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Résumé




Notre travail porte sur I’étude de I’activité¢ antidiabétique de 1’espece Globularia
alypum L récoltés de la région d’Oued Morra Wilaya de Laghouat. Cette plante vivace
pousse dans les lieux rocailleux et broussailleux secs, elle est treés utilisée dans la
médecine traditionnelle en Algérie dans le traitement de diabéte, connue sous le nom
de Tasselgha.

La premiere partie de cette étude est consacré a I’extraction des composées
phénoliques de I’espéce Globularia alypum L en utilisant trois méthodes : Extraction
hydro-alcoolique, Extraction aqueuse et I’extraction par des solvants a polarité
croissante. Nos extraits ont montré des rendements trés variables. Dans un second lieu,
nous avons procédé a la quantification des composés phénoliques et des flavonoides de
nos extraits. Les résultats obtenus montrent que 1’extrait aqueux est relativement le
plus riche en polyphénols et flavonoides par rapport des autres extraits, avec des
teneurs varient entre 2,36mg EAG/g de MS et 13,08mg EQ/g de la mati¢re séche
respectivement.

Malheureusement, nous n'avons pas pu terminer la derniére partie a cause de
I’épidémie de COVID-19, mais nous avons essay¢ de présenter quelques méthodes
d’évaluation I’activité antidiabétique et résumé les résultats des déférentes études qui a
été réalisé sur notre plante.

Mots clés : Globularia alypum L, extraits phénoliques

Abstract

The following work has as subject, the study of Globularia alypum L species'
antidiabetic activity. The resistante plant containing the concerned species is harvest in
the area of Oued Morra Laghouat. The plant grows in dry, screeded and sahara and it
has always been used in the traditional antidiabetic remedies in Algeria, known under
the name of Tasselgha.

The first part of the study is dedicated to the extraction of the Globularia alypum L
phenolic component, following three different methods: Hydro-alcoholic extraction,
aqueous extraction and extraction via increasing polarity solvent. Exhibiting the
variable amples. Also exhibiting the results obtained from the previous process, as it
showed that the aqueous extract has relatively the highest amount of polyphenol and
flavonoids compared to the other extracts, since the contents varied between 2,36 mg
EAG/g of MS and 13,08mg EQ/g of dry substance respectively.

Unfortunately, we could not complete the last part due to the COVID-19 epidemic, but
we have tried to present some methods of assessing the anti-diabetic activity and
summarize the results of the various studies that have been carried out on our plant.

Key words : Globularia alypum L, phenolic extract
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Introduction

Les plantes médicinales ont été employées pendant des siécles comme remédes
pour les maladies humaines parce qu'elles contiennent des composants de valeur
thérapeutique, ces composants sont appelés des métabolites secondaires qui se trouvent
dans différentes parties des plantes (Cheng2016). En raison d'une conscience

croissante des effets secondaires négatifs infligés par les drogues modernes (allergie,
troubles digestifs, troubles dans le systéme nerveux...), beaucoup cherchent les
remedes normaux sans effets secondaires et bien sir colt élevé de médecine
conventionnelle a base des plantes (Spoor,Martineau et al 2015). La lutte contre le
diabéte constitue aussi une des plus grandes préoccupations scientifiques a travers le
monde, ceci est en vue de trouver des nouvelles remédes bioactives ayant des effets
secondaires limités ou inexistants. Les remedes a base de plantes constituent une
alternative dans les systémes de soins primaires et donc, une voie prometteuse pour le
développement des médicaments traditionnellement améliorés. Récemment, beaucoup
de chercheurs s’intéressent aux plantes médicinales pour leur richesse en antioxydants
naturels a savoir les polyphénols.

De part sa situation géographique particuliére, I’ Algérie bénéficie d’une gamme trés
variée de climats favorisant le développement d’une flore riche et diversifi¢e. En effet,
le territoire Algérien couvre d’importantes ressources végétales réparties sur les cotes,
les plaines, les montagnes, la steppe, le Sahara et autour des points d’eau. Malgré la
nature hétérogene d'une biodiversité immense du territoire algérien, il y a eu peu
d'efforts consacrés au développement des agents thérapeutiques de ces
plantes.(Spoor,Martineau et al 2015)

L’objectif de cette étude entre dans le cadre de 1’évaluation de I’activité antidiabétique
de la plante Globularia alypum L par I’inhibition de ’enzyme alpha glucosidase et
ainsi leurs usages en thérapeutique traditionnelle.

Notre travail sera répartie en trois parties :

La premiére partie qui s’intéresse au synthese bibliographique sur le diabéte, un apercu
général sur les métabolites secondaires ainsi que leur effets biologiques.

La deuxiéme partie est réservée a la description du protocole expérimental.

L’interprétation et la discussion des résultats obtenus seront présentées dans la derniere
partie.

Finalement nous terminons par une conclusion générale et perspectives de cette étude.




Synthese bibliographique




I-1-Définition du diabete :

Le diabéte est une maladie chronique qui touche présentement 382 millions
personnes au monde. Ce nombre est prévu augmenter jusqu’a 592 millions en
2035.80% des patients diabétiques vivent dans des pays a faible ou moyen revenu et
sont ages entre 40 et59 ans (International Diabetes Federation 2017)

Le diabéte est caractérisé par I’augmentation de la concentration de glucose circulant
dans le sang ; il résulte d’une déficience au niveau de la sécrétion de I’insuline par les
cellules pancréatiques ou de 1’action de I’insuline au niveau des tissus cibles ou bien
les deux ensembles (Cavaghan ,Ehrmann et al.2016)

Les symptomes bien connus du diabéte sont : polyurie, soif,fatigue, manque de la
concentration et vision floue (International Diabetes Federation 2017)

I-1-2-Types et classification

I1 existe essentiellement 3 types de diabéte :

v" Le diabéte de type 1(DID)
v' Le diabéte de type 2(DNID)
v' Le diabéte gestationnel

I-1-2-1- Diabéte de type 1 :

