacrer la derniére partie a
I’étude in vitro de I’effet inhibiteur de nos extraits sur I’activité enzymatiques de I'a —
amylase responsables en partie a I’augmentation de la glycémie et ’apparition du diabéte

Sucre.

Par le présent travail nous essayerons d’apporter une contribution a la valorisation des
ressources végétales locales par une meilleure connaissance des données photochimiques
relatives a ce patrimoine et la mise en évidence des principes actifs issus du métabolisme

secondaire de ces plantes.
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l. 1.Introduction:

Les plantes produisent un grand nombre de composés, qui ont des intéréts multiples
mis a profit dans 1’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Ils
se sont surtout illustrés en thérapeutique et dépassent actuellement 100 000 substances
identifiées. Les produits naturels des plantes peuvent étres classés en deux catégories, les
métabolites primaires et les métabolites secondaires (Mohammedi Z, 2013).

Les métabolites primaires : ils ont un role essentiel pour le métabolisme et le

développement végétal, se retrouvent dans toutes les especes (Collin. F, 2007).
Les métabolites secondaires: ils ne sont pas produits directement lors de la photosynthese
mais résultent de réactions chimiques ultérieures, lls sont des molécules qui ne participent
pas directement au développement des plantes mais plutét interviennent dans les relations
avec les stress biotiques, abiotiques, microorganismes pathogenes etc. La plante développe
ainsi un métabolisme particulier lui permettant de synthétiser les substances les plus
diverses pour se défendre ; ils sont variables dans les différentes espéces, Parmi eux on
distingue: les terpénes, les flavonoides, les tannins, les saponines, les alcaloides et les
coumarines (Collin. F, 2007).

I .2. Les composés phénoliques :

Les composés phénoliques ou polyphénols, sont des métabolites secondaires qui
regroupent un vaste ensemble de plus de 8000 molécules, divisé en une dizaine de classes
chimiques, qui présentent tous un point commun : la présence dans leur structure d’au
moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de
fonctions hydroxyles OH (Hanhineva et al., 2010). Les polyphénols représentés
majoritairement par les flavonoides, les tannins, les acides phenoliques, les stilbenes et les
lignines suscitent un grand intérét scientifique actuellement car ils sont considérés comme
de puissant antioxydant, anti-inflammatoire, antidiabétique et anticancéreux (Bechiri. A
,2016).

Les flavonoides, la principale classe, a leur tour se différencient en flavones, flavonols
flavanols, flavanones isoflavones et anthocyanins (Pandey et al., 2009). Les composés de
chaque sous classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des substituants sur

les deux cycles aromatiques A et B et le cycle intermédiaire (Julies et Christin,2002).

-l
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1.3. Le diabéte :
1.3.1. Définition :

Le diabéte sucré est un groupe de maladies métaboliques, d'étiologie diverse,
caractérisées par une hyperglycémie chronique, accompagnées d'une perturbation des
métabolismes glucidique, lipidique et protéique, résultant d’un défaut de la sécrétion de
I’insuline ou de I’action de cette derniére ou de ces deux anomalies associées. Cette
hyperglycémie provoque des complications métaboliques aigues et chroniques
dégénératives (OMS ,2016)

1.3.2. Epidémiologie:

Le nombre des personnes atteintes de diabéte ne cesse d'augmenter. 1l est passé de 108
millions en 1980 a 422 millions en 2014. Ce chiffre devrait continuer de croitre pour
atteindre 622 millions en 2040. La prévalence mondiale du diabete chez les adultes de plus
de 18 ans est passeée de 4,7% en 1980 a 8,5% en 2014 (OMS, 2016). Le diabéte est
étroitement lié au surpoids et a I'obésité, qui progressent également : en 2014, plus d'un
adulte sur trois était en surpoids et plus d'un sur dix était obése. En 2012, on a estimé que
1,5 million de déces étaient directement di au diabéte et que 2,2 millions de déces
supplémentaires devaient étre attribués a I’hyperglycémie. Prés de la moitié des déces di a
I’hyperglycémie surviennent avant I’age de 70 ans. L’OMS prévoit qu’en 2030, le diabete
sera la septieme cause de déces dans le monde avec un co(t économique de 612 milliards
d'US$ durant I'année 2014 (OMS, 2016).

Selon les études rendues publiques par I’OMS en 2011, 12% de I’ensemble de la
population du Maghreb souffrent du diabéte. Le taux des diabétiques en Algérie était de
6,9% contre 6,8% au Maroc et 7% en République d’Afrique du Sud. Actuellement,
la Fédération nationale des diabétiques en Algérie déclare 5 millions d’Algériens
diabétiques, en raison des nouvelles habitudes alimentaires, manque d’activité physique et

d’un mode de vie qui s’est occidentalisé (FAAD, 2016).

