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Résumé

Les extraits naturels de plantes contiennent une variété de composés aux quels sont
attribuées diverses activités biologiques. Le but de cette étude est d'évaluer in vitro 1’effet
inhibiteur d’extraits (phénoliques et saponines) de deux espéces locales Cupressus
sempervirens L et | ’Achillea santolina sur I’activité de I’a-amylase.

Les teneurs en composés phénoliques totaux, doses dans les différents échantillons en
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, ont varié entre 0,081 et 2,59 mg /g en équivalent
d’acide gallique. Alors que les concentrations des flavonoides détectées en utilisant le
chlorure daluminium 2% ont varié entre 0,011 et 0,11 mg / g en équivalents de
quercétine. Quant au dosage des saponines par la vanilline, les teneurs ont varié entre
14,23 et 131,46 mg/g en équivalent digitonine. Les meilleurs teneurs ont été observées
chez I’extrait d’Ac Et (EtOH) de la plante Cupressus (Les graines).

La majorité des extraits ont montré des activités inhibitrices vis-a-vis 1’a-amylase, avec
des valeurs des constantes ICso allant de 0,49 a 1,2 mg/ml, dont la meilleure activité a été
enregistrée chez 1’extrait saponine de 1’espéce Cupressus sempervirens L (cones) avec une
valeur de 0,49 mg/ml.

Ces résultats montrent que ces espéces on un bon potentiel pour la gestion de

I'nyperglycémie et suggere qu’elles peuvent étre utilisées comme additifs contribuant a

I’effet anti-hyper glycémiants. Ces résultats nous encouragent a amplifier  plus
I'investigation biologique et d'identifier les molécules inhibitrices responsables de cette

activité.

Mots clés : Composés phénoliques, flavonoides, saponines, effet inhibiteur, a-amylase,

Cupressus sempervirens L (Cypés), Achillea santolina (Achillés)




Abstract

The natural plant extracts contain a variety of compounds, which are attributed a various
biological activities. The aim of this study was to evaluate in vitro the inhibitory effect of
organic extracts (phenolic and saponin) of two local species Cupressus sempervirens L and
Achillea santolina on the activity of a - amylase.

The total phenolic compounds contents, evaluated in the different samples using the
Folin-Ciocalteu reagent, vary between 0,081 and 2,59 mg / g gallic acid equivalent . While
the concentrations of flavonoids detected using chloride aluminum 2% vary between 0,011
and 0,11 mg / g quercetin equivalent . Concerning the quantification of saponins contents
by vanillin, value have varied between 14,23 and 131,46 mg/ g in digitonin equivalent .
The best amounts were observed in the Ac ET ( EtOH) extracts of Cupressus sempervirens
L plant.

The majority of the extracts showed inhibitory activities on the a-amylase, with 1Csg
constants values ranging from 0,49 to 1,2 g/l, the best activity was recorded in the saponin
extract of the species Cupressus sempervirens L, with a value of 0.49 mg/ml.

These results show that these species have a good potential for hyperglycemia
management and suggests that they can be considered as a additive contributing ad effect
anti-hyperglycemic. These results encourage us to amplify more biological investigation

and identify inhibitory molecules responsible for this activity.

Keywords: Phenolic compounds, Flavonoids, Saponins, Inhibitory effects, a-Amylase,

Cupressus sempervirens L (Cypés) , Achillea santolina (Achillés).
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Abréviations et symboles

A Absorbance

AC Anti- corps

Ac.Et Extrait d’acétate d’éthyle

ADA American Diabetes Association

AICI3 Chlorure d'aluminium

BuOH Extrait butanolique

CMV Infection a cytomégalovirus

CP Composés phénoliques

DID Diabete insulinodépendant

DNID Diabéte non insulinodépendant

DNS Acide 3,5-dinitrosalicylique

DPP4 Dipeptidyl peptidase-4

EDIG équivalents en la digitonine

EQ équivalents en quercétine

EtOH Ethanol

GAE The Gallic Acid Equivalence (1’équivalent acide gallique)
H Hormones

1% Pourcentage d’inhibition

1Cso Concentration de substrat qui inhibe 50%
LADA Latent Auto-immune Diabetes [With onsef] in Adults
Na;COs3 Carbonate de sodium

NazSO4 Sulfate de sodium

OSM Organisation mondiale de la Santé

P1% Pourcentage d’inhibition

Pnd Pendant

R? Le coefficient de corrélation

Sap Saponine

uv Ultra- violet

VIV Volume/ volume
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Introduction

Dans les dernieres décennies, il ya eu un intérét croissant pour 1’é¢tude des plantes
médicinales et leurs utilisation traditionnelle dans différentes régions du monde (Muthus
et al., 2006).

Les composés naturels issus des végétaux présentent une trés grande diversité de
structures chimiques et un trés large éventail d’activités biologiques (Bérubé-Gagnon.,
2006). Ces substances naturelles ont des intéréts multiples mis a profit dans 1’industrie :

alimentaire, cosmétologique et dermo-pharmaceutique (Djeridane et al., 2006).

Parmi ces composés, on retrouve dans une grande mesure les métabolites
secondaires. La pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine
végétale et la recherche trouve toujours chez les plantes des molécules actives nouvelles
(Bhorun., 1997),parmi les constituants bioactifs les plus importants ,on note les composés
phénoliques, les saponines, les alcaloides et les huiles essentiels qui ont fait 1’objet de
nombreuses études pour leurs activités biologiques (antioxydants , inhibiteurs d’enzymes,
antimicrobiens...) (Leland et al.,2006 ; Da Silva et al.,2013 ; Joseph et Jini.,2013).

Le diabéte est une des maladies étre soumis sous étude, plus de 800 plantes sont
utilisées en médecine traditionnelle comme additifs contribuant a ’effet hypoglycémiant
(Allali et al., 2008 ;Azzi et al.,2012).

Nombreuses études ont prouvé 1’effet inhibiteur sur I’enzyme clé de la digestion
des glucides : I’a amylase par des composés phénoliques, et des saponines, en formant de
liaisons hydrogénes entre ses groupements hydroxyles et les résidus du site actif de
I’enzyme (Sales et al., 2012 ; Yousefi et al.,2006).

Le présent travail entre dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales et
spontanées de la région de Laghouat, en s’intéressant a deux especes locales «Cupressus

sempervirens L» et « Achillea santolinax.

Nous avons évalué leur activité inhibitrice sur ’a amylase, dont
I’inhibition prolonge I’hydrolyse des hydrates de carbones, réduisant ainsi le taux

d’absorbation du glucose afin d’éviter la monté de son taux plasmatique.




Introduction

Notre travail est réalisé selon les étapes suivantes :

e La premiere partie est consacrée a un apercu bibliographique sur I’ o amylase, et le
diabéte.
o La deuxiéme partie est réservée a la description du Protocol expérimental.

e [’interprétation et la discussion des résultats seront présentés dans la derniére partie.
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I. 1. Les plantes médicinales

Une plante médicinale est une plante que 1’on cultive ou que 1’on recueille dans son
milieu naturel pour ses propriétés médicinales (Delaveau P., 1978). L’étre humain, a
utilisé les plantes depuis des milliers d’années pour traiter divers maux, le monde végétale

est a I’origine d’un grand nombre de médicaments.

Récemment, les chercheurs ont estimé qu’il existe environ 400 000 especes de plantes
dans le monde, dont environ le quart ou le tiers sont utilisées par les différentes sociétés
pour des fins médicinales (Malon., 1991).

Par ailleurs, selon I’OMS, prés de 6377 especes de plantes sont utilisées en Afrique,
dont plus de 400 sont des plantes médicinales qui constituent 90% de la médecine

traditionnelle.