Résulte d’une destruction auto-immune des cellules du pancréas qui secrétent
I’insuline (Efrat 2013), les patientes atteints de ce type de diabéte produisent trés peu
ou presque pas d’insuline ; ils sont besoin d’injection d’insuline a tous les jours pour
pouvoir réguler leur glycémie

Cette maladie peut toucher les personnes de tout Age mais affecte surtout les enfants et
les jeunes adultes (International Diabetes Federation 2017)

I-1-2-2- Diabéte de type 2 :

Le diabéte de type 2 représente presque 90% des cas de diabéte au monde, il est
caractérisé par une diminution de la sensibilité¢ a 1’insuline au niveau des tissus cibles
comme le foie , le muscle le tissu adipeux , et d’une diminution de la sécrétion
d’insuline par les cellules pancréatiques (Cheng , Iglisias et al .2012),cette maladie est
souvent mais pas toujours associée avec 1’obésité, cette derniere pourra elle- méme
causer une résistance a 1’insuline et engendrer par la suite une augmentation du taux de
glucose dans le sang ; les patients atteints de ce type de diabéte peuvent améliorer leur
condition de vie par I’exercice avec une bonne di¢te mais auront souvent recours aux
médicaments antidiabétiques, dans les cas les plus avancés aux injections d’insuline
(International Diabetes Federation 2017)




I-1-2-3- Diabete gestationnel :

C’est une type de diabéte caractérisée par une hyperglycémie chez la femme pendant
la période de grossese.il se développe chez presque 4% des femmes enceintes dans le
monde.

Le diabéte gestationnel disparait en générale aprés 1’accouchement mais les femmes
ainsi que leur bébés présenteront un risque de développer le diabéte de type2 plus tard
dans leur vie (Kim and Lee 2014 (International Diabetes Federation 2017)

I-1-3-Complications du diabéte :

Les hyperglycémies répétées et prolongées entrainent a long terme une altération des
nerfs et des vaisseaux sanguins présents dans tout le corps. Ce sont les complications
du diabéte qui peuvent se traduire par une cécité, des atteintes des pieds pouvant
conduire a des amputations ,des infarctus et des accidents vasculaires cérébraux, des
troubles del’érection ou une insuffisance rénale.(world healthorganization
(WHO)2019).

I-1-4-Les plantes médicinales :

Pour plusieurs plantes, les composés actifs responsables de I’activité pharmacologique
ont ét¢ identifiés et isolés et les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans
les effets thérapeutiques ont été partiellement ou compleétement élucidés.

Les plantes médicinales jouent plusieurs roles :anti-inflamatoire,anti-infectieuse,anti-
bactériene.....

L’approche ethnopharmacologique est d’une grande importance dans ce domaine, elle
pourrait conduire a la découverte de nouveaux médicaments pour le traitement
pharmacologique du diabe¢te (M. Eddouks et al., 2007).

I-1-4-1-Les plantes antidiabétiques :
I-1-4-1-1-Dans le monde :

Au cours de ces dernieres années, 1’étude ethnobotanique des plantes utilisées comme
antidiabétiques a suscité un grand intérét. De nombreux travaux de synthése ont été
publiés dans des revues spécialisées dans le domaine des plantes médicinales et diabéte
(Journal of Ethnopharmacology, Phytomedicine, Phytotherapy Research, Journal of
natural products, Diabetes Care, Phytothérapie, Journal of Medicinal Plants Research,
Phytomedicine, ...). Ils montrent le grand intérét qui porte 1’utilisation traditionnelle
des plantes antidiabétiques dans le monde (Eddouks et al., 2007).

Tableau 1: Résultats de quelques études ethnobotaniques et ethnopharmacologiques
sur les plantes antidiabétiques dans différentes régions du monde (Azzi. R., 2013).




I-1-4-1-2-En Algérie :

Les plantes médicinales trouvent encore leurs indications thérapeutiques dans le
traitement de plusieurs maladies en Algérie, y compris le diabéte. Des enquétes
ethnobotaniques récentes effectuées dans le but de répertorier les plantes médicinales
antidiabétiques dans I’Ouest Algérien (Allali et al., 2008) et I’Est Algérien (Hamza,
2011), soulignent I’importance qu’occupe ce patrimoine végétal dans la pharmacopée

traditionnelle et surtout dans le traitement du diabéte

Noms Familles Partie Modes d’action et Pays
scientifliques utilisée b
Globularia Globulariacées | Feuilles | Stimulation de la sécrétion Maroc
alypum L s .
d’insuline, augmentation du
métabolisme périphénique du
glucose.
(Skim et al., 1999)
Punica Lythracées Fleurs Inhibition -glucosidase (Li | Japan
granatum L. et al., 205)
Aegle Rutacées Feuilles | Stimule la captation du
marmelos glucose par les cellules
(Sharma et al., 2007).
Réduire la résistance a
I'insuline (Sharma et 5
al., 2011). s
Fruits Effet protecteur sur les
cellules B du pancréas
(Kamalakkannan et
Prince, 2005).
Mangifera Anacardiacées Fruits, Stimulation de la Bangladesh.
indica L. Feuilles | glycogenése hépatique
(Bhowmik ef al., 2009).
Anabasis Chénopodiacées | Feuilles | Stimulation des cellules
articulata ) , ) .
pancréatiques libératrices du | L’Algérie
I'insuline
(Kambouche ef al., 2009)




Tableau 2 : Des plantes hypoglycémiantes au Alger(Hmamouchi .M 2008)

Nom  latin de | Nom Composition chimique
plante commun
de
plante
Trigonellafoenum- Halba Huiles essentiels, alcaloides(la
graecum trigonelline),saponines,flavonoides,Mucilagesproté
ines,huilefixe,minéraux(phosphore,calcium).
Oleaeuropaea Zitoun Un amer(oléoropine)et oleuroproside,dans les
feuilles.
L’huile d’olive est composée d’acide oléique.
Nigellasativa Sanoj Les graines contiennent 40% d’huile grasse ;une
saponine (mélandne).
Origanumvulgare Zaater Huile essentiel a base de

carvacrol,thymol,linalol,caryophylléne ;acides
phénoliques et flavonoides.

