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Résumé

Le but de cette étude, est d'évaluer I’effet inhibiteur sur 1’a-glucosidase et l'activité
antioxydante des extraits aqueux et organiques de quelques plantes médicinales. Les teneurs en
composés phénoliques totaux des extraits des plantes ont été exprimées en €quivalent d'acide
gallique, alors que les concentrations en flavonoides ont été exprimées en équivalent de
quercétine. La majorité des plantes ont montré des activités inhibitrices vis-a-vis 1’a -
glucosidase. Les valeurs d’IC 5, ont été déterminées pour les meilleures plantes inhibitrices
communes entre les deux méthodes d’extraction (Cistus villosus, Salvia officinalis et
Zygophyllum album), avec des valeurs allant de 0, 38 a 28, 95 mg / ml. L'évaluation de l'activité
antioxydante de ces plantes en utilisant le test DPPHe, montre que ’extrait phénolique de la
plante Salvia officinalis présente une bonne capacité antioxydante comparativement aux
antioxydants pris comme référence (la vitamine C et la rutine).

Mots Clés : Extraits phénoliques, Effet inhibiteur ; a-glucosidase, Activité antioxydante.

gadla

5 Ale clialiinal 5auSO) sladll LLall s ) sSola o ardi) daai UG 4 s A ) a2 (e Chagll
Folin <2dlS alaiuly 4l clalaiual 4 gl S jall 4paS )28 ¢ 485 prall dplall Clilil) Gand 4 g
Ot S 6 S o saie 1Y) 2 5 5IS Aladiuly cclan @Al Al s Gllique e 585w Ciocalteu

il JumdY [Csp a 2an3 a3 5 3l sSola - g J o 330 Ll € e 5l il alies <yl
O DAY 38 )l S A AS Bl Zygophyllum album s salvia officinalis « Cistus villosus) 3aiial)
a3l 5 palae 4 yad aladiuly Clilall & 3auSO aliaal) LaLaall api 43 a3 (i Ja / &le 28,95 ) 0,38
Baliaall jualially 45 )lie 320850 33lias saa 3,38 Jasy Salvia officinalis Sl J sud) Galaiudl of DPPHe
(0505 C Ol o a8 ) 1 3203
3 alcadl Lladll OlaySile ¢ dadill Al claliied) ;o Adalidal)  clalll)



Summary

The aim of this study is to evaluate the a-glucosidase inhibitory effect and the antioxidant
activity of aqueous and organics extracts of some medicinal plants. The total phenolic
compounds contents, of plants extracts using Folin-Ciocalteu reagent expressed as gallic acid
equivalent. Whereas, the total flavonoids contents, detected using aluminum chloride expressed
as quercetin equivalent. The major plants were found to inhibit enzymatic activity of a-
glucosidase. The values of the ICsy constants have been determined for the best inhibitory plants
common in both extraction methods (Cistus villosus, Salvia officinalis and Zygophylum album),
with values ranged from 0.38 to 28.95 mg/ml. The evaluation of antioxidant activity of this
plants using DPPHe test, shows that the phenolic extract of Salvia officinalis exhibit good
antioxidant capacity comparatively to the antioxidants taken as reference (vitamin C and rutin).

Key words: Phenolic extracts, Inhibition effect, a-glucosidase, antioxidant activity.
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GENERALE



Introduction geénérale

Les remédes traditionnels a base de plantes, ont longtemps été employés a travers
le monde en raison de leurs efficacités, de leurs moindres effets secondaires et de leurs
couts relativement faible. Ces plantes sont utilisées sous forme de tisanes, extraits ou
préparations complexes, sans savoir a quoi étaient dues leurs actions bénéfiques et
quelles sont les molécules responsables de 1’action, par conséquent; les recherches sur

les plantes sont devenues de plus en plus importantes (Prabhakar et Doble, 2011).

Les plantes synthétisent une vaste gamme de métabolites secondaires tels que les
alcaloides et leur dérivés, les terpenes, les stéroides et les composés phénoliques
(flavonoides) qui ont montré de multiples intéréts mis a profit dans I’industrie : en
alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie comme ils se sont surtout illustrés

en thérapeutique (Jaganath et Crozier, 2010)

Le présent travail, entre dans le cadre de la valorisation de quelques plantes
médicinales locales, utilisées en thérapeutique traditionnelle dans la région de Laghouat,
comme antidiabétique. L’intérét de ces plantes, est li¢ aux différents principes actifs
qu’elles renferment. On distingue parmi eux, les composés phénoliques dont plusieurs
activités biologiques ont ¢été confirmées par de nombreux travaux et résultats
expérimentaux : Activité anti-inflammatoire (Ait et al, 2011), activité antioxydante

(Wojdylo et al., 2007) et activité anticancéreuse (Huet, 2015).

Les composés phénoliques jouent un réle trés important comme antioxydants et
inhibiteurs d’enzymes comme 1’a - amylase, I’a - glucosidase, la pepsine, la trypsine et

les lipases (Chethan et al., 2008).

L’a - glucosidase, est une enzyme digestive intervenant en second lieu dans le
processus digestif des hydrates de carbone. Catalysant la réaction hydrolytique des
liaisons a 1 - 4 de disaccharides, libérant du glucose. Les inhibiteurs de cette enzyme,
retardent et prolongent 1'hydrolyse des hydrates de carbone, en évitant la monté du taux

de glucose plasmatique par la réduction de son taux d'absorption (Tundis et al., 2010).




Introduction geénérale

L'objectif de notre travail est la confirmation de l'activité antidiabétique de ces
plantes par l'inhibition de 1' a - glucosidase ainsi que I’évaluation de I’activité

antioxydante.

La premicre partie de ce mémoire est consacrée a un apercu bibliographique
général sur le diabete, les composés phénoliques et relation inhibition activité

antioxydante.
La deuxieéme partie est réservée a la description du protocole expérimental

L’interprétation et la discussion des résultats obtenus seront présentée dans la

derniére partie.
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Généralités
I. Le diabéte :

I.1. Définition :

Le diabete sucré, est un trouble métabolique caractérisé par la présence d’une
hyperglycémie attribuable a un défaut de la sécrétion d’insuline ou a I’action de
I’insuline, ou des deux. L hyperglycémie chronique liée au diabéte est associée a des
complications microvasculaires a long terme assez spécifiques touchant les yeux, les
reins et les nerfs, ainsi qu’a un risque accru de maladie cardiovasculaire. Il est
diagnostiqué par des symptdmes tels que la chaleur interne du corps qui se traduit par
I’émission d'un volume ¢élevé d'urine, la faiblesse du corps, perte de poids (Goldenberg

et al., 2013).

I.2. Classification :

La nouvelle classification répartit le diabéte selon 1’étiologie on distingue :

e[ ¢ diabete de type 1 résulte surtout de la destruction des cellules béta du
pancréas et prédispose a 1’acidocétose. Cette forme de diabéte comprend les cas
attribuables a un processus auto-immun et les cas dont la cause de la destruction
des cellules béta est inconnue.

e[ e diabete de type 2 peut étre surtout attribuable a une insulinorésistance
accompagnée d’une carence insulinique relative ou a une anomalie de la
sécrétion accompagnée d’une insulinorésistance.

e[ ¢ diabete gestationnel est une intolérance au glucose qui se manifeste ou
qu’on dépiste pour la premiere fois pendant la grossesse.

e[ es autres types particuliers comprennent une grande variété de troubles
relativement peu courants, surtout des formes de diabéte définies génétiquement
ou associé¢es a d’autres maladies ou a des médicaments (Goldenberg et al.,

2013).