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de I’Homme et des différents
écosystémes. Celles-ci renferment une part importante de composés qui interviennent dans
I’ensemble des réactions enzymatiques et/ou biochimiques ayant lieu dans 1’organisme.

On distingue ainsi deux groupes de métabolites ; les métabolites primaires et les
métabolites secondaires (Hartmann T., 2007).

e Les métabolites primaires : sont des molécules organiques qui se trouvent dans
toutes les cellules de I’organisme d’une plante pour y assurer sa survie. Ces composés sont
classés en quatre principaux groupes a savoir, les glucides, les protéines, les lipides et les

acides nucléigues (Donatien., 2008).

e Les métabolites secondaires : sont des molécules ayant une répartition limitée dans
I’organisme de la plante. Ils sont nécessaires a sa défense contre les agressions extérieures.
Cependant, ils ne sont pas toujours nécessaires a sa survie. Les produits du métabolisme
secondaire qui sont émis en trés faible quantité, sont d’une grande variété structurale (plus
de 200000 structures définies). Ces composés marquent de maniere originale, un genre,
une famille ou une espece de plante et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique

(Donatien., 2008).
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I. 2. Les métabolites secondaires des plantes

Une des originalités majeures des végétaux réside dans la capacité a produire des
substances naturelles tres diversifiées, ils accumulent fréquemment des métabolites dits

secondaires comme, les composeés phénoliques (Macheix et al., 2005).

Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques trés variés tels que
les alcaloides, les terpénes, les composés phénoliques...etc. (Marouf., 2000). Les
métabolites secondaires constituent un groupe de produits naturels qu’il convient
d’explorer pour leurs propriétés antioxydantes, anti microbiennes, anti-inflammatoires, anti

carcinogenes ou mutagenes (Epifano et al., 2007).

I. 2.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques, improprement appelés souvent les polyphénols (Ollivier et
al., 2001), Sont des métabolites secondaires ayant comme base un cycle benzoique portant
un ou plusieurs groupements hydroxyle (OH). A cette base peut s'ajouter plusieurs cycles
benzoiques et divers groupements comme des méthyles, des méthoxys, des amines et des
glycosyles (Guidi et al., 2005). Les deux principaux groupes de composés phénoliques
sont les flavonoides et les acides phénoliques (les acides hydroxy benzoiques et hydrox
cinnamiques). (Dixon et Paiva., 1995).

La présence dun ou plusieurs cycles benzoiques hydroxylés, est responsable de
certaines propriétés communs utilisées pour les extraire a partir de la matiere végétale, les
caractériser chimiquement et les doser.

I. 2.2. Les flavonoides

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

Les flavonoides sont souvent des molécules de défense contre les organismes
pathogénes, il n’est donc pas surprenant que certains de CeS COmposes possedent un
potentiel en thérapeutique contre les microorganismes (bactéries, virus, champignons),
contre les parasites et les insectes. Leur capacité antioxydante peut aussi expliquer un
certain nombre de propriétés thérapeutiques. Les isoflavonoides, en tant que
phytoestrogénes, possedent de nombreuses activités biologiques (Sylvie MOREL, 2011).
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I. 2. 3. Les Saponines

Les saponines peuvent étre classées en deux groupes selon la nature de la génine,
saponine stéroidique et saponine triterpénique. (Hostettman et Marston, 1995), attribuent
aux hétérosides d’amines stéroidiques (solasolenes et solanidanes) le rang de troisieme
groupe dans la famille des saponines.

Cependant d’autres auteurs distinguent ce groupe comme des alcaloides. Certes, ce ne
sont bio genétiguement que des pseudo-alcaloides et, en termes de propriétés, leur
comportement n’est pas sans rappeler celui des saponosides. Il n’en demeure pas moins
que I’origine de leur atome d’azote les rapproche d’autres dérivés azotés du métabolisme
terpénique que ’on s’accorde a considérer comme des alcaloides (ex. : aconitine)
(Bruneton, 2009).

Les saponines présentent des activités biologiques et pharmacologiques variees,
principalement dans les domaines de 1I’immunologie, la cancérologie et la microbiologie
(Lacaille-Dubois et Wagner, 2000 ; Lacaille-Dubois, 2005). Les saponines sont connues
pour leurs activités anti-tumorales (Sautour et al., 2007 ; Podolak et al., 2010), anti-
inflammatoires (Addo et al., 2011) immunostimulants et immun adjuvants,
antimicrobiennes (Vermeersch et al., 2009).

I. 3. Lediabéte

I. 3.1. Définition

Le diabete est une maladie chronique, caractérisée par une altération du métabolisme de
glucose et des autres substrats énergétiques, et par le développement tardif de
complications vasculaires et neurologiques (Rodier, 2001 ; LADA, 2008).

Indépendamment de la cause, la maladie est associée a un déficit en insuline, qui peut
étre total partiel ou relatif dans le contexte d’une insulino - résistance associée. La carence
en insuline joue un roéle principal dans les désordres métaboliques liés au diabete et

I’hyperglycémie (Claude, 1997).
I. 3.2. Classification

La classification ancienne prenait en compte le mode de traitement de la maladie : le

diabéte insulino - dépendant (DID), et le diabéte non insulino — dépendant (DNID).

La classification actuelle, selon I’¢thiologie (OMS et ADA : American Diabetes
Association, 1997).
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A. Diabete de type | : consiste a une destruction des cellules p conduisant a un déficit
total en insuline

Forme particuliére : LADA (Latent Auto-immune Diabetes [With onsef] in Adults) :
diabete de type I avec manifestation a 1’age adulte (>25 ans), la carence en insuline se
développe relativement lentement ; pas d’obligation d’insuline dans les 6 premiers mois,
mise en évidence des Ac GAD

B. Diabéte de type |1 :

Il y a a la base 3 facteurs, d’importance relative variable : une résistance insulinique,
une déficience sécrétrice des cellules B ainsi qu’une apoptose avancée des cellules B.

C. Autres formes de diabéte :

Défaut génétique dans la fonction de la cellule B (hérédité autosomique dominante)
Maturity-Onset Diabetes of the Young (MODY [E11.90]) sans mise en évidence d’auto-Ac

et sans obésité : manifestation avant 1’age de 25 ans ; environ 1% de tous les diabétiques.

I. 3.3. Glycorégulation

a) Organes impliqués :

e Pancréas.

e Foie, muscles, tissus adipeux.

b) Hormones impliqués :

e Insuline unique : H hypoglycémiante.

e Glucagon : principale H hyperglycémiant, agit selon 1’état physiologique.

e Cortisol, GH, Catécholamines, H thyroide, agissent si stress intense, activité

physique intense ou en pathologie.
I. 3.4. Traitement du diabéte

a. Traitement du diabéte de type I

Administration d’insuline, régime, activité physique (Herold ,2012 ; Gérard, 2005)

b. Traitement du diabeéte de type 11

Régime diabeétique, activité physique, administration d’antidiabétique oral (AFSSPS,
1999).
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I. 3.5. Nouvelle alternative de traitement

Les hypoglycémiants de synthése, sont susceptibles de causer beaucoup d’effets
secondaires, de ce fait pour pallier aux effets secondaires des traitements antidiabétiques,
les recherches scientifiques ce sont tournées vers les plantes en raison de leur disponibilité,
leur faible cout et leur moindre effet secondaires. Les différentes enquétes ethnobotaniques
réalisées a travers le monde, ont montré que plus de 800 plantes sont utilisées en médecine
traditionnelle pour le traitement du diabete sucré et ses complications, dont 410 especes ont
prouvé expérimentalement leur effet antidiabétique (Bedekar et al., 2010 ; Perla et
Jayanty, 2013).