Allium cepa Elbasla Huile essentiel contennant des composés sulfurés
comme I’allicine (antibiotique)et des flavonoides.

Globularia alypum | Tasselgh | flavonoides,anthocyanes,acides phénoliques.
L a

Salviaofficinalis Sauge Huile essntiel,diterpénes,composés phénoliques.
officinal
e

I-1-5-Modes d’actions des plantes antidiabétiques :

L’activité antidiabétique des plantes peut dépendre de plusieurs mécanismes (Jarald
et al., 2008 ; Singh et al., 2012):

—Réduction de la résistance a 1’insuline.

—Stimulation de la sécrétion d’insuline a partir des cellules B ou/et inhibition
duprocessus de dégradation de I’insuline.

— Apport de quelques éléments nécessaires comme le Calcium, le Zinc, le Magnésium,
le Manganése et le Cuivre pour les cellules B.

— Régénération ou/et réparation des cellules pancréatiques B 1ésées.
— Effet protecteur de la destruction des cellules 3
— Augmentation le nombre de cellules § dans les ilots de Langerhans.

— Inhibition de la réabsorption rénale du glucose.

)




— Inhibition de B-galactosidase, a-glucosidase et a-amylase.

— Prévention du stress oxydatif, qui peut étre impliqué dans le dysfonctionnement des
cellules p.

— Stimulation de la glycogenése et de la glycolyse hépatique.

— Diminution des activités du cortisol.

)




I - Les composés phénoliques :

Les composés phénoliques forment un trés vaste ensemble de substances qu’il est
difficile de définir simplement .I’élément structural fondamental est la présence d’au
moins un noyau benzénique auquel est directement 1i¢ au moins un groupe hydroxyle,
libre ou engagé dans une autre fonction.(Hamoui 2014).

I1 existe deux voies conduisant aux composés aromatiques

v' la voie de I’acide shikimique.
v' lavoie de I’acétate.

I-2-1- Phénols et acides phénols

Le terme d’acide phénol peut s’appliqué a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique.(Hamoui 2014).

v" Ils sont solubles dans les solvants organiques polaires
v" Solubles dans les solutions des bases fortes

v" Facilement oxydables surtout en milieu alcalin

v" 1ls sont employées dans le traitement des infections.

HO. . COOH
HO" i "‘ o

OH

Acide chiorogénique

OH

Figure 1 : structure de I’’Acid chlorogénique

I-2-2- Les caumarines

Les caumarines sont des substances naturelles dont la structure comporte le noyau
benzo-o pyrone (caumarine) résultant de la lactonisation de I’acide ortho-hydroxy-cis
cinnamique.(Hamoui 2014).

I-2-2-1- Répartition botanique et localisation :




Elles sont surtout présentes chez les dicotylédones et abondantes dans certains
familles :Rutaceae,Fabaceae,Apiaceae

Les caumarines sont formées dans les feuilles et s’accumulent surtout dans les racines
et les écorces,ainsi que dans les tissus agés.

I-2-2-2 Structure chimique et classification :
Ces constituants possédent une ou plusieurs fonctions phénoliques éthérifiés.

Coumarines simples :

Figure2 : Structure d’une caumarine simple

Caumarines complexes : ou un noyau furane ou pyrane est associé au noyau
benzo-a pyrone.

Figure3 : Structure d’une caumarine complexe

Les coumarines ont une saveur améreles hétérosides sont assez solubles dans I’eau et
solubles dans 1’alcool. Les génines sont solubles dans [’alcool et les solvants
organiques.




I-2-2-3-Biogenese : COOH
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Figure4 : Biogenése des caumarines

I-2-3- Les lignanes

le terme de lignanes désigne un ensemble de composés naturelles dont le squelette
résulte de la liaison par les carbones B de leur chaine latérale ,de deux unités dérivées

du phényl-1 propane (liaison 8-8).

I-2-3-1 Répartition botanique et localisation :

La distribution botanique des lignanes est large :plus de 300 composés ont été isolés
d’une soixantaine de familles. Chez les gymnospermes ils sont surtout rencontrés dans
les bois, alors que chez les angiospermes ils peuvent étre isolés de tous les tissus

soumis a lignification.(Hamoui 2014)




I-2-3-2 Classification et structure :

La classification et leurs structures sont consignés dans le tableau ci-dessous (tableau
02).

Tableau3:classification des lignanes.

Figure5 :structure des Dibenzylbutane

Figure6 :structure des lignanesmonofuraniques

0 Figure7 :structure des butyrolactones.




O‘ Figure8 :structure d’un arylnaphtaline

Figure9 :structure des dibenzocycloctanes.

Figurel0 :structure des
lignanesfuranofuraniques

I-2-3-3 Biogenése :

—— AR |C T’I ) ¢
J | |

L™ ANES

Figurell : Synthése des lignanes.(Hamoui 2014).

Elles sont synthétisées par la dimérisation des cinnamates (par couplage radicalaire) en
lignans.

I-2-4- Les flavonoides :

Les flavonoides sont des pigments jaunes généralement chez les végétaux, ils sont le
plus souvent sous forme d’hétérosides ou flavonosides dont les génines sont des
dérivés de la phénylchromane (flavones vraies),lachromane étant la benzo-o pyrone




Phényl-2-chromones
Flavones vraies

Figurel2 : Structure des flavonoides

I-2-4-1-Répartition botanique et localisation :

Les flavonoides sont surtout abondants chez les plantes supérieurs particuliérement
dans certaines familles :polygonaceae,Rutaceae,Fabaceae, aussi chez
gymnospermes,présents dans tous les organes aériennes ,ilsont un teneur maximale
dans les organes jeunes.