-
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1.3.3. Classification:

L’association American du diabéte a classifiée le diabéte en 4 catégories importantes
depuis 1997. On distingue : le diabete de type 1, le diabete de type 2, le diabéte
gestationnel et les autres types spécifiques de diabéte (ADA, 2016).

a. Diabéte de typel:

Il représente 10% environ de tous les cas de diabéte et se déclare généralement a
I’enfance suite a une destruction auto-immune des cellules insulino-sécrétrices dites
cellules B des ilots de Langerhans pancréatiques. Survenant sur un terrain de susceptibilité
génétique a la cause de facteurs déclenchants (environnementaux), cette destruction est
provoquée par les lymphocytes T (CD4+ et CD8+), aboutissant habituellement a une

carence absolue en insuline « insulinopénie ». (Grimaldi, 1999).
b. Diabete type 2 :

C’est la forme de diabéte la plus répandue représentant prés de 90% des cas
diagnostiqués. Il survient le plus souvent chez l'adulte. Le diabete de type 2 est caractérisé
par une altération de I’insulino - sécrétion et des anomalies des effets de I’insuline sur ses
tissus cibles (insulino - sensibilité). 1l résulte de la conjonction de plusieurs genes de
susceptibilité, dont D’expression dépend de facteurs environnementaux comme la
consommation excessive de graisses saturés, de sucres rapides, la sédentarité et 1’obésité.
L’histoire familiale et 1’appartenance a un groupe ethnique a risque sont des facteurs de

risques majeurs de développer un diabéte de type 2 (Haffner, 1998).
c. Diabeéte gestationnel:

Cette forme de diabete est généralement transitoire et disparait dans les semaines
suivant 1’accouchement. Les femmes qui ont souffert du diabete gestationnel risquent
d’avantage de développer un diabéte type 2 par la suite (Buysschaert, 2006 ; Naylor et
al.,1997) in (Bechiri. A, 2016)

1.3.4. Traitement du diabéte:

-
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Lorsque les regles hygiéno-diététiques, 1’activité physique ne sont pas suivies ou
insuffisantes, un traitement médicamenteux peut devenir nécessaire. Ces médicaments
agissent par différents mécanismes d’actions : augmentation de la sensibilité périphérique a
I’insuline, diminution de 1’absorption de glucose ou augmentation de la sécrétion de

I’insuline. Plusieurs classes d’antidiabétiques sont utilisées :
a. Les inhibiteurs d’alpha — glucosidase et d’alpha — amylase:

Les inhibiteurs d’alpha — glucosidase et d’alpha — amylase, retardent 1’absorption des
sucres au niveau du tube digestif, limitant ainsi les excursions de la glycémie plasmatique
postprandiale. Ils inhibent spécifiquement 1’ alpha — glucosidase et alpha - amylase alfa
amylase et les alfa glucosidases enzymes localisées dans 1’épithélium de I’intestin gréle
proximal qui décompose les disaccharides et les hydrates de carbone plus complexes
(Bechiri. A, 2016).

b. Les inhibiteurs des transporteurs du glucose :

Les transporteurs GLUT2 sont insérés de facon permanente dans les membranes
basolatérales des entérocytes, et de facon transitoire, au cours d'un repas sucré, dans la
membrane apicale améliorant ainsi la capacité d'absorption intestinale des sucres.

La phlorizine inhibe les transporteurs SGLT1 et SGLT2 mais n’a aucun effet sur les
transporteurs GLUT. Par contre son aglycone, la phlorétine est un inhibiteur des récepteurs
GLUT et notamment les récepteurs GLUT2 (Bechiri. A, 2016)

c. L’insuline:

En cas d’échec du traitement antidiabétique oral chez le diabétique de type 2, il parait

nécessaire d’instaurer I’insulinothérapie précocement pour préserver le capital

insulino - sécrétoire résiduel. Il est recommandé actuellement d’utiliser des associations
d’insuline et d’antidiabétiques oraux dont les mécanismes d’action different, afin d’obtenir

un équilibre glycémique dans des conditions de sécurité maximale (Halimi, 2005).

L’insulinothérapie définitive devient bien évidemment nécessaire en cas de contre-
indication a la poursuite des antidiabétiques oraux (insuffisance rénale, hépatique...)

(Bosquet et Hartemann-Heurtier, 2004).

1.3.5. Nouvelle alternative de traitement:

-
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Le traitement pour les diabétiques a été amélioré dans une certaine mesure au cours de
la derniere décennie, toutefois, 1’utilisation continue de ces agents de synthése devrait étre
réduite car ces inhibiteurs sont connus pour provoquer de nombreux effets secondaires, tels
que les symptdmes gastro-intestinaux indésirables (flatulences, ballonnement, crampes
abdominales, vomissements, distension abdominale et diarrhée). En outre, certains d’entre
eux peuvent augmenter 1’incidence des tumeurs du rein, des troubles du foie (I’atteinte
hépatique et d’hépatite aigue) [Marles and Farnsworth, 1994 | 1995 ; Dey lucey et al.,
2002] in (Kebeiche M,2009)

Suite a leurs effets secondaires néfastes, les inhibiteurs les plus commercialisés dans le
monde (metformine et biguanide) sont éliminés du marché, car ils provoquent une acidose

lactique, une fatigue, des nausées et une toxicité rénale [Dey lucey et al., 2002].

Pour pallier aux effets secondaires des traitements antidiabétiques, les recherches
scientifiques ce sont penchés sur divers plantes utilisées traditionnellement contre le
diabéte [Raccah, 2004] in (Kebeiche M, 2009). Le traitement utilisant des médicaments
d’origines naturelles semble offrir des moyens plus doux a la gestion de ces maladies et en
raison de leur efficacité et leur cout relativement faible [Al- Achi, 2005] in (Kebeiche M
,2009)

\
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Partie expérimentale

I.1. Matériel végetal :

Diverse plantes sont utilisées pour leur propriétés hypoglycémiantes par des populations
diabétiques a travers le monde, suivant en cela des considérations historiques, culturelles et

économiques (Chabane et al., 2013) .