I.3. Epidémiologie :

Le diabéte sucré est une maladie grave, dont les complications peuvent étre

dévastatrices et qui frappe a tout age, partout dans le monde.
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En 1985, on estimait qu’un diagnostic de diabéte avait été posé chez environ 30

millions de personne dans le monde; en 2000, ce nombre était passé a plus de 150
millions. En 2012, la Fédération internationale du diabete (FID) a estimé que 371
millions de personnes étaient atteintes de diabéte et on prévoit atteindre les 552 millions
(soit un adulte sur 10) d’ici 2030, ce qui correspond a I’apparition de trois nouveaux cas

par seconde (Alice, 2013).

I.4. Traitement :

Les médicaments antidiabétiques actuellement disponibles, contrélent les niveaux
de glucose sanguin sous la gamme normale et ceci en complétant I’insuline, en
améliorant la sensibilit¢ d’insuline, en augmentant la sécrétion d’insuline par le
pancréas et en diminuant I’absorption du glucose au niveau intestinale (Prabhakar et

Doble, 2011)

Le but de tout traitement antidiabétique est d’atteindre un taux de sucre dans le
sang ne dépassant pas 1,6 a 1,8 g/l. Pour le diabéte de type 1, le traitement est
strictement par I’administration d’insuline. Tandis que le traitement essentiel du diabéte
de type 2 se résume a I’application stricte d’un régime alimentaire associé¢ a l'exercice
physique permettant principalement de retrouver un poids normal. S’ils ne sont pas
suffisants pour rétablir 1'équilibre glycémique, il existe des médicaments

hypoglycémiants actifs par voie orale (Cheng et Josse, 2004).

1.4.1. Insulinothérapie :

L’insulinothérapie demeure la pierre angulaire de la maitrise de la glycémie chez
les personnes atteintes de diabéte de type 1. Et les préparations d’insuline sont classées
en fonction de leurs durées d’action, de leurs délais d’action et du moment de leurs

activité maximale (Mcgibbon et al., 2013).

1.4.2. Hypoglycémiante oraux :

Les différentes classes d’antidiabétiques oraux avec leurs mécanismes d’action,

leurs effets secondaires et leurs moments de prise sont présentées dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Classement des antidiabétiques oraux (Delforges et al., 2004)

Possible effet

Moment

Classe Mécanisme d’action optimum de la
secondaire
prise
Hypoglycémie Avant le repas
Sulfamides Stimulent la sécrétion d’insuline (éviter de sauter un (mais plus de 30
repas) min avant)
: o Hypoglycémie
Stimulent la sécrétion d’insuline, Avant le repas
o ) ) (ne pas prendre le
Glinides mais d’une facon plus rapide et plus ] ) (pas plus de 15
) comprimé si un repas est ]
courte que les sulfamides min avant)
sauté)
Au moment du
Réduisent la production de glucose Trouble digestifs repas
Biguanides par le foie et favorisent 1’action de (diarrhée, gout Améliore la
I’insuline sur les tissus (muscle) métallique) tolérance
digestive)
Inhibiteurs des ) ] Trouble digestifs )
Retardent L absorption des glucides Avant la premiére
alpha- ] (ballonnements,
) ingérés bouchée du repas
glucosidases flatulence)

I.5. Nouvelle alternative de traitement :

Les hypoglycémiants de synthése sont susceptibles de causés beaucoup d’effets

secondaires, de ce fait la recherche d’une nouvelle classe des composés est essentielle

pour surmonter ces effets secondaires. Traditionnellement, un certain nombre de plantes

ont ¢ét¢ employée dans la gestion du diabete et les effets hypoglycémiants de quelques

unes d’entre elles seulement ont été confirmés scientifiquement. Plus de 800 plantes ont

été étudices pour leurs potentiels antidiabétiques parmi les milliers de plantes utilisées

dans diverses régions du monde (Okokon et al., 2012).

I.6. Stress oxydant et diabéte :

L.6.1.Stress oxydant et radicaux libres :

La formation de radicaux libres (superoxyde et hydroxyle par exemple) est une

conséquence normale du métabolisme aérobie chez I’Homme.

Toutefois, un

déséquilibre entre la production de radicaux libres et les mécanismes de défense

g
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antioxydante conduit a un stress oxydatif pouvant entrainer des altérations moléculaires

et cellulaires. Les lipides et ’ADN sont particulie¢rement sensibles a ’action des

radicaux libres.

Il est possible de mesurer la production de radicaux libres, la capacité
antioxydante et les effets biologiques du stress oxydatif. Toutefois, en pratique clinique,
I’évaluation du stress oxydatif est faite par la mesure des produits de dégradation des

lipides et par la mesure des capacités de protection (Goudable et favier, 1997).

1.6.2. Les antioxydants naturels et de synthése :

La plupart des antioxydants utilisés commercialement par exemple,
butylhydroxytoluéne (BHT) et butylhydroxyanisol (BHA)] sont synthétiques et certains
d’entre eux ont ét¢ soupconné de causer ou de favoriser des effets négatifs sur la santé
tel les cancers (Shahin, 2008) et, par conséquent, certaines restrictions sont placées sur
leurs applications et il y a une tendance a les remplacer par des antioxydants naturels.
Ces dernieres années, la recherche d’antioxydants naturels en particulier a partir de
plantes a augment¢ et certaines plantes médicinales ont été largement étudiées pour des

activités anti-oxydantes.

Les antioxydants naturels proviennent principalement de plantes sous forme de
composés phénoliques (flavonoides, acides phénoliques, stilbénes, tocophérols, et
tocotriénols), 1’acide ascorbique et les caroténoides. La quéte d’antioxydants naturels
pour I’alimentation, les utilisations cosmétiques et pharmaceutiques sont devenues un
enjeu industriel majeur de la recherche scientifique au cours des deux dernicres
décennies. Les efforts visant a acquérir des connaissances approfondies sur le pouvoir
d’antioxydants a partir de plantes et d’exploiter leurs potentiels sont donc en

augmentation (Shahin, 2008).

1.6.3. Radicaux libres et diabeéte :

L’¢état d’hyperglycémie chronique du diabéte sucré conduit a un stress oxydant,
c’est-a-dire un déséquilibre entre pro-oxydants et anti-oxydants au profit des premiers.
Plusieurs mécanismes semblent étre impliquer dans la genése de ce stress oxydant :
auto-oxydation du glucose, glycation des protéines, voie des polyols, surproduction de

radicaux superoxyde au niveau de la mitochondrie et a la NAD(P)H oxydase.
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L’équilibre glycémique joue un role trés important dans la balance pro-oxydants/anti-

oxydants. Les macromolécules telles que les molécules de la matrice extra-cellulaire, les
lipoprotéines et 1’acide désoxyribonucléique sont aussi les cibles des radicaux libres
dans le diabéte sucré. Ce stress oxydant est impliqué dans la physiopathologie des
complications du diabéte. L’état d’hyperglycémie chronique favorise également les
réactions de glycation (fixation irréversible du glucose sur les fonctions amines des
protéines), en donnant les produits de glycation avancée (AGE). Ces derniers, grace a
leurs reconnaissances par des récepteurs cellulaires, participent au développement d’un
stress oxydant et d’un état pro-inflammatoire. L’implication du stress oxydant et des
AGE dans les complications du diabéte est a D'origine du développement de
thérapeutiques complémentaires par des molécules anti-oxydantes et/ou anti-AGE

(Favier, 2006).

I.7. Inhibition de I’a-glucosidase :

L’a - glucosidase (EC 3.2.1.20) est ’'une des enzymes de digestion des glucides,
elle est lice a la membrane de I'épithélium de l'intestin gréle. Cette enzyme catalyse la
réaction d'hydrolyse des disaccarides pour libérer du glucose de I'extrémité non

réductrice du substrat (Tundis et al., 2010).