I-2-4-2 Structure chimique et classification

Les génines sont des dérivés de la chromane (benzo-a pyrone)

Figurel3 : Structure du benzopyrone

Le tableau suivant représente la classification des Flavonoides :




Tableaud : La classification des flavonoides
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1-2-4-3 Biogenése :

Les flavonoides sont des solides cristalisés dont le teinte varie du blanc invoir au
jaune.
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Figure24 :Biosynthése des flavonoides.
I-2-5-les Anthocyanes :
[-2-5-1 Définition :

Les anthocyanes ou pigments anthocyaniques sont des composés hydrosolubles ,de

teinte rouge, violette ou bleue ;ils colorent généralement les fleurs,les fruits, et parfois
les feuilles.(Hamoui2014)

Les anthocyanes sont présentes dans la nature uniquement sous forme d’hétérosides
appelés anthocyanosidesou anthocyanines.

Les géninesanthocyanidines ou anthocyanidols sont des dérivés du phényle-2-
benzopyrylium ou flavylium présents dans la plante sous forme de sels.
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Figure25 : Structure de noyau flavylium

I-2-5-2-Répartition botanique et localisation :

Rares chez les Gymnospermes ,les anthocyanes sont présents chez toutes les
angiospermes a I’exception des Caryophyllales.

On les trouve notamment dans :

v’ les fleurs :Mauve, Violette

v' les fruits :Cassis,Myrtille

v' les feuilles :Vignerouge,Cacaoyer
v' les graines :Cacaoyer.

I-2-6- les Tanins :
I-2- 6-1-Définition :

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée,de saveur
astringente,ayant en commun la propriétéde tanner la peau ,c’est-a dire de la rendre
imputrescible ;cette aptitude est liée a leur propriét¢é de se combiner aux
protéines,gélatine,polysaccharides.leur poids moléculaire est compris entre 500 et
3000.(Hamoui 2014)

I-2-6-2-Répartition botanique et localisation :

Trés répandus dans le régnevégétale,sont particulierement abondants chez les
coniféres,Polygonaceae,Rosaceae ,Fabaceae,Myrtaceae,Rubiaceae.

I1s peuvent exister dans divers organes :




Racines ou Rhizomes(Ratanhia,Rhubarbe)
Ecorces (chéne,Quinquina)

Bois (Acacia a cachou)

fleurs (Rose rouge)

Graines(noix d’arec)

ANENENENEN

Cependant, on note une accumulation dans les écorces agées et les tissus d’origine
pathologique.

Ils sont localisés dans les vacuoles ,ils sont quelques fois combinés aux protéines et
aux alcaloides.

I-2-6-3- Structure chimique et classification :
I-2-6-3-1- Tanins hydrolysables :

esters d’acide phénol et d’ose ,ils sont facilement hydrolysable en donnant soit I’acide
gallique soit I’acide éllagique.

A- les tanins galliques :
I1s donnent par hydrolysable des oses et de 1’acide gallique.

COOH

HO OH

OH
acide gallique

Figure26:structure de I’acide gallique
B- L es tanins éllagiques :

Ils sont scindés par les acides ou les enzymes en oses et on acide ¢llagique.

o
o O
S aZ e
HO L)
o
acde ellagigue

Figure27 : structure de ’acide éllagique

[-2-6-3-2- Tanins condensés :

&




ce sont des dérivés non hétérosidiques, résultant de la polymérisation d’un nombre
variable d’unités flanane.

3-flavanol=

(+)-catéchine (3 B-OH)

(-)-épicatéchine (3a-OH)

Figure28 : Structure des tanins condensés

I-2-6-3-3- Tannoides divers ou pseudo-tanins :

L’acide chlorogénique ou caféyl-3 quinique et ses dérivés appelés café-tanins sont
rattachés au tanins

o
Il

CH=CH-C-O
COOH
HO'

OH HO OH
acde caléique OH
acide quinique

Caleyt3 quinique

Figure29 : Structure de cafeyl-3quinique

v Les tanins sont des corps généralement amorphes dissolvent dans 1’eau sous
forme de solutions colloidales

v" Solubles dans I’eau, dans I’alcool, insolubles dans les solvants organiques
apolaires.

v" Les tanins hydrolysables et tanins condensés sounentétre distingués sur la base
de leur comportement en milieu acide a chaud.

I-2-7-Intéréts biologiques des composés phénoliques :
Pour les plantes :

v" lignine et role de soutien

v’ interactions de la plante avec son environnement physico-chimique et
biologique.

v’ .la physiologie de la plante (protection, défense, germination du pollen...)




Pour ’homme :

v Antiseptique,anti-inflammatoire,anti-allergique,anti-diabétique,anti-
cancéreuse,anti-oxydant.

v’ traitement des insuffisances capillaires et veineuses.

v’ traitement des troubles de la vision.




I -3-Présentation de la plante : Globularia Alypum L

I -3-1-Habitat et description :

Les especes de Globularia, sont des arbustes ayant des rameux d’environ de 60 cm de
hauteur (30-60cm),Feuilles coriaces, glauques, de forme ovale, se terminant en une
petite pointe. Fleurs réunies en capitules denses a bractées ciliées, atteignant pres de 2
cm de diamétre et disposées le long et au sommet des tiges. Calice velu a cinq dents
aigues. Corolle bleue, bilabiée, ayant la leévre supérieure trés courte et I’inférieure, a
trois dents ; quatre étamines, a anthéres d’un bleu violacé, un style, Fruits akénins.
(Boutiti, 2017).

Cette plante originaire de sud de I’Europe sur le pourtour méditerranéen jusqu’en
Grece, Afrique du nord (Algérie, Maroc jusqu’au Sahara) et Asie mineure (Egypte,
Arabie) en forets, dans les terrains rocailleux. (Boutiti, 2017) La période de la
floraison se situe en hiver au début du printemps (janvier a mars/avril). Son nom
Globularia fait référence a la forme globuleuse de I’inflorescence et le terme alypum
vient du grec alypon qui signifie calmer la douleur. Globularia Alypum appelée
communément Tasselgha (Boutiti, 2017) ; Au Maroc elle est appelée Einlarneb.
(Jouade et al., 2013).