Notre travail a été réalisé sur trois plantes locales spontanées a savoir : Bubonium
graveolens, Linaria aegyptiaca et Salvia officinalis ; dont deux sont connus pour leurs
pouvoirs hypoglycémiantes par la population diabétiques locale de la ville de Laghouat
(Bubonium graveolens et Salvia officinalis ) et dont la troisiéme est utilisée a une échelle
trés reduite (Linaria aegyptiaca). Les informations relatives a chaque plantes sont

résumées dans le Tableau I1.1. .

Les trois échantillons ont été achetés chez des herboristes locaux et qui sont récoltés
dans les environs de la wilaya de Laghouat dans des endroits propres et loin de tout

impacte de pollution.

Ces plantes ont déja fait I'objet d'études sur leur activité antioxydante et leur capacité
inhibitrice d'enzyme dans le laboratoire des sciences fondamentales de l'université Amar
Telidji de Laghouat (Khacheba et al., 2014?, Khacheba et al., 2014°; Nia et al., 2014 ;
Khacheba et al., 2017, Boussoussa et al., 2017 ; Segleb et al., 2018 ; Bekhaoua et al.,
2019).

1
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Tableau I1.1.: Systématique, description, utilisation et principes actifs des plantes

investiguées.

Bubonium graveolens

Systematique
(Chehma A., 2006)

Régne : Plantea

Embranchement : Tracheophyta

Sous_embranchement :
Euphyllophytina

Classe : Magnoliopsida
(dicotylédones)

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Bubonium

Espéce: Bubonium graveolens

Nom arabe : ikl

Y ‘,(";Q > i 0
OUED METLILI: Mg

(Chehma A., 2006)

Description botanique

Est un arbuste bas (20 a 50cm), a écorce blanche et crevassée dans les parties agées, ces
feuilles sont d'une verte pale, étroites et profondément découpées, trés velues, les tiges sont
blanchatres au sommet, densément est ramifiée, des grands capitules jaunes d'or (1 a2cm), les
fruits sont petit, couvert d'un poil dense (Dahane, 2017).

Utilisation en médecine traditionnelle

C'est une plante médicinale vivace a odeur forte. Cette plante est abondante dans les
paturages rocailleux, en particulier dans les dépressions argilosablonneuses. cette plante a été
utilisée dans la médecine traditionnelle au Sahara pour traiter la fievre, les déséquilibres des
tracteur gastro-intestinaux; les douleurs céphaliques ; la bronchite et comme un anti-
inflammatoire (Cheriti, 2000).

Principes actifs

Les alcaloides, Les coumarines, Les saponosides, Les tanins, Les terpenoides, Les composés
cyanogénétiques, Les quinones libres, Les flavonoides.(Hakim;A.2014).



https://www.tela-botanica.org/eflore/?referentiel=isfan&niveau=2&module=fiche&action=fiche&num_nom=199946&type_nom=nom_scientifique&nom=Magnoliopsida
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Linaria aegyptiaca

Systématique
(Mill.1745)

Photo

Régne : Plantea

Sous-régne: Tracheobionta

Sous_embranchement : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Scrophulariales

Famille : Scrophulariaceae

Genre : Linaria

Espece: Linaria aegyptiaca

Nom arabe : 32 3\

=

(Chehma A., 2006)

Description botanique

Les tiges sont roides ,plus ou moins étalées, a rameaux divergents, les feuilles sont petites
,ovales-has-tées, les fleurs sont solitaires, pédonculées dans l'aisselle des feuilles, le pédoncule
est coudé un peu au dessous du calice, les filets des étamines sont velus coudés en avant par
leur sommet, leurs anthéres sont noires, cotonneuses en dessus , le fruit est une capsulé a deux
loges, ouverte sur deux de ses faces, cette plante est d'abord herbacée lorsqu'elle est tres
jeune, elle vieillit et prend un port tout différent en devenant ligneuse par sa
base.(C.L.F.panckoucke,1824).

Utilisation en médecine traditionnelle

est particulierement utilisée en médecine traditionnelle pour ses diverses propriétés: laxative,
traitement des inflammations de la vessie, éruptions cutanées ainsi que les hémorroides , est
utilisée par la population locale dans le traitement de la toux, de 1’asthme et comme
expectorant est également employée en usage externe dans le traitement de certaines
dermatoses Il en ressort que la plupart des espéces constituant le genre Linaria sont utilisées
en médecine traditionnelle pour leurs diverses propriétés: laxative, spasmolytique et
antiinflammatoire, cholagogue, antirhume, antihémorroidaire, traitement des blessures et des
troubles vasculaires (Cheriet. T, 2011).

Principes actifs

Une étude faite sur cette espéce Algérienne a l'université de Bathna a partir d'extrait
méthanoique, a présenté 1’existence de : trois iridoides:I'antirrhinoside,la linarioside, l'acide
mussaenosidique, et un flavonoide: la ladaneine, ont été isolés de les parties aériennes de
Linaria aegyptiaca (Cheriet.T, 2011).
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Sous-r%C3%A8gne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tracheobionta
https://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
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Salvia officinalis

Systematique
(L.1753)

Régne : Plantea

Sous-régne:  Tracheobionta

Division: Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille :Lamiaceae

Genre : Salvia

Espeéce: Salvia officinalis —

Nom arabe : (=il &l su

(Chehma A., 2006)

Description botanique

Arbrisseau a tige quadrangulaire d'une hauteur d'environ 80 cm, la sauge officinale
affectionne les régions ensoleillées et seches. Pour cette raison, on la trouve en grande
quantité tout autour du bassin méditerranéen. Elle est semée au printemps et ses feuilles
ovales et laineuses, d'une couleur gris-vert, sont généralement récoltées en été. La sauge
produit de petites fleurs disposées en épis, d'une couleur violette ou bleue. (Chehma A.,
2006)