Une approche thérapeutique pour réduire I'hyperglycémie est de retarder et réduire
la digestion et l'absorption des hydrates de carbone ingérés par 1’inhibition de I’a-
amylase et 1’a-glucosidase dans les organes digestifs. L'inhibition des enzymes
impliquées dans la digestion des glucides peut diminuer de manicre significative
l'augmentation postprandiale du glucose dans le sang en retardant le processus

d'hydrolyse et d'absorption des glucides (Khacheba et al., 2014)[2].
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Partie expérimentale

II. 1. Matériel végétal :

Diverses plantes sont utilisées pour leurs propriétés hypoglycémiantes par des
populations diabétiques a travers le monde, suivant en cela des considérations

historiques, culturelles et économiques (Chabane et al., 2013).

Notre ¢étude, a été réalisée sur 18 plantes connus pour leurs pouvoirs
hypoglycémiants par la population diabétique locale de la ville de Laghouat. 12 d’entre
elles, ont été acheté chez des herboristes locaux et qui sont récoltées dans les environs
du chef-lieu. Les six autre ont été récolté, trois d’entre eux a savoir Haloxylon
scoparium, Helianthem lippi et Matricaria pubescens ont été récolté a oued Messaad (2
environ 19.4Km du chef-lieu), deux autre a Taghith (a environ 95.2km du chef-lieu de
la wilaya de Béchar) qui sont Pituranthos chloranthus et Rhanterium adpressum
pendent le mois de Février 2015. La dernieére Genista corsica a été récolté a Zelfana (a
environ 68 Km du chef-lieu de la wilaya de Ghardaia) pendent le mois de Mai 2015.
Les noms des plantes ainsi que les parties utilisées de chaqu’une d’elles sont résumées

dans le Tableau (2).

Ces plantes ont déja fait l'objet d’études sur leurs activités antioxydantes et
inhibitrices d’enzyme dans le laboratoire des sciences fondamentales de l'université de

Laghouat.

Tableau 2 : Noms et parties utilisées des plantes étudiées.

Nom de la plante Partie utilisés

Espéce (Famille) Vernaculaire
Ajuga iva Chendgoura- 3_ il Feuilles et tiges
(Lamiacées)
Anthemis arvensis Noug - il Feuilles et tiges
(Astéracées)
Berberis vulgaris Oud griss - os £ 25 Ecorce
(Berbéridacées)
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Cistus villosus El kassa - 4.=Ull Feuilles, tiges et
(Cistacées) fleurs
Equisettum arvense Denb el kail - Jiall i Partie aérienne
(Equisétacées)

Erythraea centaurium Moraret el hanech - Partie aérienne
(Gentianacées) siall s )

Genista corsica Zhaida - 33 3l Partie aérienne
(Fabacées)

Haloxylon scoparium Remth - <)l Feuilles
(Amarantacées)

Helianthem lippi Reguig - &) Feuilles et fleurs
(Cistacées)

Marrubium vulgaire Timerioute - < 5 s Partie aérienne
(Lamiacées)

Matricaria pubescens Gartoufa - 48 sk y3ll Feuilles, fleurs
(Composites) et tiges
Ocimum basilicum Hbek - Gl Feuilles
(Lamiacées)

Pituranthos chloranthus ~ Gouzeh - g 3 Partie aérienne
(Ombelliféres)
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Rhamnus alaternus Tassalhine - (palas Feuilles
(Rhamnacées)

Rhanterium adpressum Arfage - 7= Feuilles
(Astéracées)

Salvia officinalis Swak el nabie -2l &l g Feuilles et tiges
(Lamiacées)

Teucrium polium Jiaida - 322 Feuilles et tiges
(Labiées)

Zygophyllum album Agga - 4l Partie aérienne
(Zygophyllacées)

II. 2. Prétraitement des échantillons :

Apres la récolte, les échantillons ont été séchés a température ambiante, a 1'abri de
la lumicre et dans un endroit sec et bien aéré. Une fois séché, ils ont été broyés et
tamisés en vue d’obtenir la méme granulométrie, et conservés dans des flacons en verre
hermétiquement fermés jusqu’a extraction. Les autres plantes achetés directement chez

les herboristes sont subi le méme traitement.
I1. 3. Tests phytochimiques des composés phénoliques :

Afin d’avoir une idée sur quelques principes actifs présents dans les especes
choisies pour cette étude, la partie aérienne choisie pour 1’extraction, a subi des tests

phytochimiques afin de confirmer 1’existence des quelques composés phénoliques.

s
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II. 3. 1. Tanins :

Une masse arbitraire de la poudre de chaque plante, est macéré dans un volume
d’éthanol pendent 24 h a I’obscurité. Apres filtration, quelques gouttes de FeCls sont
ajoutées au filtrat. L’apparition d’une couleur verte foncé indique la présence des tanins

(Salehi et al., 1992).
I1. 3.2. Saponines :

Une masse arbitraire de la poudre de chaque plante a été chauffée dans de I'eau
distillée jusqu’a ébullition, aprés refroidissement, le mélange a ¢été filtré et
vigoureusement agité, ’apparition d’une mousse stables de hauteur supérieur a 1 cm

apres 15 min indique la présence des saponines (Mojab et al., 2003).
II. 3. 3. Flavonoides :

Une masse arbitraire de la poudre de chaque plante a été macérée dans le
méthanol pendant 24H, un volume d’AlCl; a été ajouté a un certain volume du filtrat.
L’apparition d’une couleur jaune foncé indique la présence des flavonoides (Quettier,

2000).

I1.4. Préparation des extraits phénolique :

I1.4. 1. Extraction hydro —alcoolique :

Les Composés biologiquement actifs se produisent généralement en faible
concentration dans les plantes. Une meilleure technique d'extraction est celle qui est
capable d'obtenir des extraits avec un rendement élevé et avec des changements
minimes aux propriétés fonctionnelles des extraits (Dhanani, 2013). En plus Le choix du
solvant influe sur le rendement, I'efficacité de I'extraction et les propriétés de I’extrait.
En fait, chaque systéme matériel-solvant la plante présente un comportement particulier

(Ammar et al., 2014).

Dans la présente étude, 1’extraction a €té réalisée selon le protocole adapté par

Khacheba et al., 2014[2], selon trois étapes : macération, dépigmentation et purification.
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11.4. 1.1. Macération :

Une quantit¢ de 5g de chaque poudre est est macérée dans mélange hydro -
alcoolique (méthanol-eau) (80 : 20 V/V) pendent 24 heures a température ambiante et a
I’obscurité. L’extrait est filtré puis le résidu est repris pour une deuxiéme macération
avec un autre volume du méme mélange hydroalcoolique dans les mémes conditions.

Ce qui nous a donc permit d’obtenir I’extrait hydroalcoolique brut.
11.4. 1.2. Dépigmentation :

L’extrait brut est évaporé sous pression réduite a 45°C, puis la phase aqueuse
restante est lavée une ou plusieurs fois avec un méme volume d’hexane, jusqu’a

I’épuisement des pigments et des lipides.
11.4. 1.3. Purification :

La phase aqueuse ainsi obtenue est ensuite lavée une ou plusieurs fois avec un
méme volume d’acétate d’éthyle. Ce qui nous a permis d’avoir des fractions a priori

contiennent les composés phénoliques polaires.

Les extraits organiques ainsi obtenus sont séchés avec du sulfate sodium anhydre
puis évaporés a sec a pression réduite a 45°C. Les extraits phénoliques ainsi obtenus
présentent généralement un aspect visqueux, de couleur verte, jaune et marron. Les
résidus sec sont repris dans 10 ml de méthanol pur donnant la fraction phénolique

correctement purifiée et conservée au réfrigérateur jusqu’ a leur analyse.
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Extraction solide-liquide :5g de la matiére séche de

chaque plante + 100ml de solvant (méthanol —eau : 80/20)

Macération pendant 48H ——

(En renouvellent le solvant chaque

L~ 24H) a I’abri de la lumiére et a

température ambiante.

Filtration avec du papier filtre

\

Evaporation du méthanol (45°C)

Fraction aqueuse

!