I-3-2-Classification :selon polunin et Huxley,2014

Embranchement : Spermaphyta

Sous embranchement : Angiospermae
Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Asteridae

Ordre : Scropphulariales

Famille : Globulariaceae

Genre : Globularia

Espece : Globularia alypum L

Figure30 : La classification de I’espéce Globularia alypum L




I-3-3-principes actifs majeurs

L'étude de la composition chimique de la plante a été réalisée dans un but de

découvrir. Les principaux produits naturels responsables de ces différentes activités
thérapeutiques. Plusieurs métabolites secondaires ont été mis en évidence :

v

v
v

Des acides phénols: acide p-hydroxybenzoique, acide vanillique, acide
syringique, acide cafeique, acide 3-résorcylique, acide sinapique, acide p-
coumarique et acide férulique. (Ben Hassine et al., 2013)

Des flavonoides: La 4',7-dihydroxyflavone , I'apigénine-7-glucoside, le
quercétol, le lutéoline-7-glucoside, la bayine et le rutoside. (Ben Hassine et al.,
2013)

Des iridoides: la globularine (Maio et Panizzi, 2010), catalpol (Bournine et
al.,2013) , la Globularimine , la globularinine (Chaudhuri et Sticher, 2014) ,la
globularicisine, la globularidine (Chaudhuri et Sticher, 2014), Ile
globulanoside. (Es-Safi et al., 2014)

Un aryle glucoside: la Syringine, un lignanediglucos:liriodendrine.
(ChtaudhurieSticher, 2014)

Des anthocyanes: la cyanidine et la pa¢onidine. (Ben Hassine et al., 2012)

Des phenylethanoides. (Es-Safi et al., 2012)

I-3-4-Nom vernaculaires

Arabe : Globulariaalypum appelée communément «Tasselgha», « Chebra », « Chelr'a
», « Zerga », « zeriga », « zouitna », « alk », « haselra », « oulbarda » Au Maroc elle
est appelée Einlarneb (Jouad et al., 2002).

Francais : Globulaire turbith, Séné de Provence, Herbe terrible.

I-3-5-usage médicinale :

v

v

Les feuilles de Globularia alypum L pourraient étre utilisées comme une source
potentielle d’antioxydants naturels.

Elles sont utilisées aussi dans le traitement des maladies de la peau, et des
troubles digestifs, y compris, I’estomac, douleur intestinales (Ben Mansour et
al., 2012).

Ses feuilles traditionnellement utilisées comme agent hypoglycémiant, laxatif,
cholagogue, stomachique, sudorifique et purgative. (Merghache et al., 2013)

Elle est utilisée en médecine populaire pour le traitement des rhumatismes, la
goutte, la typhoide, la fievre intermittente et le diabete. (Ferhi et Aiache, 2010)

<




Evaluation de ’activité antidiabétique in vivo
I1-4-2-1-Matériel animal
I1-4-2-1-1-Les animaux d’expérimentation

L'évaluation de l'activité antidiabétique in vivo des extraits phénoliques a été réalisée
par plusieurs études a partir de 1’utilisation des rats wistar (Rattusnorvegius) (150 et
300g) ou des souris blancs albinos (26-38g) repartis entre des souris normaux (non
diabétiques) et des souris rendus diabétiques (diabéte expérimental).

Diabéte expérimental :

Un diabete expérimental a été provoqué chez des rats a jeune (16h) males et femelles,
par unique injection intra péritonéale de la streptozotocine a 60mg/kg de poids corporel
préparé ,juste avant administration, dans un tampon citrate (0.01M ;pH=4,5) ;des rats
témoins ont été injectés par le tampon citrate (Sml/kg de poids corporel) ;aprés 72h de
I’injection de la streptozotocine ,les rats qui ont un glycémie supérieure ou égale a 3g/l

sont considérés comme diabétiques et ont été utilisés dans 1’expérience.
I-4-2-2- Procédure expérimentale :

Des rats males et femelles diabétiques et normaux ont été soumis a un jeune de 16h, le
poids des rats a été déterminé le jour méme de 1’expérience avant I’administration des
substances a tester. Les extraits a tester ont ét¢ administrés par voie intrapéritonéale
(injection unique) a différentes concentration , ensuite les rat sont répartie entre des
groupes normoglycémique et diabétiques chaque groupe contient (2 a 5 rat).

Le groupe témoin regoit du sérum physiologique a 0.9 ,5ml/kg de poids corporel. Le
comportement général et la mortalit¢ des animaux ont été observés périodiquement
pendant 48h, d’une fagon continuelle pendant les premieres 4 heures ; d’une facon
discontinue durant les 6 heures qui s’ensuivent et encore a 24h et a 48h apres les
injections.

L’observation des animaux est poursuivis une fois par jour pendant 14j, a la fin de
I’expérience les animaux ont été pesés et sacrifiées. Le sang a été collecté a partir de
I’extrémité de la queue a Oh (avant I’injection) et a 60, 120, 180, 240,360, et 480 min
(apres I’injection) et la glycémie a été mesurée directement apres prélévement par des
bandelettes Accu Chek active et lecteur glycémie Accu Chek.

Quelques résultats sur Dactivité antidiabétique de la plante
Globularia alypum L

I-5-1-Evaluation de I’effet inhibiteur sur alpha amylase :

D’apres les résultats obtenus dans 1’étude de Chelghoum. M ., 2017sur le méme espece
ont peux constater que les extraits de la plante Globularia alypum L ont une activité




inhibitrice sur 1’a-amylase.et enregistrées des valeurs d’IC50 variée entre 0,20 et 1,35
mg/ml pour D’extrait d’acétate d’éthyle et 1’extrait aqueux respectivement, 1’extrait
d’acétate d’éthyle a enregistré la meilleur IC50 par rapport a I’extrait aqueux. Ces
résultats rejoignent ceux trouvés par Khacheba et al, (Aout 2014) qui constatent que la
faible activité d’extrait aqueux peut €tre attribuée a I’enzyme oxydase des polyphénols,
qui a peut dégrader les polyphénols extraits dans de 1’eau, tandis que dans le méthanol
et I’éthanol sont inactives. De plus 1’eau est un meilleur milieu pour 1’apparition des
micro-organismes. ceci peut étre due a la présence des molécules spécifiques qui sont
responsable a cette inhibition car plusieurs composés phénoliques sont doués d'une
activité inhibitrice de 1'a-amylase, essentiellement les flavonoides (Sales et al., 2012).