Utilisation en médecine traditionnelle

En cas de maux de gorge, une infusion de sauge peut étre préparée et utilisée en gargarismes
jusqu'a cing fois par jour. Dans ce cas, 1 a 3 g de feuilles séchées sont a infuser dans une tasse
d'eau bouillante durant dix minutes. En usage interne, le dosage recommandé est de trois
tasses par jour.- Pour faciliter la digestion, 2 ml de teinture sont a avaler avec un verre d'eau
deux fois par jour (Boukhobza F.,2014) .



https://fr.wikipedia.org/wiki/Sous-r%C3%A8gne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tracheobionta
https://fr.wikipedia.org/wiki/Division_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae
http://www.doctissimo.fr/html/sante/mag_2004/sem01/mag0109/sa_7342_digestion_problemes_traitements.htm
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11.2. Préparation des extraits aqueux :

Apres acquisition des plantes, la partie aérienne de chaque échantillon sec est réduite

en poudre manuellement a I’aide d’un mortier, puis tamisée a la méme granulométrie.

Dans la présente étude, 1’extraction a été réalisée selon le protocole adopté par

Khacheba (Khacheba et al., Aout 2014), par infusion dans de 1’eau distillée (tisane).

Une quantité de 1 g de chaque poudre précédemment obtenue est placée dans 20 mli
d'eau distillée. Le mélange est porté a I'ebullition a 75°C pendant 20 minutes. Apres
filtration et évaporation de I'eau sous pression réduite a 40°C, les résidus sont peses puis

solubilisés dans de I'eau distillée et conservés a 4 °C jusqu'a leur analyse.
11.3. Quantification des composés phénoliques:

11.3.1. Dosage des phénols totaux :

Le dosage des phénols totaux a été effectue par une methode adaptee selon Singleton

et Ross (1965) avec le réactif de Folin - Ciocalteu commercial (Giner-Chavez., 1996).

Le réactif de Folin-Ciocalteau est un acide de couleur jaune, constitué de
polyhétérocycles acides contenant I'acide phosphotungestique H3PMo01,04 et l'acide
phosphomolydique H3PW12040 qui sont réduits lors de I'oxydation des phénols en milieu
basique une réaction d'oxydo-réduction en un melange de tungstene (WsgOy23) et de
molybdéne (MogO,3) formant un complexe stable bleu qui absorbe fortement a une

longueur d'onde de l'ordre de 760 nm (Boizot et Charpentier, 2006)

Pour réaliser le dosage, 100 pl de chaque extrait dilué a différentes concentrations sont
mélangés a 500 pl du réactif de Folin-Ciocalteu. Aprés deux minutes d'incubation, 2 ml de
carbonate de sodium Na,CO; sont ajouté. Les tubes sont ensuite agités et placés a

I’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante .
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Partie expérimentale

La lecture de I’absorbance de chaque solution préparée est mesurée a l'aide d'un
spectrophotometre UV-Visible de type BIOCHROM LIBRA S6, a une longueur d’onde
de 760 nm contre un blanc.

Une courbe d’étalonnage d’un phénol standard : I’acide gallique a été établi en suivant

le méme protocole décri précédemment.

Les valeurs de I'absorbance sont proportionnelles a la quantité de polyphénols présente
dans nos extraits. Et les résultats sont présentés en mg équivalent d’acide gallique/g de

matiere seche.
11.3.2. Dosage des flavonoides:

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par Lamaison
et Carnat (1991) en utilisant le trichlorure d'aluminium (AICI3) comme réactif.

Le trichlorure d'aluminium forme un complexe acide stable avec le groupemment
carbonyl C-4 et aussi les groupements hydroxyles C-3 et C-5 des flavones et flavonols, en
plus il forme des complexes acides labiles avec les groupements dihydroxyles en ortho du
cycle A ou B des flavonoides (Bahorun., 1997), ce complexe est de coloration jaune

absorbe fortement a une longueur d'onde de 430 nm.

Pour réaliser le dosage, 500 ul de chaque solution diluée a été mélangés a 500 l
d'AIClI3 puis incuber a I'obscurité pendant 20 minutes. La lecture de I'absorbance de chaque
solution préparée a été mesurée dans le méme spectrophotomeétre a une longueur d'onde de
430 nm contre un blanc (Mabry et al., 1970).

Une courbe d’étalonnage d’un flavonoide standard : la quercetine a été établi en suivant le
méme protocole décri précédemment.

Les valeurs de l'absorbance ainsi obtenues sont proportionnelles a la quantité de
flavonoides présente dans nos extraits. Et les résultats sont présentés en mg équivalent

quercetine/g de matiére séche.
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11.4. Effet d’inhibition des extraits aqueux vis-a-vis de I’a — amylase:

Dans la présente étude, on s'intéresse a I'évaluation de l'effet des composées
phénoliques présent dans les extraits aqueux des plantes investiguées sur [l'activité

enzymatique de l'a-amylase I’a amylase fongique d’Aspergillus oryzae.

Dans le cas de cette enzyme la mesure de l'activité enzymatique revient a un dosage
spectrophotométrique direct du produit libéré (maltose) par unité de temps lors de

I'nydrolyse du substrat (amidon), dans des conditions de température et de pH favorables.