Extraction liquide — liquide

D¢élipidation/dépigmentation

Extraction des composés
phénoliques

—>  Hexane

—  Acétate d’éthyle

Fraction d’acétate d’éthyle

Elimination des traces
d’eau

> Sulfate de sodium anhydre

Evaporation a sec (45°C)

Calcul du rendement

Récupération du Résidu sec dans le méthanol

Conservation a 3°C jusqu’a ’utilisation

Schéma : Protocole d’extraction (macération Hydroalcooliques).

I1.4. 2. Extraction aqueuse :

L’extraction ici a été réalisée selon le protocole adapté par Khacheba et al., Aout

2014, avec de I’eau distillée. Les parties utilisées ont été broyées manuellement,

tamisées pour ¢éliminer les grosses graines. Une masse arbitraire de chaque poudre ainsi

obtenue est macéré dans l'eau distillée a 75°C pendant 20 min.
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Aprés filtration et évaporation de l'eau a pression réduite, les résidus sont pesés,
solubilisés dans de l'eau distillée puis conservés sous une température de 4°C jusqu'a

leur analyse.

5 g de la poudre végétale de chaque plantes + 40ml de
I’eau distillée

Dans un bain mary a 90°C Pendant 20 minutes

Filtration avec du papier filtre

Evaporation a sec

Calcul des rendements

Solubilisation dans de ’eau distillée

Conservation a 3°C jusqu’a leurs 1’utilisation

Schéma : Protocole d’extraction par décoction aqueuse.
I1. 5. Dosage des composés phénoliques :

I1.5.1. Dosage des phénols totaux :

Le dosage des phénols totaux a été effectué par la méthode adaptée de Singleton
et Ross (1965) avec le réactif de Folin-Ciocalteu commercial. Le réactif est formé
d’acide phosphotungestique H3PW,04 et d’acide phosphomolybdique H3PM;,049, qui
sont réduits lors de 1’oxydation des phénols en oxydes bleu de tungsténe (WgO,3) et de

molybdéne(MogO,3) (Giner-Chavez, 1996).

Pour réaliser le dosage, 100 ul de chaque extrait dilué a différentes concentrations

sont mélangés a 500 ul du réactif de folin-Ciocalteu.
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Aprés deux minutes d'incubation, 2 ml de carbonate de sodium Na,COs sont
ajouté. Les tubes sont ensuite agités et placés a l’obscurit¢ pendant 30 minutes a

température ambiante

La lecture de I’absorbance de chaque solution préparée est mesurée a 'aide d'un
spectrophotomeétre UV-Visible de type Shimadzu 1601, a une longueur d’onde de 760
nm contre un blanc. Les valeurs de 1'absorbance sont proportionnelles a la quantité de
polyphénols présente dans nos extraits. Et les résultats sont présenté en mg équivalent

d’acide gallique/g de maticre séche.
I1. 5.2. Dosages des flavonoides :

Les teneurs en flavonoides ont ét¢ mesurés par une méthode adaptée de Lamaison
et Carnat (1991) en utilisant le trichlorure d’aluminium (AICl;) comme réactif

(Bahorun, 1997).

Pour réaliser le dosage, 1 ml de chaque solution diluée a ét¢ mélangée a 1 ml
d’AlCl; puis incubé a la température ambiante pendant 20 minutes. La lecture de
I’absorbance de chaque solution préparée a ¢été mesurée dans le méme
spectrophotométre a une longueur d’onde de 409 nm contre un blanc. Les valeurs de
I’absorbance ainsi obtenues sont proportionnelles a la quantité de flavonoides présente
dans nos extraits. Et les résultats sont présent¢ en mg équivalent quercétine /g de

maticre seche.
I1.6. Effet d’inhibition des plantes sur I’a — glucosidase :

Dans la présente étude, on s’intéresse a 1’évaluation de I’effet des composés
phénoliques des extraits (des plantes investiguées) sur 1’activité enzymatique de I'a -

glucosidase d’une levure.

Dans le cas de cette enzyme la mesure de I’activité enzymatique revient a un
dosage spectrophotométrique indirect du produit libéré par unité de temps lors de

I’hydrolyse du substrat, dans des conditions de température et de pH favorables.
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I1.6. 1. Principe de la méthode de dosage par le DNS :

L’activit¢ enzymatique de I’ — glucosidase est dosée sur son substrat le
saccharose (un sucre double (diholoside) formé par la condensation de 2 oses : une
molécule de glucose et une molécule de fructose). Elle catalyse 1’hydrolyse de ce
substrat qui libére le glucose (aldohexose) et le fructose (cétose). Le glucose libéré est

dosé spectrophotomeétriquement (figure 1).

CH,OH
CH,0H CH,OH
0 a0 a-Glucosidase i &
OH 1 e H  ——

OH 0 CH,OH il

OH OH OH

OH
Saccharose Glucose Fructose

Figure 1: Produits de dégradation du saccharose par I’ o — glucosidase

La méthode est basée sur la capacité des sucres réducteurs a réduire I’acide 3-5-
dinitrosalicylique (DNS) en acide 3— amino— 5-nitrosalicylique en milieu alcalin ou le

groupement aldéhyde est oxydé en acide aldonique (figure 2).

Chaque molécule de glucose (une liaison hydrolysée) libérée dans le milieu
réactionnel, réagit avec le DNS en exces de couleur orange entrainant une réduction de
ce dernier, induisant en parallele un changement de couleur en rouge brique dont
I’intensité mesurée apres dilution a 540 nm est proportionnelle a la quantité en glucose

(Vagner et al., 2012).

O,
: c‘:’ " C[ZOOH
¢OOH H-0~OH COOH H-C~OH
OH HO—C—H D __oH HO—C—H
HO—-C—H /@f + HO—C—H
O:N NO2 : N I
H-C—OH ON NH, H-C-OH
|
HOH,C o HOH,C
P e . = 3.amino-5-dinitro
3,5-dinitro-salycilic acid el o
(DNS) reductor sugar salycilic acid aldonic acid

Figure 2 La réaction du réactif DNS avec un sucre réducteur.
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I1.6. 2. Test d’inhibition :

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

pourcentage d’inhibition ils pouvaient atteindre.

Dans des tubes a essais les milieux réactionnels contenaient 1 ml de saccharose et
100 pl de chaque extrait phénolique dilu¢ dans un tampon phosphate a la méme
concentration pour des raisons de comparaison. Les tubes sont ensuite placés pendant
10 minutes 4 37 'C, il s’en suit I’ajout de 100 pl de 1’enzyme suivie d’une incubation
pendant une durée de 30 min. La réaction enzymatique est stoppée par I’ajout du DNS,
le milieu réactionnel est ensuite porté a ébullition a 100 °C pendent 5 min, apres
refroidissement le milieu réactionnel est dilué avec de 1’eau distillée. Les absorbances
sont ensuite mesurées a 540 nm avec le méme spectrophotomeétre. Un controle a été

préparé de la méme fagon sans inhibiteur.

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

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

A controéle

A control: Absorbance du controle sans inhibiteur.

A ¢chantillon du test - Absorbance de 1’échantillon du test.
I1.6. 3. Etude du pouvoir anti-glucosidique :

L’activité inhibitrice confirmée par le test précédant, nous a encouragés de
procéder a 1’étude de Dl’activité anti - glucosidique pour les trois plantes (Cistus SP,
Salvia officinalis et Zygophyllum album) qui ont montrée une bonne inhibition pour
leurs deux extraits organique et aqueux, en vue de déterminer pour chaque extrait le

parametre ICs.
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Pour cela, nous avons varié la concentration en extraits phénoliques. L’activité
inhibitrice des extraits est mesurée comme décrit précédemment en introduisant 100 pl

des différentes concentrations variables d’extraits phénoliques.