Les principaux phyto-constituants actifs isolés de plantes antidiabétiques sont
généralement des métabolites secondaires, représentés essentiellement par les polyphénols,

les alcaloides, les saponines, les coumarines et les terpénoides (Hanhineva et al., 2010).

Les polyphénols représentés majoritairement par les flavonoides, les tannins, les acides
phénoliques et stilbenes, lignines suscitent un grand intérét scientifique actuellement car ils
sont considérés comme de puissant antioxydant, anti-inflammatoire, antidiabétique et

anticancéreux (Hanhineva et al., 2010).

I. 3. 6. Inhibition de I’a - amylase

A. Définition d'un enzyme

Les enzymes sont des protéines douées d’une activité biologique particuliere : la
capacité a catalyser des réactions biologiques. Les catalyseurs sont des outils qui
permettent de tres fortement accélérer la vitesse de ces réactions. Ils agissent a faible
concentration et sont régenéres en fin de la réaction. (Athel et al., 2005).

B. Définition d’a - amylase

L’a- amylase (1,4-a-D-glucosyl-hydrolase, E.C.3.2.1.1) est une enzyme comportant une
chaine polypeptidique de 496 acides aminés, est une enzyme monomérique, de poids
moléculaire variant entre 41 et 78 k Da distribués alternativement en formant des sections
hydrophobes et hydrophiles (Banner et al., 1975). Elle est répandue dans tous les
organismes vivants. Dans les systémes digestifs des humains et beaucoup d'autres

mammiferes, elle est aussi appelée « diastase » (Payen et Persoz, 1833).
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La structure tridimensionnelle de 1’alpha amylase montre trois domaines A, B, C dont le
domaine A représenté le site actif de I’enzyme et le B désigne le site de liaison du calcium,

tandis que la fonction du domaine C est inconnu (PDB, 2006).

Figure 1. 1. Diagramme en ruban de structure de l'a-amylase humain présente les trois
dommaines (rose et gris: dommaine A; bleu le dommaine B, rouge dommaine C) avec l'ion chlorid
(vert) et I'ion calcium ( jaune). (PDB,2006).

L’a amylase est une enzyme glycolytique secrété par la glande pancréatique a travers le
suc pancréatique dans I’intestin, c’est I’enzyme clé qui catalyse la premiére étape du
processus digestif des hydrates de carbone (glucides). Elles sont tres importantes, tant par
leurs applications industrielles et biotechnologiques (biodégradation ou transformation de
I'amidon, par exemple) que par leur implication dans certains troubles métaboliques
(diabéte, obésité, etc.) (Banner et al., 1975).

D’ou, les inhibiteurs de I’hydrolyse des hydrates de carbones par 1’a-amylase dans le
tractus digestif retardent leur digestion et prolonge son temps, causant une réduction dans
le taux d’absorption du glucose, et par conséquent diminution des niveaux de glucose
plasmatique et abaissement de I’hyperglycémie (Raj Bhandariet al., 2008,
Worsztynowicz et al., 2014).

L’acarbose, le miglitol sont utilisés pour le traitement comme inhibiteur de compétitif

des gluco-amylases, saccharases et maltase de la muqueuse gréle (Herold, 2012).
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Nombreux auteurs se sont intéressés aux plantes médicinales ayant un effet inhibiteur
vis- a-vis de l’a-amylase. Ramirez et al., 2012 ont examiné I'effet
inhibiteur des extraits hydro- éthanolique de 23 plantes médicinales utilisées au Mexique
comme antidiabétiques sur 1’a glucosidase obtenue a partir de la muqueuse intestinale de
rat; Les résultats montrent que les composés majoritaires (cathéchines, flavonoles,

flavones, des dérives de cafeoyl) des plants présentent une activité inhibitrice plus élevée.
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I1. 1. Matériel végétal

Notre étude, a été réalisée sur deux especes végétales spontanes locales a savoir

Cupressus sempervirens L et Achillea santolina.

Les deux échantillons ont été récoltés aux alentours du chef-lieu de la wilaya de Laghouat,
durant le mois de Juin 2016 dans des endroits propres et loin de toute influence de pollution.
Les noms des plantes, leur photos, leur utilisation ainsi que les parties utilisées de chaqu’une

d’elles sont résumées dans le Tableau I1.1.
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Tableau I1.1. Nom, photo, utilisation et parties utilisées des plantes investiguées.

Nom de la Plante

Utilisation

Partie utilisée

Famille

Cupressaceae

Genre Cupressus
Nom binominal
Cupressus sempervirens
L

Nom vernaculaire
sl

Nom francais

cypres

Les cbnes de cypres
renferment des flavonoides
aux propriétés anti
inflammatoires, et des leuco
anthocyanes qui protegent le
systtme  vasculaire et
maintiennent  le  tonus
veineux.

Il est ainsi indiqué pour
soigner les pathologies
telles que les hémorroides,
les wvarices, les jambes
lourdes et douloureuses,
les cedémes des membres
inférieurs

Les Cones et les
Graines

Famille Asteraceae
Genre Achillea
Nom binominal
Achillea santolina
Nom vernaculaire
)il o gl
Nom frangais

les achillées

Achillea Santolina, une
plante  traditionnellement
utilisée en Irak, en Egypte et
au Pakistan comme
antidiabétique, anti-
inflammatoire et  pour
soulager la douleur.

Aussi  comme tonique,
vermifuge et carminatif,
ainsi que pour les douleurs a
I'estomac et I'hypertension,
contient plusieurs
polyphénols, une famille de
composés avec un grand
potentiel antidiabétique.

Partie aérienne

Source : Waston et al ; 2013, MARCELLO et al.2004 ; CAMUS A., 1914 et sante-médecine ;2016
Tela- botanica.org et Najim Abbas ;2013
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11.2. Préparation des extraits

I1. 2. 1. Prétraitement des échantillons

Apres la récolte, les cones, les graines des cypres, et les feuilles d’Achillea ont été séchés
a température ambiante, & I'abri de la lumiere et dans un endroit sec et bien aéré. Par la suite,
ils ont été broyés dans un moulin électrique et tamisés en vue d’obtenir la méme

granulométrie, et conservés jusqu’a extraction.

Il. 2.2.Extraction des composés phénoliques

A. Macération

Des quantités de 10 g des poudres précédemment obtenues ont été macérées dans 50 ml
d’un mélange (Acétone/eau) (70/30 : v/v) pendant 24 heures a température ambiante et a
I’obscurité. Les extraits ont été filtrés puis les résidus ont été macérés pour une deuxieme
fois dans les mémes conditions. Ce qui permet d’obtenir d’extraits bruts (Gilani et al., 2001)
modifié par (Boudiaf., 2006).

B. Dépigmentation

Les extrait bruts ont été évaporés sous pression réduite a 45°C, puis les phases aqueuses
restantes ont été lavées quatre fois avec un méme volume d’hexane, jusqu’a I’épuisement

des pigments.

C. Purification

Les phases aqueuses ainsi obtenues sont ensuite laveées dans des ampoules a
décanter trois fois avec un méme volume I’acétate d’éthyle jusqu’a I’épuisement (Merghem
et al., 1995, Djeridane et al., 2005). Ce qui nous a permis d’avoir les fractions acetate
d’¢éthyle contenants des composés phénoliques polaires.