11.4.1. Principe de la méthode de dosage par le DNS:

L’activité enzymatique de 1’a - amylase est dosée sur son substrat I’amidon (mélange de
2 homopolymeres, 1’amylose et 1’amylopectine composes d’unités de molécules de D-
Glucose). Elle catalyse 1’hydrolyse de ce substrat qui libére le maltose et d’autres produits.

Le maltose libéré est dose spectrophotometriqguement.

La méthode est basée sur le pouvoir réducteur du produit le maltose car le carbone 1 de
son glucose terminal ne participant pas a la liaison a (1 — 4) porteur le OH hemiacetalique
plus réactif que les autres OH. Chaque maltose libéré (une liaison hydrolysée) réagit a chaud
et en milieu alcalin avec une solution basique de 1’acide 2-hydroxy 3,5-dinitrobenzoique
(DNS) de couleur orange, en développant une coloration rouge brique aprés ébullition. Cette
coloration est mesurable a 530 nm et son intensité est proportionnelle a la quantité du
produit libéré (Alexis D et Joachim L .2016.)

11.4.2. Etude du pouvoir anti-amyalsique:

Avant de procéder a I’étude de I’activité inhibitrice de nos extraits phénoliques vis-a-vis
de I’a — amylase, nous les avons soumis des tests d’inhibition question de juger leur

potentiel inhibiteur envers 1’ — amylase, c’est-a-dire 1’étude de leur comportement sur

1
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I’activité enzymatique (augmentation ou diminution) et quel pourcentage d’inhibition ils

pouvaient atteindre.

Pour cela, dans des tubes a essai les milieux réactionnels contenaient 200 pl du tampon
phosphate salé (pH = 7), 100 pul du substrat I’amidon, 100 pl de chaque extrait aqueux dilué
dans le méme tampon, apres une incubation de 5 min & 37 °C la réaction débute par 1’ajout
de 100 pl d'a-amylase a 2 U. Apres 5 min d’incubation a 37 °C la réaction enzymatique est
stoppée par lI'ajout du DNS, le milieu réactionnel est ensuite porté a ébullition a 100 °C
pendant 5 min , apres refroidissement a I'eau du robinet , le milieu réactionnel est dilué avec
de D’eau distillée. Les absorbances sont ensuite mesurées a 530 nm avec le méme
spectrophotometre (Kacheba et al.; 2016)

Un contrdle a été préparé de la méme facon sans inhibiteur.

Les pourcentages d’inhibition sont calculés selon la relation suivante :

el A contréle— A échantillon du test
Inhibition (%) = x 100

A controle

A controi: Absorbance du contrdle sans inhibiteur.

A &chantillon du test - Absorbance de I’échantillon du test.

Dans le but de déterminer pour chaque extrait le paramétre ICsp, nous avons varié la
concentration en extraits. L'activité inhibitrice des extraits est mesurée comme décrit

précédemment en introduisant 100 pl des différentes concentrations variables d'extraits.

La représentation graphique de la variation des pourcentages d'inhibition en fonction des

concentrations en extraits, nous a permis de déterminer les valeurs d'lICsg .
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Résultats et discussions

I11.1. Préparation des extraits :

L’Algérie possede un riche patrimoine de ressources médicinales et alimentaires
utilisées traditionnellement pour traiter plusieurs maladies, dont le diabete, les maladies
cardiovasculaires et d’autres pathologies (Kambouche et al., 2009) in(Ramadane
A,2018).

Dans un but d’enrichir les banques de donnés de la phytothérapie antidiabétique
algérienne, on c’est intéressé dans notre étude a trois plantes locales spontanées a savoir :

Bubonium graveolens, Linaria aegyptiaca et Salvia officinalis.

Notre choix d’extraction par infusion (décoction) est basé sur une approche ethno
pharmacologique, c’est-a-dire qu’elle est inspiré de 1’usage traditionnel adopté par la

population local pour la préparation des remedes a base de plantes médicinales.

La partie aérienne de chaque plante choisie pour I’extraction a subi le méme
traitement de broyage et de tamisage, ainsi que la méme procédure d’extraction par
infusion. Les teneurs des extraits, leurs couleurs et leurs aspects sont consignés dans le
Tableau.ll1.1.

Selon les résultats obtenus, les teneurs des extraits aqueux on varié entre 19,88 et
21,64 dans les différentes plantes étudiées. La meilleure teneur est observée chez I’extrait
aqueux de la plante Bubonium graveolens (21,64 %), compte a la plus faible valeur a été
obtenues pour la plante Linaria aegyptiaca. Tous les extraits on montré des couleurs

différentes, les aspects des extraits sont tous visqueux.

Tableau I11.1. Teneurs, et couleurs des extraits bruts des trois plantes investiguées.

Plante Couleur Aspect Teneurs (%)
Bubonium graveolens | Marron clair Visqueux 21,64
Linaria aegyptiaca Vert clair Visqueux 19,88
Salvia officinalis Marron foncé Visqueux 21,49

1
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On remarque que les teneurs sont proche les une des autres chez les trois plantes. Cela
veux dire qu’il a eu presque la méme diffusion du solvant dans la poudre de chaque
plantes dans 1’étape de décoction et probablement a la nature du solvant utilisé pour

I’extraction (eau distillée).

Nous avons remarqué que la majorité de nos plantes n’ont pas atteint 50 % d’extraits.
Il est possible que c’est due a la nature chimique des composes végétaux qui varient du
simple aux substances tres polymérises et qui peuvent également exister sous forme de
complexes, certains de haut poids moléculaire de ce fait ils peuvent étre tout a fait

insolubles.