La représentation graphique de la variation des pourcentages d’inhibition en
fonction des concentrations en extraits phénoliques, permet de déterminer les valeurs

d’1Csp pour chaque extrait.
I1.7. Evaluation de P’activité antioxydante :

L’activité antioxydant d’un composé correspond a sa capacité a résister a
I’oxydation. Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A),
I’acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés

phénoliques

Plusieurs méthodes sont utilis€es pour évaluer, in vitro et in vivo, ’activité

antioxydante par piégeage des radicaux différents (Popovici ef al., 2009).

Dans un but de trouver une relation entre activité inhibitrice et activité
antioxydante et suite aux résultats d’inhibition sur 1’a — glucosidase, 1’activité
antioxydante a été évalué sur les extraits des plantes : Cistus villosus, Salvia officinalis
et Zygophylum album vue qu’ils ont montré les pourcentages d’inhibition les plus
¢levés. La mise en évidence du pouvoir antioxydant de ces extraits, a été réalisée un test

chimique in vitro : le test du DPPH".

I1.7. 1. Test DPPH" :

11.7.1. 1. Principe de la méthode :

Pour le test antiradicalaire, nous avons utilisés du 1-1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl
(DPPH). Le DPPH, radical libre de couleur violette est réduit en un composé de couleur
jaune en présence de composés anti-radicalaires. L’intensité de la coloration, mesurée
au spectrophotometre a 517nm, est inversement proportionnelle a I’activité anti -

radicalaire des composés dont on souhaite déterminer leurs activités (Arab et al, 2013).
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1L.7. 1. 2. Procédure expérimentale :

Pour réaliser le test DPPH', dans un tube a essai 500 ul de chaque extrait
phénolique a différente concentrations croissantes a été additionné a 500 pl d’une
solution de DPPH". Le mélange réactionnel a été secoué¢ immédiatement, puis maintenu

a I’obscurité pendant une durée de 30 minutes a température ambiante.

L’absorbance du milieu réactionnel a ét¢ mesurée a 517 nm contre un blanc avec
le méme spectrophotometre utilis€ pour les procédures expérimentales précédentes.
Nous avons également, mesuré le pouvoir antiradicalaire par la méme procédure pour la
vitamine C et la Rutine pris comme des antioxydants de référence afin de référer

P’activité de nos extraits.

L’efficacité¢ antioxydant des extraits est déterminée ensuite par le calcul du
paramétre ECsy «efficient concentration» qui représente la concentration d’inhibiteur

(antioxydant) nécessaire pour diminuer 50% du taux des radicaux libre.
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I1I. 1. Tests phytochimiques des composes phénoliques :

Avant d’entreprendre toute tentative d’extraction et d’étude, nous avons établis
des tests phytochimiques sur 18 plantes connues localement pour leurs effets

hypoglycémiants pour repérer 1’existence de composés phénoliques.

Les résultats des trois tests phytochimiques réalisés sur les différentes poudres de
toute la partie aérienne de chaque plante étudiée, ont montré qu’elles contiennent des
flavonoides, des tanins et des saponines et donc, elles peuvent étre considérées comme
source de composés phénoliques et de saponines. Les résultats sont consignés dans le

tableau 3.

Tableau 3 : Les résultats des tests phytochimiques des composes phénoliques sur les

plantes.

Plante Tanins Flavonoides Saponines

Ajuga iva + + -
Anthemis arvensis + + Trace
Berberis vulgaris + + -
Cistus SP +++ + +
Equisettum arvence + + Trace
Erythraea centaurium + + +
Genista corsica + + +
Haloxylon scoparium + + +++
Helianthem lippi ++ + Trace
Marrubium vulgaire + + +
Matricaria pubescens + + +
Ocimum basilicum + + + -
Pituranthos chloranthus + + -
Rhamnus alaternus + + +
Rhanterium adpressum + + -
Salvia officinalis + + +
Teucrium polium + + +++
Zygophyllum album + + ++

Sachant que : Le symbole « + » est en fonction de I’intensité de la coloration et/ou des
mousses stables. (-) : absence de métabolite, (+) : présence de métabolite en faible
quantité, (++) : Présence de métabolite en quantité moyenne, (+++) : Présence

métabolite en quantité importante.
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Suite aux tests phytochimiques, nous avons constaté que les plantes étudiées
contiennent des tanins, des saponines et des flavonoides en quantité différentes. On peut

dire que ces plantes sont une source prometteuse de métabolites secondaires.

Au regard du tableau précédent, nous remarquons qu’il ya pratiquement la méme
présence en flavonoides chez toute les plantes mais en faible quantité, par contre une

différence est remarquée pour le contenu en saponines et en tanins.

Les tanins sont présents en forte quantit¢ chez la plante Cistus villosus,
moyennement chez les plantes [’Helianthem lippi et [’'Ocimum basilicum et en faible
quantit¢ chez le reste des plantes. Concernant les plantes Haloxylon scoparium et
Teucrium polium, sont montré les plus riche en saponines, ces différences peut étre due
au facteurs abiotiques tels que l'intensité de lumiére, la température, la disponibilité de
l'eau, le type et la composition chimique du sol, le dioxyde de carbone et les niveaux
d'oxygene et la présence de polluants, qui sont pas stables dans les écosystemes et les
conséquences de leur variation influence en augmentant la synthése des métabolites

secondaires (Szakiel et al., 2011).
I1I. 2. Préparation des extraits phénoliques :

La solubilité des composés phénoliques, dépend de leur nature chimique qui varie
de composés simples au fortement polymérisés. Les matieres végétales peuvent contenir
des quantités variables d'acides phénoliques, phénylpropanoides, anthocyanines, et
tanins. Cette diversité structurale est responsable de la grande variabilité¢ des propriétés
physico-chimiques influencant I'extraction des polyphénols. Entre autre, la solubilité des
composés phénoliques est affectée par la polarité du solvant utilis¢ (Mahmoudi ez al.,

2013).

L’extraction des composés phénoliques des plantes étudices, a été effectuée par
deux méthodes hydroalcoolique et aqueuse. Les teneurs, les aspects et les couleurs de

chaque extrait bruts sont consigné dans le (Tableau 4).
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Tableau 4 : Teneurs, aspects et couleurs des extraits organiques et aqueux

Plante Couleur

Teneur (%)

Extraction Extraction Extraction Extraction
hydroalcoolique aqueuse hydroalcoolique aqueuse

Ajuga iva Visqueux  Vert militaire Marron 2,24 7,90
foncé

Anthemis arvensis Visqueux Vert foncé Marron 5,72 17,41

Berberis vulgaris Visqueux  Marron-Jaune Marron 2,58 7,90

Cistus SP Visqueux Vert- foncé Marron 5,08 11,49
foncé

Equisettum arvence Visqueux  Vert militaire Orange 1,04 8,216

Erythraea centaurium  Visqueux  Vert militaire Orange 4,08 20,83

Genista corsica Visqueux  Vert militaire Marron 291 5,87
claire

Haloxylon scoparium Visqueux  Vert foncé Marron 1,03 16,18
foncé

Helianthem lippi Visqueux  Vert militaire Non 2,53 Non

déterminer déterminé

Marrubium vulgaire Visqueux  Vert foncé Marron 1,76 11,70
foncé

Matricaria pubescens ~ Visqueux  Vert-jaune Marron 2,10 17,11
foncé

Ocimum basilicum Visqueux  Orange foncé Orange 1,33 17,81
foncé

Pituranthos Visqueux  Vert militaire Marron 2,57 6,47

chloranthus

Rhamnus alaternus Visqueux Vert foncé Marron 3,22 9,60
foncé

Rhanterium adpressum  Visqueux  Vert foncé Marron 5,12 12,14

Salvia officinalis Visqueux  Vert foncé Marron 1,10 6,35
foncé

Teucrium polium Visqueux  Vert militaire Marron 3,68 8,14
foncé

Zygophyllum album Visqueux  Vert-jaune Jaune 1,57 23,74

Au regard du tableau précédent, on remarque que tout les extrait ont montré des aspects
visqueux de différentes couleurs variant du jaune claire, jaune foncé au de marron pour
les extrait aqueux, tandis que les extraits organiques les couleurs en variée du vert, de

I’orange, du marron au Jaune.