I-5-2-Evaluation de P’activité antidiabétique in vivo chez les rates

Des ¢tudes expérimentales réalisées in vivo ont confirmées la capacité de la plante a
controler la glycémie des des rats normaux et diabétiques ou la glycémie a
remarquablement diminué, de plus cette diminution a été accompagnée d'un taux élevé
de l'insuline. Les auteurs mentionnent que l'activité hypoglycémiante de la plante
pourrait étre attribuée a une stimulation de la sécrétion d'insuline au niveau des cellules
3 pancréatique et une augmentation du métabolisme périphérique du glucose (Skim et
al. 1999).

Dans une étude réalisée par Zerriouh., 2008, sur I’espéce Globularia alypum L a
montrée de leur part que la plante a présenter un effet bénéfique sur I'hyperglycémie
poste prandial ou l'hyperglycemie des diabétiques dans une étude sur Dactivite
antidiabétique réalisent in vivo. Ils ont prouvé que I’injection intra- péritonéale de la
globularine (composé majoritaire de la plante) par une dose 100 mg/kg diminue
significativement 1'hyperglycemie chez les rats normaux, ainsi que les rats diabétiques
avec un pourcentage de diminution de 10,4% et 27,17% respectivement.




Chapitre II : Matériels et méthode
II-1-Matériel végétal
I1-1-1- Préparation des échantillons

Notre étude a été réalisée sur les feuilles de 1’espece Globularia alypum L appelés
localement Tasselgha, qui a été récolté en mois de novembre 2016 dans la région
d’Oued Morra Wilaya de Laghouat. Apres séchage a une température ambiante et a
I’abri de la lumiére solaire, les feuilles récoltées ont été broyés finement en poudre et
conservés dans des flacons en verre hermétiquement fermés jusqu’au jour d’extraction.

II-1-2- Préparation des extraits poly phénolique

I1-1-2-1- Extraction hydro-alcoolique

Le matériel végétal broyé (5g) est soumis a une extraction par macération dans le
M¢élange méthanol / eau (80/20 : v/v) pendant 72 heures avec renouvellement de
solvant chaque 24 heures et agitation de temps en temps. Ce qui nous a donc permit
d’obtenir I’extrait hydro-alcoolique brut. Ce dernier 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.

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 apriorité
contiennent les composés phénoliques polaires. L’extrait organique ainsi obtenue est
séché avec du sulfate sodium anhydre puis évaporé a sec a pression réduite a 45°C. la
phase aqueuse se fait séparation par le butanol trois fois , ’ensemble des phases
organiques est déshydraté par sulfate de sodium, filtré et évaporé a sec a pression
réduite a 45°C , enfin les résidu sec est repris dans 15 ml de méthanol pur donnant la
fraction phénolique correctement purifiée et conservée au réfrigérateur jusqu’a leur
analyse.

I1-2-1-3-Extraction Aqueuse

Environ de 5 g de poudre est macéré dans 100 ml d’eau distillée a 75°C pendant 20
minutes. Apres filtration et évaporation de ’eau a pression réduite, les résidus sont
pesés, solubilises dans10ml de d’eau distillée puis conserves sous une température de
40°C jusqu’a leur analyse.

I1-2-1-4-Extraction par solvants a polarité croissante
Une quantité de 2g de la poudre végétal est macérée dans 1’hexane pendant72 h

( macération successive en renouvelant le solvant chaque 24h) a température ambiante
afin d’¢éliminer toutes traces de composés apolaire (pigments, lipides).Apres filtration
La phase résiduelle obtenue est macéré dans des solvants a polarité croissante : le
dichlorométhane ; 1’acétate d’éthyle ; 1’éthanol et le méthanol, ensuite les extraits




organiques obtenue sont évaporés a sec sous pression réduite a 45c°.Les résidus secs
sont repris par le méthanol et conservés jusqu’au déroulement de I’analyse.

I1-3-Calcul du rendement

Le pourcentage de rendement pour chaque extrait a été calculé par la formule
suivante :

R(%) =M /My x 100
(%) : Rendement exprimé en %.
M : Masse en gramme de 1'extrait sec résultant

My : Masse en gramme du matériel végétal a traiter
I1-4-Dosage des composés phénoliques

I1-4-1-Dosage des poly phénols totaux
I1-4-1-1-Principe

La détermination quantitative des poly phénols totaux contenus dans 1’extrait
méthanoique, est réalisée par spectrophotométrie, selon la méthode Singleton et Ross
(1965) Cette méthode repose sur I’utilisation du réactif de Folin- ciocalteu. Le Principe
Cette méthode est basée sur la réaction d’oxydoréduction, le réactif de Folin- ciocalteu
est utilis¢é comme oxydant, il est constitu¢é par un mélange d’acide
phosphotungstique(H3PW12040)et 1’acide phosphomolybdique(H3PMo012040).Lors
de I’oxydation des poly phénols, le Folin est réduit en un mélange bleu d’oxyde de
tungstene(W8023) et demolybdéne (Mo8023) et ca en présence de carbonate de
sodium. L’intensit¢ de la coloration est proportionnelle au taux de composés
phénoliques ((Nkhili. E, 2009 ; Maamri. S, 2008).

I1-4-1-2-Procédures expérimentales

A T’aide d’une micropipette 100 pl de chaque extrait dilué a différentes concentrations
sont ajoutés a500 pl d’une solution (1/10) du Folin-Ciocalteu.Aprés 2 minutes
d’incubation, puis on ajoute2ml de carbonate de sodium Na2CO3 d’une concentration
de 2%. Les tubes sont ensuite agités et placée ’obscurit¢ pendant 30 minutes a
température ambiante, Enfin, les absorbances des échantillons ont ét¢ mesurées a 760
nm a ’aide d’un spectrophotométre UV-Visible, contre un blanc. Pour quantifier les
phénols totaux dans nos extraits, une courbe d’étalonnage de I’acide gallique a été
réalisée dans les mémes conditions opératoires. Les résultats sont exprimés en mg
équivalent d’acide gallique/gde la matiere seéche (mg EAG/g MS).