Les extraits organiques ainsi obtenus ont eté séchés avec du sodium anhydre puis
évaporées a sec sous pression réduite a 45°C. Les résidus secs sont repris dans 10 ml de
méthanol pur donnants les fractions phénoliques correctement purifiées et conservees au

réfrigérateur jusqu’ a leur analyse.
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11.2.3. Extraction des saponines
L’extraction a été réalisée selon trois étapes : macération, dépigmentation et purification.

A. Macération

Des quantités de 10 g des poudres précédemment obtenues ont été macérées dans 50 ml
d’un mélange hydro-alcoolique (éthanol/eau) (70/30 : V/V) pendant 24 heures a température
ambiante et a 1’obscurité. Les extraits ont été filtrés puis les résidus sont repris pour une
deuxiéme macération dans les mémes conditions. Ce qui donne des extraits hydro-

alcooliques bruts.

B. Dépigmentation

Les extraits bruts sont évaporés sous pression réduite a 45°C, puis les phases aqueuses
restantes ont été lavées quatre fois avec un méme volume d’hexane jusqu’a I’épuisement des

pigments.

C. Purification

Les phases aqueuses obtenues sont ensuite lavées dans des ampoules a décanter trois fois
avec un méme volume d’acétate d’éthyle jusqu’a épuisement, suivi d’un lavage avec le
butanol saturé en eau jusqu’a épuisement, ce qui nous a permis d’avoir les fractions butanol

contenants les saponines.

Les extraits butanoliques obtenus sont séchés avec du sodium anhydre puis évaporés a sec a
pression réduite a 45°C. Les résidus secs sont repris dans 10 ml de méthanol pur donnants
les fractions saponines correctement purifiées et conservées au réfrigérateur jusqu’ a leur

analyse.
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11.3. Analyses chimiques
11.3.1. Quantification des phénols totaux
A. Principe

La teneur en phénols totaux des extraits des plantes qui ont fait I’objet de notre analyse a
été déterminée par la méthode de (Singleton et Rossi., 1965 ; Kim et al., 2002 ; Djeridane

et al., 2006), utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu qui s’avere la plus sensible.

La teneur en phénols totaux est habituellement déterminée par spectrophotométrie UV-
Vis en utilisant 1’essai de Folin-Denis ou généralement Folin-Ciocalteu. Ces essais sont
basés principalement sur la réduction du mélange d’acide phosphotungestique (H3PW12
040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMO12 040), lors de I’oxydation des phénols, en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration bleue produite, dont
I’absorption maximum est a 760 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présente
dans nos extraits (Ribéreau-Gayon., 1968 ; Nathalie et al., 2006).

Pour quantifier les phénols totaux dans nos extraits, une courbe d’étalonnage de I’acide

gallique a été réalisée.

B. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

A partir d'une solution étalon d’acide gallique, une gamme de solutions diluées a été
préparée.

A l'aide d'une micropipette, 100 pl de chaque solution est introduite dans des tubes a
essais, suivi de 1'addition de 500 pl du réactif de Folin-Denis, aprés 2 minutes d’incubation,
2 ml de carbonate de sodium ont été ajoutes. Les tubes sont ensuite incubés pendant 30

minutes a l'obscurité et a température ambiante.

La lecture de I'absorbance de chaque solution est effectuée a I'aide d'un spectrophotometre
UV-Visible de type Shimadzu 1601 a une longueur d'onde de 760 nm contre un blanc ce qui

nous a permis de tracer la courbe d'étalonnage de 1’acide gallique.
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Figure 11.1. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

C. Mise en ceuvre du dosage

Pour la quantification de phénols totaux dans nos extraits, nous avons suivi la méme
procédure décrite précédemment, en effectuant des dilutions pour obtenir des absorbances

comprise entre 0,0 et 0,9.
11.3.2. Quantification des flavonoides
A. Principe

Les teneurs en flavonoides ont été mesurées par une méthode adaptée de (Lamaison et
Carnat, 1991 et Bahorun et al., 1996), en utilisant le trichlorure d’aluminium (AICl3)
comme réactif qui a la capacité de se complexer avec les oxygenes des groupements
hydroxyles des flavonoides, produisant ainsi un complexe de couleur jaune, dont

I’absorbance maximale est enregistrée a 409 nm (Donzo et al., 2015).

Afin de quantifier les teneurs en flavonoides dans nos extraits, une courbe d’étalonnage

d’un flavonoide étalon : la quercétine a été tracée.

17



Chapitre 11 : Partie expérimentale

B. Courbe d’étalonnage de la quercétine

A partir d’une solution méthanolique de quercétine, une gamme de solutions diluées a été

préparée en milieu organique.

1 ml du trichlorure d’aluminium 2 % est additionné a 1 ml da chaque dilution. Les
milieux réactionnels sont ensuite incubés pendant 20 min dans 1’obscurité et a température
ambiante. La lecture de 1’absorbance de chaque solution préparée a été mesurée dans le
méme spectrophotometre a une longueur d’onde de 409 nm contre un blanc. Les valeurs de
I’absorbance ainsi obtenues nous ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de la

quercétine.
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Figure 11.2. Courbe d’étalonnage de quercétine

D. Mise en ceuvre du dosage

Pour la quantification des flavonoides dans nos extraits, nous avons suivi la méme
procédure décrite précédemment, en effectuant des dilutions pour obtenir des absorbances

comprise entre 0,0 et 0,9.
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11.3.3. Quantification des saponines
A. Principe

L’évaluation quantitative des saponines dans les différentes fractions est réalisée selon
la méthode de (Hiai et al., 1976) avec des modifications en utilisant la vanilline comme
réactif.

La vanilline est un aldéhyde aromatique qui se lie avec les groupements de
méthylenes insaturés des saponines libérés apres la déshydratation dans un milieu acide
( acide sulfurique concentré) et en présence de la chaleur formant un complexe
chromogéne rouge mauve qui absorbe a un longueur d’onde de 544nm (Hostettmann
et Marston,1995).

B. Courbe d’étalonnage de la digitonine

A partir d’une solution méthanolique de digitonine, une gamme de solutions diluées a

été préparée.

A 250uL de chaque solution diluée est additionné 250 pl de vanilline (8 %), et 2,5 ml
d’acide sulfurique 72%. Les milieux réactionnels sont ensuite incubés au bain marie a 60 °C
pendant 10 min. a leur sortie du bain, les tubes sont refroidis dans 1’eau de robinet. La lecture
de I’absorbance de chaque solution préparée a ét¢ mesurée dans le méme spectrophotometre
a une longueur d’onde de 544 nm contre un blanc. Les valeurs de I’absorbance ainsi obtenues

nous ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de la digitonine.
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Figure I1. 3. Courbe d’étalonnage de de la digitonine

C. Mise en ceuvre du dosage

Pour la quantification des saponines dans nos extraits, nous avons suivi la méme
procédure décrite précédemment, en effectuant des dilutions pour obtenir des absorbances
comprise entre 0,0 et 0,9.

I1.4. Evaluation de ’activité inhibitrice sur I’a. — amylase

Dans la présence étude, on s’intéresse a 1’évaluation de I’effet des composés phénoliques
et des saponines des plantes investiguées sur 1’activité enzymatique de I’ o amylase. Dans
le cas de cette enzyme la mesure de l’activité enzymatique revient a un dosage
spectrophotométrique indirect du produit libéré par unité de temps lors de 1’hydrolyse du

substrat, dans des conditions de température et de pH favorable.

A. Principe

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

libéré est dosé spectrophotométriquement.
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L'activité de I’ a- amylase est mesurée selon la méthode de (Benfeld, 1955), le principe
de cette méthode repose sur le dosage des groupements aldéhydes et cétones libre des sucres
réducteurs libérés lors de 1’hydrolyse de 1’amidon par I’ o - amylase.