Les teneurs de I’extraction hydroalcooliques, ont varié entre 1,03 % pour la plante
Haloxylon scoparium et 5.72 % pour la plante Anthemis arvensis, quant aux teneurs des
extrait aqueux elles ont variée entre 5,87 % pour la plante Genista corsica et 23,74%
pour la plante Zygophylum album ; cette différence de teneur entre les différentes

plantes pour une méme extraction peut é&tre expliquée par le changement des
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caractéristiques et la composition des plantes et méme de la granulométries et des

interaction solide-liquide (solvant) (Tiwari ez al. , 2011).

Si on compare les teneurs d’extraction entre les deux méthodes d’extraction
utilisées dans cette étude, on remarque pour chaque plante que les teneures enregistrées
pour D’extraction aqueuse et supérieure a celle enregistrée pour [|’extraction
hydroalcoolique. Ceci est peut étre attribuée a la forte capacité de dissolution de 1'eau.
En fait, ’eau présente un indice de polarité, une constante di¢lectrique et une énergie de
cohésion trés élevée par rapport a d'autres solvants, ce qui fournit une liaison forte entre
les molécules d'eau et des composés polaires du soluté, provoquant leur dissolution

(Dhanani et al., 2013).

Une étude réalisée par Khachba er al., 2014 [1], sur les méme plantes avec la
méme procédure d’extraction aqueuse, a montré une différence de teneurs. En prend
I’exemple de la plante Matricaria pubescens qui a enregistré une teneur de 17,11% (en

2015) et 7.62% dans 1’é¢tude de Khachba(1].

Et dans une autre étude réalise aussi par Khachba et al, 2014, ’extrait alcoolique
de la plante Genista corsica a enregistré une teneur de 3,4 % supérieure a celle
enregistrée dans notre étude 2,91%. Ces déférences peuvent étre liée a la saison de
récolte ou les contraintes abiotique sont différente( la sécheresse, la chaleur, les rayons
ultraviolet, la pollution de I’air et les attaques d’agents pathogenes...... ) ou a des
facteurs liés aux procédures d’extraction employées en tenant compte la durée
d'extraction, le type du contact matiére-solvant, la taille des particules de 1’échantillon,

’agitation et la température ( Biesiada et Tomaczak ; 2012).

Nous avons constaté, que les teneurs obtenues pour les plantes récoltée des

régions d’Oued Messaad (wilaya de Laghouat), de Zelfana (wilaya de Ghardaia)

et de Taghith (wilaya de Bechar) sont différentes. Les meilleurs teneurs d’extraction
chez les extrait aqueux, ont été enregistré pour les deux plantes "Matricaria pubescens"
et "Haloxylon scoparium" avec des valeurs de 17,11% et 16,18% respectivement. Quant
a D’extraction hydroalcoolique ; les meilleurs teneurs ont été obtenus chez plantes
Rhanterium adpressum (5,12%,), Pituranthos chloranthus (2,57%) et Genista corsica

(2,91%).
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On peut dire que ces différences de teneurs entre les plantes récoltées sont lices a la
quantité¢ d’eau disponible et les conditions climatiques qui ont influencés la quantité des

métabolites primaire et secondaire (Biesiada et Tomaczak, 2012).
I1I. 3. Dosage des phénols totaux et des flavonoides :

Avant toute tentative d’étude d’activité biologique, nous avons effectué un dosage
des phénols totaux sur les différents extraits préparés a partir de 18 plantes

hypoglycémiante.

Le dosage des phénols totaux a été réalisé par le réactif Folin-Ciocalteu et les
teneurs ont été exprimé par mg EAG/ g de matiere séche. Quant au dosage des
flavonoides, nous avons utilisé le trichlorure d’aluminium comme réactif et les teneurs

ont été exprimé par mg EQ/ g de matiére séche

Le tableau 5, résume les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides pour les

deux méthodes d’extraction a partir de chaque plante.

Tableau 5 : Teneur en Phénol totaux et en Flavonoides des différentes plantes étudiées.

Teneur en Phénols Teneur en Flavonoides

(mg/g) EQ

Extraction Extraction Extraction Extraction
hydro- aqueuse hydro- aqueuse

alcoolique alcoolique
Ajuga iva 0,57+ 0,07 2,40+ 0,10 0,22 + 0,02 1,90 +£ 0,21
Anthemis arvensis 6,39+ 0,64 7,64+ 0,20 5,11 +0,30 0,69+0,11
Berberis vulgaris 1,59+0,02 2,13+0,29 0,06 +0,01 0,21 £0,03
Cistus villosus 14,39+0,83 16,60+0,79 9,34+0,85 2,62+0,18
Equisettum arvence 1,45+0,19 2,20+0,23 0,22 +0,07 1,05+0,21
Erythraea centaurium 1,99+0,07 3,65+0,27 1,05 +£0,51 3,46 £ 0,29
Genista corsica 2,51+ 0,35 0,82+0,158 2,33 +0,34 0,41 +0,002
Haloxylon scoparium 0,90+0,04 11,42+0,47 0,38 +0,01 0,60 +0,04
Helianthem lippi 2,30+ 0,12 Non 1,10 £0,14 Non

Déterminer Déterminer

Marrubium vulgaire 0,70+ 0,19 1,47+ 0,23 0,49 +0,09 0,31 +0,03

3
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Matricaria pubescens 2,58+ 0,50 2,53+ 0,19 2,35+0,14 1,190 ,01
Ocimum basilicum 3,30+ 0,18 10,72+ 0,48 2,30 +0,55 1,24 £ 0,46
Pituranthos chloranthus 1,52+ 0,20 1,96+ 0,08 0,51 +0,04 0,64 + 0,05
Rhamnus alaternus 5,57+ 0,36 4,39+ 0,26 Non 2,14 +£0,24
Déterminer
Rhanterium adpressum 8,65+ 0,61 5,37+ 0,35 2,51 +0,33 1,00 £ 0,01
Salvia officinalis 2,38+ 0,12 9,01+ 0,16 1,95 +0,15 3,40+£0,14
Teucrium polium 4,94+ 0,37 4,60+ 0,04 2,83 +0,54 0,60+ 0,08
Zygophyllum album 1,11+ 0,04 1,42+ 0,03 0,99 +0,13 0,93 £ 0,04

D'apres la syntheése des résultats obtenus pour la quantification des composés
phénoliques, on constate que les teneurs en phénols totaux ont varié entre 0,57 et 14,39
mg EAG/g MS pour ’extraction hydro — alcoolique et entre 0,82 et 16,60 mg EAG/ g
MS pour I’extraction aqueuse. La plante Cistus villosus a enregistrée les teneurs les
plus élevée en phénols totaux dans les deux méthodes 14,39 + 0,83 mg GAE / g de
MS par extraction hydroalcoolique et 16,60+0,79 mg GAE / g de MS par I’extraction

aqueuse

Et pour le dosage des flavonoides, les teneurs ont varié entre de 0,06 et 9,34 mg
EQ/g de MS pour les extraits hydroalcooliques et entre 0,21 et 3,46 mg EQ/g de MS

pour les extraits aqueux.

Nous avons constaté que 1’extrait de la plante Berberis vulgaris a enregistré des
teneurs en flavonoides les plus faible (0,06 et 0,21 mg EQ/g de MS pour les extrait
hydro alcoolique et aqueux respectivement, tandis que le Cistus SP a montrée la teneur
la plus élevé 9,34+0,85 mg QE/ g de MS pour I’extrait hydro alcoolique mais en
deuxiéme position pour la teneur en flavonoide car elle dépassé par la plante Erythraea

centaurium dont la teneur 3,46 mg / g de MS pour ’extrait aqueux.