L’extrait aqueux brut ainsi préparé est une matrice de composition complexe
susceptible de contenir des centaines de composés différents caractérisés par leurs
propriétés physicochimiques commune : solubilit¢ dans [’eau, polarité. Les familles
chimiques sont représentées surtout par les métabolites secondaires tels que polyphénols,
flavonoides a 1’exception de composés apolaires (certains alcaloides, flavonols,

coumarines) (Biesaga, 2011).

En conclusion, on constate que le rendement d'extraction dépend de la méthode
d'extraction, des caractéristiques physicochimiques des solvants utilisés et notamment leur
polarité, il s'en suit que la solubilité des substances contenus dans la matiére végétale

dépend de ces propriétés.

I11.2. Quantification des composes phénoliques :

Les polyphénols végétaux ont été largement étudié pour leurs activités biologiques
multiples, ils a été suggéré qu’ils réduisent hyperglycémie a jeune et postprandiale par
I’inhibition des enzymes digestives (I’a - amylase et ’a - glucosidases) (Hanhineva et al.,
2010, Jarald et al., 2008).
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Il n’existe aucune méthode permettant de doser de manicre satisfaisante et simultanée
I’ensemble des composes phénoliques présents dans un extrait végétal non purifie. Un
certain nombre de méthodes spectrophotometriques, pour la quantification des composes
phénoliques dans les substances vegetales ont été développe. Ces tests sont bases sur des
principes différents et sont utilises pour determiner les différents groupes structurels
présents chez les composes phénoliques (Siddhuraju et Becker.,, 2003);in
(Attou,.A,2011).

Néanmoins, une estimation rapide et globale de la teneur en phénol totaux peut étre
obtenue par différentes méthodes, en particulier par I’utilisation d’un mélange de
phosphomolybdate et phosphotungstate commercialise sous la dénomination du réactif
Folin — Ciocalteu, que nous avons choisi afin de déterminer la teneur en phénols totaux de

nos extraits.

La teneur en composes phénoliques de chaque extrait de plante a été calculée a partir
de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique précédemment réalisée et exprimée en
milligrammes équivalents en acide gallique par gramme de la matiére seche. Tandis que, la
quantification des flavonoides dans nos extraits a été déterminée en suivant le méme
protocole décrit lors de la préparation de la courbe d’étalonnage de la rutine par
complexation au trichlorure d’aluminium. Les résultats obtenus exprimes en milligrammes
équivalents d’acide gallique et en milligrammes équivalents de quercetine par gramme de

la matiére seche respectivement sont regroupes dans le tableau I11.2.

D’apres la synthése de I’ensemble des resultats obtenus lors de la quantification des
phénols totaux, on a constaté que les teneurs de ces composes on varié entre 0,16 et 0,94
mg EAG/g. Les taux des composes phénoliques les plus élevées ont été détectes chez
Bubonium graveolens et Salvia officinalis qui sont 0,90 mg EAG/g pour Salvia officinalis
et 0,94 mg EAG/g pour Bubonium graveolens tandis que, la plus basse teneur est

remarquée chez Linaria aegyptiaca

1

.



Résultats et discussions

Tableau I11.2. Teneur en phénols totaux et en flavonoides des différentes plantes

étudiées
Plantes Teneur en Phénols Totaux | Teneur en flavonoides

(mg/g) équivalent totaux (mg /g)

en acide gallique équivalents de
guercetine
Linaria aegyptiaca 3,04 +£0,11 0,16 £ 0,02
Bubonium graveolens 4,03 +0,22 0,94 +0,12
Salvia officinalis 15,72 £ 0,26 0,90 £ 0,23

Les composes phénoliques sont extraits généralement par un solvant de polarité
intermédiaire, 1’acétate d’éthyle seul. Ainsi la plupart des phénols se retrouvent dans ce
solvant, qui sont ensuite aises d’éliminer sous vide (Tiwari et al, 2011) mais dans notre
étude I’extraction a été réalisée par infusion dans 1’eau distillée, malgré que la majorité des
phénols sont caractérisés par leurs polarités on n’a pas eu de grands rendements ; ceci peut
étre expliqué par la nature chimique des composes phénoliques vegetaux qui varie du
simple aux substances trés polymérisés qui incluent des proportions variables de composes
phénoliques : acides, phenylpropanoides, anthocyanes et tannins, entre autres. Ils peuvent
également exister sous forme de complexes avec des glucides, des protéines et d’autre
composants, certains de haut poids moléculaire de ce fait les composes phénoliques
peuvent étre tout a fait insolubles (Harbone et Williams, 2000).

D’autres facteurs peuvent influencés la teneurs en phénols a savoir : 1’espéce,
I’exposition a la lumiére et les technique de récolte et de stockage (Turkmen Erol et al.,
2009 ; Rawel et al.,2005) in. Les contraintes environnementales de développement des
plantes : la sécheresse, la chaleur, les rayons ultraviolet, la pollution de 1’air et les attaques

d’agents pathogénes (Chehma,A ;2006).

N’écartant pas la possibilité d’influence de la répartition des composes phénoliques
dans les plantes étudiées. Les composes phénoliques ne sont pas repartis uniformément
dans les plantes (aux niveaux tissulaires, niveaux cellulaires et subcellulaires). Les phénols

insolubles sont les composants des parois cellulaires, tandis que les composes phénoliques
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solubles sont cloisonnes dans les vacuoles des cellules végétales ;Aussi leur nature
chimique et la présence d’un ou plusieurs cycles benzéniques hydroxyles chez tous les
composes phénoliques sont responsables de certaines propriétés communes utilisées pour
les extraire a partir du matériel végétal, les caractériser chimigquement et les doser.
Cependant, il faut noter que ces propriétés peuvent s’exprimer différemment selon la
complexité de la molécule concernée et le nombre de groupements hydroxyles portes par
chacun des cycles benzéniques (Harbone et Williams.,2000).