Xl




I1-5-Dosage des flavonoides
II-5-1-principe

La teneur en flavonoide a été déterminée en utilisant la méthode du chlorure
d’aluminium (AICI3) décrite par ( Quettier-Deleu et al .2000). Les flavonoides
possedent un groupement hydroxyle (OH), libre en position cing, susceptible de donner
en présence du chlorure d’aluminium un complexe jaunatre, par chélation de 1’ion
aluminium (AI*+), dont sa concentration est proportionnelle a la quantité de composés
présents dans les extraits.

I1-5-2-procédures expérimentales

500ul d’une solution d’AlICI3 (2%) est additionné d’un méme volume de chaque
solution diluée puis incuber pendant 20 minutes a une température ambiante. La lecture
de l'absorbance de chaque solution préparée a été effectuée a l'aide d'un
spectrophotométre a une longueur d'onde de 430 nm contre un blanc.

La courbe d’étalonnage a été obtenue en utilisant comme étalon la quércetine. Les
teneurs de flavonoides sont exprimées en mg Equivalent en quercétine par g de maticre
séche (mg E Q/g M..S).




Chapitre III : Résultats et discussion

I1I-1-Analyse des extraits
III-1-1-Rendement des extraits

Les extraits phénoliques de la plante Globulaira Alypum La été préparées par trois
méthodes : Extraction hydro-alcoolique, extraction aqueuse et l’extraction par des
solvants a polarité croissante.

Les rendements d’extraction obtenus ainsi que les couleurs des extraits sont présentés
dans le tableau ci —dessous (Tableau05)

Tableau05 : Méthode d’extraction, rendement, aspect et couleur des différents extraits
étudiés

M¢éthode Nom de I’extrait Couleur  Aspect Rendement

d’Extraction

Hydro- Acétate d’éthyle  Vert- Poudre
alcoolique jaune
Butanol Vert Poudre 0,70 14%
foncé
Aqueuse Aqueux Marron visqueux 2,4 48%
foncé
|9 et et Dichlorométhane  Vert visqueux 0,30 6%
des solvants a militaire
polarité
croissante
Acétate d’éthyle  Vert visqueux 0,740 15%
claire
Ethanol Jaune visqueux 1,5 24%
foncé
Méthanol Jaune visqueux 0,90 18%
claire

D’apres les résultats consignés dans le tableau précédent, nous pouvons déduire que la
Teneur en composés phénoliques le plus éleve a été obtenu avec I’extraction aqueuse
48% tandis que I’extraction par des solvants a polarité croissante de 1’extrait
dichlorométhane nous a donné juste 6%..

Le pourcentage des rendements des Extraits obtenus par I’extraction Hydro-alcooliques
Acétate d’éthyle et butanol sont notée successivement 33% et 14% .

Les d’autres Extraits de [’extraction par des solvants a polarité croissante sonts
enregistrés des pourcentages : Ethanol (24 %) , méthanol (18%) Acétate d’éthyle
(15%)

E
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Figure31 : Histogramme représentatif les pourcentages des rendements de
différents extraits de I’espéce Globularia Alypum L.

Cette différence peut étre expliquée parla richesse ou la pauvreté d’extraits en en
composés solubles dans les solvants utilisés ou bien a la taille des particules de la
poudre végétale (Vermerris et Nicholson, 2006).

D’aprées Quy Diem Do et al. 2014, ['utilisation combinée de l'eau et du solvant
organique peut faciliter I'extraction des substances chimiques qui sont solubles dans
l'eau et / ou dans le solvant organique.

Dans notre cas, peut étre les substances solubles dans 1’eau sont présentes en quantité
importante est sont I’'un des causes essentielles de 1’augmentation du rendement
correspondant a la méthode d’extraction avec de 1’eau chaude. Ces substances peuvent
étre de nature protéiques ou carbohydrates (Békro et al, 2007).

I11-1-2-Dosage des phénols totaux

Les feuilles de notre plante Globularia alypum L ont été séchés a une température
ambiante et a 1’abri de la lumicre, pour assurer une meilleure élimination d’eau tout en
préservant la composition en composés phénoliques, sans provoquer leur volatilisation
et dégradation.

Les analyses quantitatives des phénols totaux, ont été déterminées a partir de 1’équation
de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage, tracée en utilisant l'acide gallique
comme standard (Figure 39). Les valeurs obtenues sont exprimées en mg EAG/g.
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Figure 32: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique en mg/ml.

Les teneurs en composés phénoliques totaux sont représentés dans le tableau 06.

Tableau 06: Teneur en polyphénols totaux des extraits de la plante Globularia Alypum

L
Méthode d’extraction Extraction Teneur mg EAG/g
Hydro-alcoolique Acétate d’éthyle 11,001+0,64
Butanol 1,075+0,43
Extraction Aqueuse Aqueuse 13,08+0,67
Extraction par des solvants | DCM 1,02+0,04
a polarité croissante
Acétate d’éthyle 2,14+0,14
Ethanol 3,78+0,41
Méthanol 4,22+0,06

Les teneurs en polyphénols totaux des différentes fractions varient entre 1,02 et 13,08
mg EAG/g ES respectivement. . Pour La concentration la plus élevée des phénols a été

mesurée dans I’extrait Aqueux avec un taux de 13 mg EAG/g ES, par rapport aux
extraits Acétate d’éthyle et butanol obtenu de 1’extraction hydro-alcoolique ou nous
Enregistrons des teneurs de 1’ordre de 11,001 et1,075 mg EAG/g ES respectivement.
ainsi que les extraits : DCM, Acétate d’éthyl, Ethanol,Méthanol obtenu de I’extraction




par solvant a polarité croissante ou nous enregistrons des teneurs de 1’ordre del,02 et
2,14 et 3,78 et 4,22 mg EAG/g ES respectivement cependant on justifiant que 1’extrait
brut aqueux obtenu contient d'autres composé€s polaires a part les phénols tel que : les
protéines, les sucre simple (glucose), les glycoprotéines (khecheba et al., 2014).