Si on compare les teneurs en flavonoides a celles des teneurs en composés
phénoliques pour les deux extraits hydroalcooliques et aqueux, on remarque qu’elles
sont toutes inférieures a ces dernieres, ce qui indique que les extraits contiennent
d'autres composés phénoliques possédant autres structures chimiques que celles des

flavonoides (Acide phénoliques, tanins, silénes...). Quelques plantes ont montré leur




Résultats et discussions

richesse en flavonoides a savoir: Anthemis arvensis, Cistus villosus, Teucrium polium et

Rhamnus alaternus.

De plus nous remarquons que les teneurs en phénols et en flavonoides sont treés
proches ce qui peut étre expliqué par le fait que presque tout les phénols extrait sont des

flavonoides

Si on compare les valeurs de ces teneurs en composés phénoliques pour les extrait
hydroalcoolique a celles des teneurs des extraits aqueux, on remarque qu’elles sont
toutes inférieures a ces derniéres, ce qui indique que les extraits bruts aqueux obtenus
contiennent d’autres composés polaires a part les phénols tel que : les protéines, les

sucre simple (glucose), les glycoprotéines.

Des études réalisées au laboratoire des sciences fondamentales, sur les mémes
especes végétales de la région de Laghouat ayant utiliser la méme procédure
d’extraction aqueuse réalisée dans notre étude ont montré des teneurs en phénols
largement plus importantes que celles observées chez nos plantes (Khachba et al,
2014)[1]. Par contre une autre étude (Khachba et al., 2014)[2] ayant utiliser la méme
procédure d’extraction hydroalcoolique pour I’espece Genista corsica a montré des

teneurs presque similaire,

Dans une étude réalisée par Boussoussa et al., 2014 sur ’espéce Rhanterium
adpressum a montrée une teneur en phénols totaux presque similaire a celle enregistrée
pour I’espece Rhanterium adpressum dans notre étude mais une teneur en flavonoides
inférieure 2,51 mg / g MS contre 5.64 mg / g MS trouvé par Boussoussa , ce ci peut étre
da a la partie utilisée de la plante pour notre échantillon nous avons utilisé les feuilles
seulement qui ont montré une teneur en flavonoides inférieur aux fleurs ; cette
différence d’inégale de répartition des flavonoides pourrait s’expliquer par le faite que
les fleurs sont plus riche en flavonoides totaux, suivies des feuilles et des racines, puis
des fruits et enfin de 1’écorce ; car elle sont plus exposées a I’ensoleillement solaire que
les autres organes de la plante. En effet, les flavonoides assurent la protection des tissus
de la plante contre les effets nocifs du rayonnement solaire (Dohou et al., 2013 ;
Olivier N’Guessan et al., 2011). De plus les fleurs sont riches en enzymes impliqué

dans la synthése des flavonoides (Harborne, 2013).
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I1I. 4. Effet d’inhibition des trois plantes sur I’a — glucosidase :

I11.4.1.Test d’inhibition :

En vue de repérer les plantes ayants une capacité¢ inhibitrice vis-a-vis I' a -
glucosidase, des tests d'inhibitions in vitro ont été effectués a la méme concentration

d’extraits. Les différents taux d'inhibition calculés sont résumés dans le tableau 6.

Dans notre étude, I’activité enzymatique de 1’a-glucosidase a été mesurée sur son
substrat, le saccharose. Nous avons néanmoins choisi le saccharose comme substrat
essentiellement parce qu’il est non réducteur, ce qui nous a permis d’utiliser le réactif

DNS pour I’analyse en plus de sa disponibilité.

Apres analyses des résultats obtenus, nous avons constaté que tous les extraits
préparés présentent un potentiel d’inhibition vis-a-vis de I’a — glucosidase a différents

taux d’inhibition.

Les valeurs calculée, montrent que tout les pourcentages d’inhibition des extraits
aqueux sont inférieurs a 35 % excepté les plantes Cistus villosus et Salvia officinalis qui
ont enregistrés les meilleures pourcentages 98,03 et 67,22% respectivement. Nous
avons constaté que tous les extraits hydro- alcoolique présentent un pouvoir d’inhibition
vis-a-vis ’a- glucosidase avec des pourcentages tres élevé compris entre 53,36 et 100
%. Cela peut étre due a la différence de structures des composés extraits qui n’aurons
pas le méme mécanisme d’action ou a I’excitante dans les extrait aqueux des molécules

génantes (encombrement stérique) qui sont responsables a ces faibles pourcentages.

La synthese des différents résultats, montre nettement que le pouvoir d’inhibition
vis-a-vis de 1’a-glucosidase est un caractére spécifique pour chaque extrait qui peut
varier selon sa composition et la structure des molécules responsables a 1’activité

(Michelle de Sales et al., 2012).
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Tableau 6 : Taux d’inhibition des extraits phénoliques des plantes étudiées vis - a vis de I’ —

glucosidase

Le pourcentage d’inhibition (%)

Extraction
Plante hydl:o- Extraction aqueuse
alcoolique
. . 68,08+ 0,55 12,51+ 0,82
Ajuga iva
Anthemis arvensis 68,16+ 1,31 18,73+ 2,01
Berberis vulgaris 67,62+ 291 15,73+ 2.14
Cistus villous 66,98+ 0,85 98,03+ 3,05
Equisettum arvence 100 24,18+ 5,08
Erythraeacentaurium 74,76+ 1,01 0
. . 53,36+ 3,73 4,44+ 0,9
Genista corsica
. 93,95+ 2,05 21,86+ 3,73
Haloxylon scoparium
Helianthem lippi 93,48+ 1,81 Non déterminer
Matricaria pubescens 86,62£2,17 3,39+ 1,64
Marrubium vulgaire 1,12+£2,64 1,8£0,9
Ocimum basilicum 93,79+ 1,16 24,29+ 5
Pituranthos chloranthus 92+ 1.4 1,02
Rhamnus alaternus 93,33+ 2,71 20,17 2,5
Rhanterium adpressum 68,04£1,17 27%5,5
Salvia officinalis 100 67,22+2,63
. . 85,96+ 4,34 24,53+3,34
Teucrium polium
Zvgophyllum album 96,23+ 1,01 34,75+ 2,75

Dans I’¢tude Khachba et al., Aout 2014, la majorités des plantes, ont donné de
bon taux d’inhibition vis-a-vis I’a — amylase excepté la plante Zygophyllum album
dont le taux est 0 %. Par contre notre étude confirme I’effet hypoglycémiant de cette
plante certifi¢ par I'enquéte ethnobotanique effectuée auprés des herboristes avec un
pourcentage tres élevé de 1’ordre de 96,23 % pour D’extrait hydro - alcooliques et de

34,75 % pour I’extrait aqueux.

.
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I11.4.2. Etude du pouvoir anti-glucosidique :

Apres avoir confirmé 1’existence d’activité inhibitrice pour chaque extrait par le
test précédent, et on ce basant sur les résultats, trois plantes ont été choisie pour
procéder a 1’étude de Dl’activité anti — glucosidique ; afin de déterminer pour chaque
extrait et dans les mémes conditions réactionnelles le parametre 1Csy qui représente la
concentration d’inhibiteur nécessaire pour diminuer la vitesse réactionnelle jusqu’a 50%
de sa valeur maximale non — inhibée. Pour cela, nous avons varié la concentration en

inhibiteurs et nous avons introduit 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’ICsg

pour chaque extrait que nous avons regroupés dans le tableau si dessous

Tableau 7 : Valeurs des ICs, (mg/ml) des extraits des trois plantes sélectionnées vis - a vis de

I’a. — glucosidase

 lCetwm)

Plante Extraction Extraction par
hydro- alcoolique décoction
Cistus villosus 0,38+ 0.05 0,40+ 0,01
Salvia officinalis 0,45+ 0,05 4,34+ 0,96
Zygophyllum album 0,78+ 0,35 28,95+ 0,27

Les valeurs d’ICsy, ont variée globalement entre 0, 38 et 28,95 mg/ml. Les
extraits hydro - alcooliques ont enregistrée de meilleurs ICsy par rapport aux extraits
aqueux ceci, peut étre attribuée a la présence d’un groupes de molécules de dont la
structure est différente leurs conférant une activité inhibitrice plus efficace.
L’explication de la faible activité des extraits aqueux peut étre attribuée a l'enzyme
oxydase de polyphénols, qui a peut dégrader les polyphénols extraits dans de I'eau,

tandis que dans le méthanol et 1'é¢thanol elles sont inactives.