En milieu alcalin et a chaud, I'oxydation de ces fonctions provoque simultanément la
réduction I'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS) de couleur jaune orange en acide 3- amino-

-5 nitrosalicylique de couleur rouge orange qui absorbe a 540 nm (Miller, 1956).

COOH COOH
OH :ucre OH
réducteur
Sucre
- oxydé * H20
NO2 NO2 NO2 NH;
Acide 3,5-dinitrosalicylique Acide 3-amino-5-nitrosalicylique
(jaune) (rouge orange)

Figure 11.4. La réaction du réactif DNS avec un sucre réducteur (Castellucci, 2013)

B. Procédure expérimentale

Avant de procéder a I’étude de 1’activité inhibitrice de nos extraits vis a vis de I’ a-
amylase, nous les avions soumis des tests d’inhibition question de juger leur potentiel
inhibiteur envers I’ a- amylase, c’est-a-dire 1’étude de leur comportement sur 1’activité
enzymatique (augmentation ou diminution) et quel pourcentage d’inhibition ils pouvaient

attendre

Dans des tubes a essai les milieux réactionnels contenaient 100 pl d’un tampon phosphate
salé (pH 6,9), 100 ul d’extrait et Iml d’amidon, le tout est incubés pendant 5 min a 37 C°,
ensuite 100 ul d’enzyme (0,037g /l) ont été ajoutés.

Le mélange est placé dans un bain marie a 37 °C pendant 10 min, puis la réaction

enzymatique est stoppée par l'ajout d'1 ml de DNS, les tubes sont agités et placés
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immeédiatement dans un bain marie porté a ébullition. Aprés 5 minutes de chauffage, les

tubes sont sortis du bain marie et refroidis a 1’eau de robinet puis dilué avec de 1'eau distillée.

Les mesures de la densité optique de chaque solution préparée ont été effectuées a 540
nm contre un blanc dans le méme spectrophotometre utilisé précédemment (Megh Raj
Bhandari et al., 2008)

» L’activité inhibitrice de chaque extrait est calculée selon la formule suivante

e 4 eqes Absorbance du controle—Absorbance de l' extrait
Le pourcentage d’inhibition [% =

absorbance de controle
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

I11. 1. Extractions des composés phénoliques
Les rendements des extraits (acétone/eau : 7 /3), leurs couleurs et aspects sont consignés
dans le (Tableau 111.1).

Tableau I11.1. Teneurs, aspects et couleurs des extraits d’acétate d’éthyle dans les deux

plantes étudiés

Cypreés Ac.Et Marron visqueux 0,338 3,38
Les cones Acétone/eau

Cypres Ac.Et Grenat visqueux 0,186 1,86
Les graines Acétone/eau

Achillées Ac.Et Vert foncée 0,191 1,01
Acétone/eau visqueux

Source : Maamri, Bendahghane., 2017

Figure 111.1. Photos illustrant les extraits d’acétate d’éthyle issus de systéme acétone /eau

des deux plantes (Cupressus sempervirens L et Achillea santolina)
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Tous les extraits ont montré différentes couleurs qui sont fonction de leur composition,

les aspects des extraits sont tous visqueux.

Selon (Markham., 1982) la séparation des composés d’un extrait brut dépend de leur
degré de solubilité dans les solvants d’extraction et donc selon leur degré de glycosilation.
Au cours de D’extraction, les solvants se diffusent dans le matériel végetal solide et
solubilisent les composés a polarité similaire. Ces produits contiennent un mélange
complexe de plusieurs métabolites de la plante, telles que les alcaloides, les glycosides, les

terpénes, les flavonoides et les lignanes (Tiwari et al., 2011).

L'acétone est le solvant le plus approprié pour I'extraction des composés phénoliques
totaux (Digrak et al., 2002). Ce solvant, qui est le plus communément utilisé dans
I’extraction a la fois des composés de faible et de haut poids moléculaires (Sandberg et
Corrigan., 2004).

D’apres les résultats du Tableau I11.1, Les rendements des extraits varient de 1,86 a 3,38
% dans les différentes fractions étudiées. La teneur la plus élevée est enregistrée dans les
cones de la plante Cupressus sempervirens L. La plante Achillées (partie aérienne), et les
cypres (graines) n’ont pas atteint 2%.

Ces faibles valeurs sont influencées par plusieurs paramétres qui sont: la partie de
plante utilisee comme matériau de départ, le solvant utilisé pour 1’extraction, la procédure
de D’extraction (agitation ou non) et la température utilisee (Tiwari et al., 2011;
Escribano et Santos., 2003).

Selon (Meziti., 2009), le développement d’un extrait a la température ambiante permet
d’obtenir un maximum de composés et de prévenir aussi leurs dénaturations et/ou
modifications probable dues aux températures élevées utilisées dans d’autres méthodes

d’extraction.

1. 2. Dosage des composeés phénoliques et flavonoides

La teneur en composés phénoliques de chaque extrait de plante a été calculée a partir de
la courbe d’étalonnage de I’acide gallique précédemment réalisée (Figure 11.1) et exprimée

en milligrammes équivalents en acide gallique par gramme de matiere seche.
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A partir de la courbe d'étalonnage de la quercétine (Figure 11.2), nous avons déterminé
la quantité des flavonoides présents dans les extraits en équivalent de la quercétine. Les

résultats sont résumés dans le (Tableau 111.2).

Tableau 111.2. Teneur en phénols totaux et en flavonoides des deux plantes étudiées

Teneurs en Phénols Teneurs en
Partie de la plante Fraction totaux « mg EAG/g  flavonoides « mg

MS» EQ/g MS»
Act Et (Acétone/eau) 1,96 0,011
Cupressus (Les Act Et (EtOH/eau) 2,07 0,084
Cones) N-but (EtOH/eau) 0,081 0,036
Act Et (Acétone/eau) 2,25 0.018
Cupressus (Les Act Et (EtOH/eau) @ 0,77
Graines) N-but (EtOH/eau) 0,46 0,11
Achillea Act Et (Acétone/eau) 2,21 0,020

Dans le tableau ci-dessus, nous constatons que les quantités en polyphénols et le dosage

des flavonoides varient d’un extrait a un autre suivant les conditions et les solvants utilisés.

Le dosage des composés phénoliques dans les extraits des 2 plantes étudiées a donné
des teneurs qui varient de la plus petite valeur : 0,081 mg EAG/g MS de matiére séche
dans I’extrait butanolique des cones dont I’extraction issus de systéme de solvant (éthanol
/ eau), a la plus grande valeur : 2,59 mg EAG /g de matiere séche dans I’extrait Act Et des
graines de méme extraction. L’Achillea a enregistré 2,21 mg EAG /g de matiere seche dans
I’extrait Ac Et issu de systéme de solvant (éthanol / eau). Nous pouvons constater que cette
plante est moins riche en composés phénolique.
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Les Graines et les cones de la plante Cupressus sempervirens L ont enregistré une
quantité faible en phénols totaux et flavonoides, Comparativement a d’autres travaux sur
des plantes médicinales locales déja étudiées, tel que la Juniperus oxycedrus (12.66 + 0.41
(mg GAE/g d’extrait)) I’Artemisia herba halba (13.06 + 0.40 (mg GAE/g d’extrait))
(Djeridane et al., 2005), nous pouvons déduire, que les extraits de Cupressus
sempervirens L constituent une faible source en composés phénoliques et flavonoides.
Selon (Rakotonanahary, 2012), la famille de Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae,

Piperaceae, sont riches en huiles essentielles.