La quantité¢ des composés phénoliques d’extrait polyphénolique de la plante étudiée,
dépend essentiellement : de leur origine, la variété, la saison de récolte, les conditions
climatiques et environnementales, la localisation géographique, les différentes
maladies qui peuvent affecter la plante, la maturit¢ de la plante et la durée de
conservation. D’autres parameétres peuvent influencer significativement le taux et la
nature des composés phénoliques a savoir le type de solvant d’extraction, la taille des
particules et le temps d’extraction (Goli, 2012 )

En comparant aussi avec les travaux effectués par Khacheba et al(aout 2014), en
utilisant le méthanol comme solvant d’extraction, les résultats montrent que la teneur
des phénols totaux dans les feuilles de 1’espece Globularia Alypum Lest de 21,54 +
0,81 (mg EAG/g M.S. Cette variation peut étre expliquée que la teneur en composés
phénolique est influencée par différents parametres telle que la période et le lieu de
récolte, le climat, les conditions géographiques, la méthode et le temps d’extraction, la
solubilité et le type du solvant utilisé¢ (Naczy et Shahidi., 2004).

I11-1-3-Dosage des flavonoides

L’¢évaluation de la teneur des extraits des feuilles de Globularia Alypum Len
flavonoides a été estimée selon la courbe d’étalonnage réalisée avec la quercitrine, et
les valeurs sont exprimées en mg d’équivalent de quercitrine par gramme de maticre
séche (mg EQ/mg).
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Figure 33 : Courbe d’étalonnage de la quercitrine en mg/ml




Les résultats obtenus sont résumeés dans le tableau 07

Tableau 07 : Teneur des flavonoides des extraits de la plante Globularia Alypum L

M¢éthode d’extraction Extraction Teneur mg EAG/g
Hydro-alcoolique Acétate d’éthyle 0,18+0,02
Butanol 0,32+0,03
Extraction Aqueuse Aqueuse 2,36+0,05
Extraction par des solvants DCM 0,61+0,04

a polarité croissante

Acétate d’éthyle 0,22+0,1
Ethanol 1,02+0,04
Méthanol 0,61+0,03

Les résultats présentés dans le Tableau 07montrent que les teneurs en flavonoides
totaux varient considérablement entre les différents extraits. Les teneurs les plus
¢levés ont été enregistré dans 1’extrait aqueux avec une concentration de (2,36+0,05mg
EQ/g ES), suivi par I’extrait éthanol avec un taux de(1,02+0,04mg EQ/g ES).

Tandis que la plus basse concentration des flavonoides a ét¢ mesurée dans 1’extrait
acétate d’éthyle obtenu de 1’extraction hydro-alcoolique (0,18+ 0,02mg EQ/g ES).

Sur la base de ces résultats nous pouvant constater que nos extraits aqueux sont plus
riches en flavonoide par rapport aux autres extraits. Il est clair, que les teneurs en
flavonoide dans nos extrait sont inférieurs aux teneurs en phénols totaux, ce qui nous
indique la richesse de nos extraits par d’autres composés non flavonoidique
(Bousoussa .H, -2011).

Si on compare ces teneurs en flavonoides. Nous constatons que nos résultats sont
approximativement similaires a ceux mentionnées par Chelghoum.M, 2017, qui montre
que ’espece Globularia alypum L, présent une teneur en flavonoide de 1’extrait aqueux

¢gale a 2,94mg EQ/g de la maticre seche.
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Conclusion

Les plantes médicinales sont utilisés partout dans le monde pour traiter diverses
maladies, y compris I’inflammation, les maladies cardiaques, le cancer, le diabete..

Un grand nombre de plantes médicinales contiennent des composés présentant des
propriétés thérapeutiques trés importantes.

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét dans la
recherche biomédicale, une telle thérapie prévient ’apparition des effets secondaires
observés lors de I’utilisation des médicaments de synthése chimique.

Pour permettre I’utilisation vaste des plantes médicinales dans la médecine moderne, la
recherche et le développement de nouveau traitement important est
demandé¢ ;Cependant I’information scientifique sur les activités biologiques des plantes
médicinales contre le diabéte ,y compris Globularia alypum Lest encore insuffisant ;de
ce fait ,on a inspiré cette étude,une demande trés croissante ,pour revenir a la nature
dans le but de chercher des soins de santé et de nouveau traitement est une autre
motivation importante.

De ce fait, notre travail été prévue d’évaluer D’activité antidiabétique par un test
d’inhibition in vitro sur ’enzyme a-glucosidase des extraits phénolique de la plante
«Globularia alypum Ly qui est trés connue pour leur effet hypoglycémiant.
Malheureusement ont n’a pas terminer les tests d’inhibition a cause de 1’épidémie de
COVID19. Pour cela on a essayer de montrer quelques méthodes d’évaluation de
I’activité antidiabétique ont se basant sur les travaux réaliser sur le méme espece.

Les résultats de la quantification des phénols totaux montrent clairement que les
teneurs des différentes fractions varient entre 1,02 et 13,08 mg EAG/g ES
respectivement. . Pour La concentration la plus ¢élevée des phénols a été mesurée dans
I’extrait Aqueux avec un taux de 13 mg EAG/g ES. Tandis que les teneurs en
flavonoides varient considérablement entre les différents extraits. Les teneurs les plus
¢levés ont été enregistré dans 1’extrait aqueux avec une concentration de (2,36+0,05mg
EQ/g ES), suivi par I’extrait éthanol avec un taux de(1,02+0,04mg EQ/g ES).

En perspectives de cette étude il serait souhaitable d'approfondir notre étude en
s'intéressant notamment a 1’isolement des molécules bioactives dans nos extraits par les
différentes techniques chromatographiques et I’identification de leurs structures a
I’aide des méthodes spectroscopiques.

I1 est méme possible d’évaluer aussi les activités biologiques de ces molécules in vivo
afin d’¢lucider et préciser leurs mécanismes d’action
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