De plus, l'eau est un meilleur milieu pour l'apparition des micro-organismes

(Khachba et al., 2014)[1].

)
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Nous avons constaté un résultat trés intéressant concernant la plante Cistus
villous, cette derniére c’est montré un bon inhibiteur car elle a enregistré les plus faible
valeurs d’ICsy 0, 378 mg/ml pour I’extraction hydro - alcoolique et 0,40 mg/ml pour
I’extraction aqueuse ceci peut étre expliqué par la richesse de cette plante en molécules

spécifiques qui sont responsable de I’inhibition de I’a-glucosidase.
I11.5. Evaluation de I’activité antioxydante :

III. 5.1. Test DPPH" :

L’activité antioxydant des différents extraits vis-a-vis du radical DPPH, a été
¢évaluée par spectrophotometrie en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne
d’un changement de couleur du violet au jaune mesurable a 517 nm. Les mesures de
densités optiques de chaque solution d’extrait a différentes dilutions nous ont permis de

calculer le pourcentage d’inhibition du DPPH.

La variation du pourcentage d’inhibition (%) en fonction de la concentration en
antioxydant (phénols), nous ont permit de déterminer les valeurs d’ECsg (qui représente
la concentration d’inhibiteur nécessaire pour diminuer 50% du taux des radicaux libres).
De méme nous avons calculé les ECsy d’antioxydants de référence a fin de comparer

nos extraits. Les résultats sont consignés dans le tableau ci dessous.

Tableau 8 : Les valeurs d’EC50 (ug /ml) des extraits des plantes sélectionnées et des

antioxydants standards

EC 50 pg/ml

Plante Extraction hydro- alcoolique  Extraction par décoction
Cistus villous 12,79 + 0,953 27,32 £ 0,91
Salvia officinalis 8,46 + 0,018 33,28 + 2,73
Zygophyllum album 406,53 + 4,674 2243,16 + 4,27
Acide ascorbique 9,90 + 0,079

La rutine 20,18

On note au regard du tableau précédent que les extraits hydro - alcoolique des
plantes Salvia officinalis et Cistus villous (8,46 et 12,79 pug /ml respectivement)
possédent une activité antioxydant plus importante que celle de la plante Zygophyllum

album (406,53 pg /ml). Ces bons résultats peuvent s’expliquer par la nature de leurs
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composés phénoliques hydrosolubles (flavonoides) qui sont caractérisés par des

groupements hydroxyles fortement impliqués dans 1’activité antiradicalaire.

Nous avons noté que les extraits hydroalcooliques sont de meilleurs antioxydants
que les extraits aqueux, on peut envisager que les extraits aqueux ont perdu quelques
principes actifs suite a la chaleur qui aurons pu donner plus d’efficacité sur la

neutralisation du radical DPPHe (Lafka et al., 2007).

Comparativement aux antioxydants de référence, nous avons constaté que I’extrait
hydro-méthanolique de la plante Salvia officinalis a présenté une plus forte activité que
celles de 1’acide ascorbique et de la rutine, en termes de piégeage des radicaux libres
DPPHe, ce qui le rend un puissant anti oxydant. L’extrait hydroalcoolique de la plante
Cistus SP a présenté aussi un pouvoir anti oxydant remarquable car la valeur de son

ECsg est inferieur a celle de la rutine.

Une étude réalisé par Martins ef al., 2014, la plante Salvia officinalis a enregistré
une valeur d’ECsy de 75.53 et 32.97 pg/ml pour I’extraction aqueuse et hydro
alcoolique respectivement par contre dans notre étude les valeurs été meilleurs 8,46 et
33,28 ug/ml I’extraction aqueuse et hydro alcoolique respectivement, cette différence
peut étre due au plusieurs facteurs (la duré de l’extraction, le lieu de récolte, les

condition climatique, la granulométrie. (Tiwari et al., 2011).




CONCLUSION



Conclusion Générale

Les plantes, représentent une source inépuisable de substances et de composés
naturels bioactifs, qui peuvent étre valorisés dans le domaine pharmaceutique en tend
que constituant essentiel du médicament. A cet effet, nous nous sommes intéressés a 18

plantes locales connues pour leurs effets hypoglycémiants.

Dans un premier temps, nous avons réalisé une extraction aqueuse et hydro -
alcoolique pour les 18 plantes médicinales choisies. Dans un second lieu, nous avons
procédé a la quantification des composés phénoliques par des méthodes
spectrophotométriques. Le dosage des phénols totaux a été réalisé¢ par la méthode de
folin — Ciocalteu. Tandis que 1'évaluation des composés flavonoidiques a été effectuée

par dosage compléxométrique avec le trichlorure d’aluminium.

Les teneurs en phénols totaux ont varié entre 0,57 et 14,39 mg/g et entre 0,82 a
16,60 mg/g équivalent en acide gallique pour les extraits hydro — alcoolique et aqueux
respectivement. A partir des valeurs des quantités des flavonoides qui sont comprises
entre 0,06 a 9,34 mg/g et entre 0,21 a 3,46 mg/g équivalent en quercétine pour les
extraits hydro — alcoolique et aqueux respectivement, on peut conclure que ces plantes

sont en possession d'un matériel riche en flavonoides.

Nous avons pu mettre en évidence in vitro, l'effet inhibiteur des extraits de ces
plantes sur l'a - glucosidase. Les résultats obtenus a travers ce test montrent que la
majorité de ces plantes présentent des effets inhibiteurs importants, avec des

pourcentages d’inhibition supérieure a 50 % pour les extraits hydro — alcoolique.

L’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits des trois plantes Cistus SP,
Salvia officinalis et Zygophylum album et des antioxydants commerciaux pris comme
références (la vitamine C et rutine), par le test chimique in vitro DPPH a montré des
valeurs d’ECso comprises entre 27,32 et 2243,16 ug/ml pour les extraits aqueux, et
entre 8,46 et 406,53 pg/ml pour les extraits hydroalcooliques. Seul les extraits
hydroalcoolique de Salvia officinalis et Cistus SP se sont montrés de bons inhibiteurs

dont les valeurs d’ECs été inférieures a celles des antioxydants standards.

Ces résultats confirment que I’activité antioxydante dans nos plantes dépend de la

structure et la capacité antioxydante des composés phénoliques dans chaque extrait.




Conclusion Générale

Il convient de placer ce travail dans un contexte plus prospectif, car sur de
nombreux points, il ouvre plusieurs nouvelles voies de recherche. 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.

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 est méme possible, de développer la culture végétale de ces plantes en utilisant

des techniques sophistiqués pour améliorés la quantité de ces molécules.

Il reste encore d'autres plantes locales utiles qui n'ont pas €té analysées et qui

mériteraient de déterminer leur potentialité dans le domaine étudié.

Ce travail a fourni un complément aux connaissances ethnopharmacologiques et
phytochimiques des plantes médicinales locales et a permis de mettre en évidence
encore une fois le role des polyphénols naturels dans la régulation du stress oxydatif et

la normalisation des troubles glycémiques.
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