En plus, si on compare nos résultats par rapport a d’autre plantes du méme genre
(Cosentino et al, 2003 ; Angioni et al, 2003 et EI-Sawi et al, 2007), tel que les feuilles et
les cones (fruits) de Juniperus phoenicea, la majorité des composants chimiques sont des
huiles volatiles, Cette espece ne comprend que de petites quantités de dérives phénoliques :
flavones et Lignanes, (Cairnes et al, 1980 ; Comte et al, 1996). Ces résultats révelent peut
étre que les extraits de plante de Cupressus sempervirens L investiguée sont pauvres en
composés phénoliques.

Dans un souci de simplification, nous donnons les résultats de nos extraits en composés
phénoliques totaux et en flavonoides, sous forme d’histogramme mentionné ci-dessous
(Figure 111.2).

1,5

0,5
L_bagu-lﬂuj

ACTET ACTET N-BUT ACTET ACTET N-BUT ACTET
(cP) (SAP) (SAP) (CP) (SAP) (SAP) (CP)

[ composés phénolique M Flavonoides

Figure 111.2. Comparaison entre les teneurs en phénols totaux et en flavonoides des

différentes fractions issues de I’extraction (acétone/eau) et (éthanol / eau) des plantes étudiées.
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Par comparaison, on remarque que les teneurs en flavonoides sont nettement inférieurs a
celle des composés phénolique, ce qui indique que les extraits contiennent d’autres
composes phénoliques possédants autres structures chimiques que les flavonoides (acide

phénolique, tanins, stilbénes, saponines...).

L’espéce Achillea santolina a montré sa teneur faible en flavonoides aussi, dans
I’extrait Act-Et dont I’extraction issus des systemes de solvant (acétone / eau), dans les
deux autres extraits Act-Et et N-but issus de systeme (éthanol/eau) les résultats ne sont pas
significatifs.

Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d’une plante a une
autre, cela peut étre attribué a plusieurs facteurs :
e Facteurs climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol,
agressions et maladies...etc. (Ebrahimi et al., 2008).
e Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la
plante (Miliauskas et al., 2004).
e La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer

I’estimation de la teneur des phénols totaux (Lee et al., 2003).
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I11. 2. Extractions des Saponines
Les rendements des extraits hydro-alcoolique (Ethanol/eau: 7/3), leurs couleurs et

aspects sont consignés dans le (Tableau 111.3).

Tableau I11.3. Teneurs, aspects et couleurs des extraits hydro-alcooliques (Ethanol/eau).

Ac.Et Marron foncée visqueux 0,206 2,06
Les cbnes
Ac.Et Grenat visqueux 0,305 3,05
Les graines
Ac.Et Vert foncée visqueux 0,243 2,43
L’Achillea
N-but Marron claire 0,021 0,21
Les cones
N-but Marron foncé 0,032 0,32
Les graines
N-but Marron claire 0,054 0,54
L’Achillea
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Source : Maamri, Bendahghane., 2017

Figure 111.3 Photos illustrants les extraits d’Act .ET obtenus a partir de I’extraction (éthanol/eau)

Source : Maamri, Bendahghane., 2017

Figure 111.4. Photos illustrant les extraits N-but obtenus a partir de 1’extraction (éthanol/eau)
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Figure I111.5. Rendements des saponines par macération (éthanol / eau).

D’apres les résultats de I’extraction liquide-liquide utilisant des solvants a polarité
croissante (Tableau 111.3.), nous pouvons déduire que le rendement le plus élevé a été
obtenu dans les extraits d’acétate d’éthyle (les graines) de la plante Cupressus
sempervirens L (3,05%), puis I’ Achillea santolina (2,43%) et (les cbnes) de la plante

Cupressus sempervirens L (2,06%).

Il ressort a travers 1’observation des rendements d’extraction, de la Figure 111.5 que la
fraction butanolique est nettement inférieure a celle de la fraction d’acétate d’éthyle dans
Cupressus sempervirens L et Achillea santolina, ceci est di a la nature et a la structure des
molécules présentes dans la plante étudiée comme les composés polaires (tanins, saponines
...) (Evans., 2006).

Par comparaison entre les deux extractions (Acétone/eau) et (EtOH/eau) pour les deux
plantes. L’extraction par EtOH/H20 est la plus riche en polyphénols, flavonoides, et tanins,
ceci est en accord avec I’étude récente faite par (Bettaieb, 2016) qui a trouvé que 1’éthanol

présente le meilleur extractant.

L’utilisation de différents solvants a polarité différente permet de séparer des composes
selon leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction. (Hagermann et al., 2000) ;
Selon (Igbal et al.,, 2012) I'utilisation d'un solvant a haute polarité, c'est-a-dire du

méthanol, a amélioreé la récupération des phénols totaux dans I'extrait.
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En outre, l'auteur a déclaré que l'efficacité de différents solvants pour I'extraction des
phénols a été ordonnée du plus élevé au plus bas, méthanol> eau> éthanol> acétone>
chloroforme> hexane (Yuliana et al., 2014).

I11. 2.1. Dosage des Saponines

La teneur en saponines de chaque extrait des deux plantes a été calculée a partir de la
courbe d’étalonnage de la digitonine précédemment réalisée (Figurell.3) et exprimée en
milligrammes équivalent de la digitonine par gramme de matiére seche. Les résultats sont
résumés dans le (Tableau 111.4).

Tableau I11.4. Teneur en saponines de différents extraits dans les plantes étudiés

Partie de la plante Fraction Teneurs des saponines

«mg EDIG/g MS»

Cupressus (Les Cones)

Cupressus (Les

graines)

Achillea

Dans le tableau ci-dessus, nous constatons que les teneurs en saponines varient d’une

fraction a une autre suivant les conditions et les solvants utilisés.

Les teneurs en saponines dans les fractions d’acétate d’éthyle sont nettement
supérieures a celles des fractions butanoliques, les extraits d’acétate d’éthyle de la plante
Cupressus (les graines et les cones) sont les plus riches en saponines avec des teneurs de
(131,46 mg EDIG/g d’extraits) et (119,85 mg EDIG/g d’extraits) respectivement.
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les travaux de (Seyyed et al., 2006),ont signalé que les extraits éthanoliques dégraissés
des fruits, branches terminales et des feuilles de C sempervirens , ont été étudiés
qualitativement pour présence d'alcaloides, de flavonoides, de saponines et des tanins.

Les quantités de composés non volatils dans les feuilles de C. sempervirens n'étaient pas
significatives mais les fruits, étaient relativement riches en tanins et saponines. (Seyyed et
al., 2006).

D’autres études ont aussi montré que les feuilles et les fruits de C. horizentalis étaient
assez riches en saponines et en tanins alors que les quantités de flavonoides et d'alcaloides

n'étaient pas tres elevées dans les deux parties de cette espece (Seyyed et al., 2006).

Par contre I’Achillea posséde une teneur des saponines mais faible par rapport a C.
Sempervirens avec une teneur (14,23mgE DIG/g MS) dans 1’extrait Ac.Et.

En plus, si on compare nos résultats par rapport a d’autre plantes du méme genre
(Hoffmann, 2003), tel que 1’Achillea millefolium ; ¢’est la plante la plus riche en saponines
et I’Achillea wilhelmsii, les deux appartient aux Asteraceae, contiennent des alcaloides, des
flavonoides, des terpénoides, des huiles volatiles, des sesquiterpénes lactones et des
saponines (Sharififar et al., 2009).