Le test de Folin-Ciocalteu est le procede le plus utilise pour la quantification de
composes phénoliques totaux dans les matiéres végétales. Cette méthode est trés sensible
mais malheureusement peu spécifique car beaucoup d’autre composes réducteurs peuvent
interférer, avec d’autre composes que les poly phénols telles que les sucres, les protéines et

les pigments qu’on estime ont pu passer dans I’cau distillée (Ramadane A, 2018).

Les flavonoides constituent une grande classe des poly phénols qui possedent un
groupement hydroxyles (OH) libre en position 5, susceptible de donner en présence du
chlorure d’aluminium un complexe jaunatre, par chélation de I’ion d’aluminium (Als+),
donnent des complexes de couleur jaune, dont I’intensité est mesurable par
spectrophotometre UV (Zeghad,2009)

La quantification des flavonoides dans nos extraits a été déterminée en suivant le
méme protocole décrit lors de la préparation de la courbe d’étalonnage de la rutine. Les
résultats obtenus exprimes en milligrammes équivalent quercetine par gramme de la

matiere seche sont regroupes dans le tableau I11.2.

D’aprés les résultats obtenus, en remarque que globalement les valeurs varient entre
0,16 milligramme EQ par gramme de matiére séche chez Linaria aegyptiaca et 0,94

milligramme EQ par gramme de matiere seche chez Bubonium graveolens .

Il est clair que les taux en flavonoides sont inferieurs de ceux des phénols ce qui

indique que pourrait €tre d’autres composes phénoliques possédant d’autres structures
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chimiques que celles des flavonoides (Acide phénoliques, tanins, stilbennes. . . ) présentes
en quantités minimes.

A travers les résultats cités dans le tableau I11.2, et comparativement aux teneurs en
phénols, on constate que presque toutes les plantes étudiées sont en possession d’un
matériel faible en flavonoides. Ainsi, on peut déduire que 1’analyse des polyphenols par les
méthodes spectroscopiques nous offre une bonne idée sur I’identification quantitative et
qualitative de ces composes. La teneur en flavonoides dépend alors de la méthode
d’extraction, des solvants utilisées, le traitement de la matiere vegétale : récolte, organe de
la plante utilisé, séchage et conservation, méthode d’extraction, solvants utilisées (Goli et
al., 2005), ainsi que d’autres facteurs a savoir : ’espece, 1’exposition a la lumiere et les

technique récolte de stockage (Turkmen Erol et al., 2009 ; Rawel et al., 2005).

Dans une étude réalisée au laboratoire des sciences fondamentales sur d’autres espéces
végeétales de la région de Laghouat parmi lesquelles figure la plante Salvia officinalis et
ayant utilisé la méme procédure d’extraction réalisée dans notre étude par infusion ont
montré des teneurs en phénols totaux et flavonoides proche que celles observées chez nos
plantes (Khacheba et al, 2017).

11 .4. Effet d’inhibition des extraits aqueux vis-a-vis de I’a. - amylase :

Dans le but de repérer les capacités inhibitrices de nos extraits aqueux vis-a-vis de I’a.
— amylase et d’étudier leurs comportements sur 1’activité, nous avons procédé a une étude
de leur effets par des tests d’inhibition. Dans notre étude, I’activité enzymatique de 1’a-
amylase a été mesurée sur son substrat, 1’amidon. L'a-amylase provenant de sources
végétales offrent une stratégie attrayante pour le contréle de I'hyperglycémie (Tundis et
al., 2010)

Apres avoir confirmé ’existence d’activité inhibitrice pour chaque extrait, nous avons
procédé a 1’étude de I’activité anti — amylasique; afin de déterminer pour chaque extrait et
dans les mémes conditions réactionnelles le paramétre ICso qui représente la concentration
d’inhibiteur nécessaire pour diminuer la vitesse réactionnelle jusqu’a 50% de sa valeur

maximale non — inhibée.
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Résultats et discussions

Pour cela, nous avons varié la concentration en inhibiteurs en utilisant trois
concentrations différentes d’extraits végétaux en introduisant 100 pl des différentes
concentrations.

Les représentations graphiques de la variation des pourcentages d’inhibition en fonction
des concentrations en extraits, nous ont permis de déterminer les valeurs d’IC50 pour
chaque extrait que nous avons regroupés dans le tableau si dessous.

Tableau I11.3: Valeurs des ICsq des extraits aqueux des trois plantes investiguées vis -

a vis de I’a - amylase.

Plants IC so(mg/ml)
Bubonium graveolens 56,84+1,12
Linaria aegyptiaca 91,09 +1,08
Salvia officinalis 21,11+0,30

Au regard du tableau précédent, nous avons note que les valeurs d’ICsy varient
globalement entre 21,11 et 91,09 mg/ml. nous avons constaté, une résultat tres intéressant
concernant I’ extrait de Salvia officinalis ce dernier ce est montrés de bon inhibiteurs car il
est enregistré la plus faible valeur de 1C50=21,11(mg/ml); on peut dire alors que c’est la
fraction la plus faible du point de vu inhibition vue qu’elle nécessite une quantité d’extraits

plus importante que les autres fractions pour obtenir 50 % d’inhibition.