Les extraits éthanoliques ont été concentrés sous pression réduite et ont analysé dont le
but de la mise en présence d'alcaloides (Evans, 2002), de flavonoides (Markham,1982),
de saponines (Hostetman,1995) et de (Bruneton,1999)

L'éthanol et le méthanol étaient les solvants d'extraction utilisés pour extraire les
saponines du matériel végétal, et I'éthanol préférait mieux probablement en raison d'une

préoccupation favorable a I'environnement. (Huhman et al., 2005; Lee et al., 2009)

A partir de ces résultats, nous pouvons conclure que les graines et les cones de C.
sempervirens sont les plus riches en saponines et pauvres en phénols totaux et flavonoides,

par contre 1’Achillea est moins riche en saponines et les phénols totaux.
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I11. 3. Effet inhibiteur des différents extraits des deux plantes sur I’a-amylase

En vue de repérer les extraits ayant une capacité inhibitrice vis-a-vis de I’a-amylase, des
tests d'inhibitions ont été effectués. La concentration était limitée a 0,5 g/l. Les taux
d'inhibition ont été calculés pour chaque dilution et les résultats sont résumés dans le
(Tableau I11.5).

Tableau I11.5. Taux d’inhibition des extraits phénoliques des plantes étudiées vis-a-vis

L’a-amylase.

Act Et (Acétone/eau) 13,76
CupreSSUS SemperViscenS Act Et (EtOH/eaU) 20.16
(Les Cbnes)

N-but (EtOH/eau) 22,88

Act Et (Acétone/eau) 11,08

CupreSSUS SemperViscenS Act Et (MeOH/eaU) 12’50
(Les Graines)

N-but (EtOH/eau) 10,08

Achillea santolina Act Et (Acétone/eau) 18,25

D'aprés les résultats obtenus, nous avons constaté que tous les extraits ainsi préparés
inhibent l'a- amylase avec différents taux d’inhibition. Les valeurs calculées sont
comprises entre 10,08 et 22,88 %. Les pourcentages d'inhibition les plus importants sont
remarqués pour les cones de Cupressus sempervirens L dans I’extrait N-but (22,88%), et
Act Et (20,16%) issus de méme macération (éthanol/eau), tous les extraits ont eu des
pourcentages d’inhibition < 50%. Le pourcentage d’inhibition révéle que les extraits dans
I’extraction issus des systémes de solvant (éthanol/ eau) sont les plus importants que le
systeme de solvant (acétone/ eau).
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Cette différence d’inhibition est due peut étre a la nature du solvant, aussi aux
méthodes d’extraction (Mohammedi et Atik, 2011) et (Tundis et al., 2010). En plus, nous
pouvons déduire que D’effet inhibiteur de cette enzyme par nos extraits, implique
probablement la présence des groupements glycosidiques dans les squelettes phénoliques

et/ou flavonoidiques ou saponosisdes.

Selon (Heo et al., 2009) ; les groupements hydroxyles des composés polyphénoliques ont
un role important dans la promotion de I’activité inhibitrice. Il a été également démontré
que la baisse de I’activité enzymatique dépend de la concentration ainsi que du nombre et
la position des groupes hydroxyles des composés.

D'autre part, nous constatons que la plante Achillea santolina posseéde une activité
inhibitrice avec un taux 18,25 % ; l'auteur (Najim Abbas ; 2013) ; utilise en médecine
traditionnelle I’Achillea santolina contre le diabete, on peut expliquer Il'action anti -

hyperglycémiante de son extrait, par ’inhibition de I’a-amylase.

La phytothérapie antidiabétique connait a ce jour un essor important du fait de la
découverte de plus en plus d'extraits de plantes efficaces dans le traitement du diabéte.
L'utilisation d'extraits de plantes est une pratique courante en médecine traditionnelle

africaine (Jaykar et Suresh., 2003).

Plusieurs de ces polyphénols ont une action sur 1’a- amylase tels que les tannins qui sont

capables de se lier aux enzymes digestives et de les inhiber (Kandra et al, 2004).

Par ailleurs les extraits N-but et Ac.Et qui ont une quantité faible en polyphénols et
flavonoides inhibent faiblement 1'a-amylase. De ce fait on constate que les polyphénols et
les flavonoides ne sont pas les seules molécules qui influent sur l'activité enzymatique d'a-
amylase, c'est une synergie entre les différents métabolites présents dans [l'extrait,

polyphénols, flavonoides, saponosides et d'autres molécules.

35



Chapitre 111 : Résultats et discussion

I11. 3.1. Etude du pouvoir anti-amylasique

D’apres les résultats précédents, deux extraits ont été choisis pour procéder a 1’étude de
I’activité anti-amylase. Afin de déterminer pour chaque extrait et dans les mémes
conditions réactionnelles le paramétre 1Csop qui présente la concentration d’inhibiteur
nécessaire pour diminuer la vitesse réactionnelle jusqu’a 50% de sa valeur maximale non
inhibée. Pour les autres extraits possédent des pourcentages d'inhibition faibles, les courbes
présenté dans I’annexe 1 et 2.

Pour cela, nous avons varié la concentration en inhibiteurs et nous avons introduit
100ul de différentes concentrations.

Les figures presentées ci-dessous, montrent les valeurs obtenues (%Pl de chaque
extrait) qui nous ont permis de tracer les graphes des différences proportion d'inhibition en

termes de concentration des composés phénoliques (Pl %= f(C)).

Act.Et (Ethanol/eau) N-but (Ethanol/eau)
®
2
5 & o V=44,642x+7,6351 o 2
E R? = 0,9865 2 y =101,18x + 6,4056
@ ’ S 20
215 ~a = > R? = 0,982
S > 2 5 e
2 10 & @— Sériel fE: @ @ Sériel
E 5 L © @ .
ol Linéaire lg: 5 Linéaire
= (Sériel) Z (Sériel)
(S}
2 O T T g 0 T T 1
0 01 0,2 0,3 o 0 005 01 0,115
CONCENTRATION EN POLYPHENOL G/L CONCENTRATION EN POLYPHENOL G/L

Figurelll.6. Courbes représentants la variation du pourcentage d’inhibition P1% en fonction de
la concentration en phénols des extraits d’ Ac.Et, et de N-butanol issus de 1’ extraction

(éthanol/eau) partie des cones de la plante Cupressus sempervirens .
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Si on suppose qu’il ne y’aura pas de saturation jusqu’a le taux d’inhibition 50 % ,les
représentations graphiques de la variation des pourcentages d’inhibition en fonction des
concentrations en extraits, nous ont permis de déterminer les valeurs d’ICso pour les deux

extraits que nous avons regroupés dans le Tableau 111.6 si dessous :

Tableau I11.6. Valeurs des IC50 des extraits Act Et et N-but (éthanol/eau) pour les cones de

Cupressus sempervirens L vis-a-vis de I’a-amylase

Act Et (EtOH/eau) 1,12
Cupressus sempervirens

. N-but (EtOH/eau) 0,49
cones

Titre du graphique

1,12

1,2

o 1
n

2 o8

0,6

0,4

0,2

0

Act Et (EtOH/eau) N-but (EtOH/eau)
Cupressus Cupressus

Figurelll.7. Histogrammes représentants les valeurs d’lcso d’extraits Act-Et et N-but des

cbnes par I’extraction (Ethanol/eau)

D’aprés les résultats décrits ci-dessus, les deux extraits choisis ont montré une activité
inhibitrice avec des taux d’ICso de 0,49 mg/ml pour le N-but et 1,2 mg/ml pour Act-Et

issus de systéeme (éthanol/eau).
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Ainsi, nous remarquons que I’extrait butanolique des cones de la plante Cupressus
sempervirens présente une activité plus élevée, ceci peut étre attribué a la présence d’un
groupe de molécules phénoliques dont la structure conférant une activité inhibitrice plus
efficace. comme les saponines sont riches en propriétés pharmaceutiques et récemment, de
nombreuses études mettent I'accent sur la capacité des saponines a posseder des propriétés

antidiabétiques et anti-obésité (Joseph et Jini, 2013 ; Yang et al., 2010).

Une étude qui a été menée par (Yang et al.,, 2010), sur des espéces de Panax
notoginseng a montré que les saponines ont des effets antihyperglycémiques et anti-
obésités qui peuvent étre bénéfiques pour les patients diabétiques de type 2 en améliorant

la sensibilité a I'insuline et en diminuant la résistance a la leptine.

Une saponine triterpénoide typique de charantine dérivée de Momordica charantia est
un composé bioactif antidiabétique bien connu (Joseph et Jini, 2013; Raman et Lau,
1996).

D’autre études de recherche antérieures sur les inhibiteurs de I’a -amylase identifiés a
partir d'herbes medicinales recommandent qu'un nombre d’inhibiteurs appartiennent a une
classe de flavonoides présentant des caractéristiques inhibitrices d’activités de lo’amylase
(Fariba et al., 2009).

Les travaux conduits par (Kandra et al, 2004) confirment nos résultats en indiquant que
plusieurs polyphénols ont une action sur I’a-amylase tels que les tannins qui sont capables
de se lier aux enzymes digestives et de les inhiber grace a son richesse des groupements
hydroxyles. Les tanins se fixent aux a-amylases, la liaison peut avoir lieu sur le site actif
de I’enzyme, ces liaisons engendrent des complexes du type enzyme-inhibiteur, puisque les

tanins agissent comme inhibiteurs compétitifs des a-amylases (Kandra et al , 2004).
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Conclusion

Dans ce travail nous nous sommes intéressés a I’étude de 1’évaluation de D’activité
antidiabétique des extraits de deux especes Cupressus sempervirens L et Achillea santolina
collectées de la région du Laghouat. Notre objectif est 1’é¢tude de I’activité biologique in
vitro des certains métabolites secondaires ; composés phénoliques totaux, flavonoides et

les saponines.

Dans un premier temps, nous avons réalisé des différentes étapes d’extraction
impliquant divers solvants pour les deux plantes choisies. En second lieu, nous avons
procedé a la quantification des composeés phénoliques par des méthodes
spectrophotométriques. Tandis que I'évaluation des composés flavonoidiques a été
effectuée par dosage compléxométrique avec le trichlorure daluminium, et la

quantification des saponines en utilisant la vanilline comme réactif.

Les résultats montrent clairement que les teneurs en phénols totaux faible dans les deux
plantes ; varient entre 0,081 et 2,59 mg en GAE/ gramme de la matiére séche, pour tous les
extraits d’Ac.Et et N-but dans les deux extractions par I’acétone et €thanol. L'analyse
quantitative du contenu en flavonoides nous a confortés dans I'idée que ces plantes étaient
en possession d'un matériel relativement faible en flavonoides. Les quantités des
flavonoides sont comprises entre 0,011 et 0,77 mg/g équivalent en quercétine. Pour les
graines et les cones de Cupressus montre une teneur importante en saponines de 131,46 et
119,85 mg EDIG/g MS, respectivement.

Nos extraits ont été appliqués a I’activité enzymatique de I’enzyme o-amylase, ces
testes ont montré que les extraits phénoliques (phénols totaux, flavonoides et les
saponines) ont des effets inhibiteurs sur cette enzyme, dont la meilleure inhibition a été
enregistrée par les cones de Cupressus sempervirens pour les extraits N-but (EtOH/eau) et
Act Et (EtOH/eau) avec une teneur de 22,88% et 20,16%, successivement.

Les résultats d’ICso obtenu, indiquent que ces plantes peuvent étre investiguée a des fin
pharmaco-thérapeutique, et notamment, [’extrait N-but (EtOH/eau) de Cupressus
sempervirens L (cones) qui est présente les plus faibles valeurs de constante d’inhibition

avec une teneur de (ICso = 0,49mg/ml).
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Conclusion

Nous concluons a partir de cette étude que les extraits de Cupressus sempervirens et Achillea
santolina constituent une source en composés phénoliques et saponines douées d’activité anti-
amylasique. Ce qui nous encourage a approfondir la recherche pour caractériser les
molécules responsables a cette inhibition, fractionner et identifier certains composants

majoritaires dans ces plantes et tester leur effet in vivo.
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Figures.15. Les structures chimiques de quelques composes
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Annexe

L’acide gallique :

L’acide gallique (acide 3,4,5-trihydroxybenzoique) est uncomposé organique
aromatique, largement répandu dans les plantes soit sous forme libre soit comme

composant des gallotanins.

Il est classé dans les acides-phénols (ou acides phénoliques) puisqu'il comporte a la fois
une fonction carboxylique et des hydroxyles phénoliques. Et comme il est dérivé de I'acide
benzoique, on le classe aussi dans les acides hydroxybenzoiques (Gow-ChinYen et al.,
2002).

La quercétine :

La quercétine ou quercétol est un flavonoide de type flavonol présent chez les plantes

comme métabolite secondaire.

Le quercétol est le plus actif des flavonoides et de nombreuses plantes

médicinales doivent leur efficacité a leur fort taux en quercétol (Andreas et al., 2008)
La vanilline :

La vanilline est un composé tres volatile, sa pression de vapeur saturante est élevée.
Quand nous flairons un produit alimentaire qui contient I’ardme de vanille, nous aspirons
une portion d’air qui environne le produit. Celle-ci est chargée en composés odorants
(Douglass et al., 2007).

57


https://fr.wikipedia.org/wiki/Compos%C3%A9_organique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Aromaticit%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide-ph%C3%A9nol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_carboxylique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydroxyle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_benzo%C3%AFque
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_benzo%C3%AFque
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_hydroxybenzo%C3%AFque
https://fr.wikipedia.org/wiki/Flavono%C3%AFde
https://fr.wikipedia.org/wiki/Flavonols
https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tabolite
https://fr.wikipedia.org/wiki/Plantes_m%C3%A9dicinales
https://fr.wikipedia.org/wiki/Plantes_m%C3%A9dicinales

Annexe

Préparations des testes

1. Préparation du tampon phosphate (1L) pour I’enzyme :

K2HPO4: 0,87 g;
KH2PO4:0.68 ¢;
KCL:09¢g;
pH=7,0£0.2.

2. Préparation du réactif DNS pour 500ml :

DNS: 2,59

Phénol cristallin: 0,59 ;

Double tartarate de Na et K: 50 g ;
Sulfit de soduim: 0,125 ;

NaOH : 5¢g ;

pH=7,0%0.2.

Chaque produit solubilisé séparément dans 1’eau distillée puis mélanger une fiole de 500 ml
3. Préparation du ’enzyme :

Enzyme : 0,0037 g
Tampon phosphate : 10 ml

Préparation chaque 48h.

4. Préparation du substrat :

Amidon : C sm=10g/I

Préparé chaque semaine
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Annexe

Annexe 01 : Courbes représentants la variation du pourcentage d’inhibition PI% en fonction
de la concentration en phénols des extraits d” A c. Et issus d’une extraction (acétone/eau) de
les graines et les cones (Cupressus) et I’ Achillea
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Annexe

Annexe 02 : Courbes représentants la variation du pourcentage d’inhibition PI% en fonction
de la concentration en phénols des extraits d’une extraction (éthanol/eau) des graines
(Cupressus) et 1’ Achillea
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