Ce rapprochement de valeurs dans les trois plante, est du peut étre a 1’existence de
molécules actives de structure plus au moins rapproché ou ayant le méme mécanisme

d’action inhibitrice.

Khacheba et ces collaborateurs en 2017, ont étudié in - vitro I’effet inhibiteur de 1’extrait
aqueux de la plante Salvia officinalis 1’a-amylase on trouvé une valeur d’I1Csp 4,32 mg/ml .
En les comparant aux nétres cette valeur est plus intéressante et 100 fois meilleures; ce ci
est probablement due au le mode de traitement et d’extraction de 1’échantillon et du

protocole de dosage utilisé pour la détermination des ICso (Khacheba et al, 2017).
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Résultats et discussions

Nous avons également comparé nos résultats a ceux de Boussoussa et al en 2018,
Segleb et al en 2018 et Bakhaoua et al en 2019, qui ont étudié I’effet inhibiteur d’extrait
organique de différentes plantes médicinales et spontanées locales de la wilaya de
Laghouat sur le méme type d’amylase que nous avons utilisé (celle d’Aspergillus oryzae).
Ces études on enregistré des valeurs d’1Cso allant de 0,05 et 0,49 mg/ml et entre 0,09 et
0,61 mg/ml entre 0,11 et 35,25 mg /ml respectivement. Ces valeurs sont nettement
meilleures que les notres. Ceci dépend éventuellement de I’espéce étudiée, de la nature des
composés et de leur localisation dans la plante. Les constituants naturels d’une plante
peuvent étre dérivés de n'importe quelle partie de cette derniére comme I'écorce, les
feuilles, les fleurs, les racines, les fruits, les graines, c'est-a-dire que n'importe quelle partie
de la plante peut contenir des composés actifs (Tiwari et al, 2011, Boussoussa et al., 2018,
Segleb et al., 2018, Bekhaoua et al., 2019), ainsi que la nature et le degré de polarité du
solvant qui jouent un rdle important dans I’aspect quantitatif de I’extraction; pour s’assuré
de la détermination réussie de composés biologiquement actifs de la matiere végétale :
cette derniere est largement dépendante du type de solvant utilisé dans le procédé
d'extraction. Les facteurs qui influent sur le choix du solvant et la quantité de composés
phytochimiques a extraire sont : le taux d'extraction, la diversité des différents composés

extraits, la diversité de composes inhibiteurs extraits (Tiwari et al., 2011).
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Conclusion

Les extraits de plantes ont longtemps été utilisés pour le traitement du diabete dans
divers systemes de médecine et sont actuellement acceptés comme alternative au
traitement du diabéte. Dans ce contexte, on s’est intéressé a évaluer 1’effet antidiabétique
in vitro des extraits de trois plantes spontanées locales : Bubonium graveolens, Linaria

aegyptiaca et Salvia officinalis.

Dans un premier temps, nous avons réalisé une extraction aqueuse par décoction pour
les parties aérienne des trois plantes. Dans second lieu, nous avons procédé a la
quantification des composes phénolique par des méthodes spectrophotométrie. Le dosage
des phénols totaux a été réalisé par la méthode de Folin-Ciocalteu, en utilisant 1’acide
gallique comme étalon. Tandis que 1’évaluation des composés flavonoidique par rapport a

la quercitine a été effectuée par dosage avec le trichlorure d’aluminium.

Les résultats montrent clairement que les teneurs en phénols totaux varient entre 3,04
et 15,72 mg/g équivalent en acide gallique. L’analyse quantitative du contenu en
flavonoides nous a confortés dans 1’idée que ces plantes étaient en possession d’un
matériel faible en flavonoides. A partir des valeurs des quantités des flavonoides qui sont
comprises entre 0,16 et 0,94 mg/g équivalent quercitine.

Dans la deuxiéme partie de notre étude, nous avons évalué¢ I’effet inhibiteur des trois
extraits sur I’a - amylase ; ou nous avons pu mettre en évidence in vitro, I’effet inhibiteur
de ces espéces sur 1’a - amylase. Les résultats obtenus a travers ce test montrent que la
majorité de ces échantillons présentent des effets inhibiteurs avec des valeurs d’1Csp allant

de 21,11 291,09 mg/g .

L'ensemble de cette étude travail a permis de mieux connaitre I'intérét des plantes
médicinales locales dans la régulation de la glycémie. Cependant elle reste préliminaire et

ouvre de nombreuses perspectives.

En effet, il est souhaitable de compléter et d’approfondir le travail par une étude
phytochimique plus développée (techniques chromatographiques et spectroscopiques) afin

d’isoler et d’identifier les différents composés chimiques responsables de ces activités. De




Conclusion

méme, il est envisageable d'élargir le panel des tests d'inhibition, en utilisant d'autres

substrats ou d'autres types d'enzymes.

Il serait aussi intéressant de faire des tests in vivo sur différents modeles biologiques,
afin de trouver une application thérapeutique des molécules actives isolées et d’étudier

I’effet synergique des extraits pour améliorer 1’index thérapeutique.

Il reste encore dautres plantes locales utiles qui n'ont pas été analysées et qui

mériteraient de déterminer leur potentialité dans le domaine étudie.

Ce travail a fourni un complément aux connaissances phytochimiques des plantes
algériennes et a permis de mettre en évidence encore une fois le rdle des polyphénols

naturels dans la régulation et la normalisation des troubles glycémiques.
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