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Résumeé

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a cing plantes antidiabétique locales ; Ajuga iva,

Ocimum bacilicum, Marrubium vulgare, Matricaria pubescens et Salvia officinalis.
Dans le présent travail, nous avons étudi¢ 1’effet inhibiteur de leurs composés phénoliques et
de leurs huiles essentielles de ces plantes sur I’activité de 1’a — amylase.
La teneur en composés phénoliques totaux, doser en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu,
varient entre 0,57 et 17,23 mg / g en équivalent acide gallique (GAME). Alors que les
concentrations des flavonoides détectés en utilisant le chlorure d'aluminium varient entre 0,51
et 8,37 mg / g en équivalents de la rutine (RE).
Tous les extraits ont montré des effets inhibiteurs vis-a-vis de I’ a — amylase, avec des valeurs

d’IC50 qui varient entre 6.00 et 58.79 mg / ml pour les extrait phénoliques et entre 26.41 et
88.98 mg / ml pour les extraits d’huiles essentielles, dont la meilleure inhibition a été enregistré

pour I’extrait d’huile essentielle de la plante Matricaria pubescens (IC50 = 26,41 mg / ml).

Mots clés : composés phénoliques, huiles essentielles, effet inhibiteur, o — amylase,
plantes antidiabétiques.



Summary

In this work, we have five antidiabetic plants: Ajuga iva, Ocimum bacilicum, Marrubium

vulgare, Matricaria pubescens and Salvia officinalis.
In this study, we have studied the inhibitory effects of their phenolic compounds and their
essential oils on the activity of a - amylase.
The total phenolic compounds content, assayed using Folin-Ciocalteu reagent, ranged from
0.57 to 17.23 mg /g, expressed as Gallic acid equivalent (GAE). Whereas, the total flavonoids
concentrations, detected using of the aluminum chloride ranged from 0.51 to 8.37 mg /g,
expressed as Rutine equivalents (RE).

All of extracts have inhibitory effects on the o — amylase, with 1C50 values ranging from 6.00

to 58.79 mg / ml for the phenolic extracts and from 26.41 to 88.98 mg / ml for the essential oil

extracts, whose greatest inhibition was found for the essential oil of Matricaria pubescens
(IC50 = 26,41 mg / ml).

Keywords : phenolic compounds, essential oils, inhibition effect, a — amylase,

antidiabetic plants.
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Introduction générale

Depuis longtemps a travers I'histoire, les produits naturels a base de plantes ont joué un role
important au cour de la vie de I’€tres humains, particuliérement comme sources de nourriture et

remedes traditionnels (Leland., et al.2006).

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus de 80% de la population du monde se
fonde surla medecine traditionnelle pour leurs besoinsen soins de santé primaires.

(Boulanouar..et al. 2013).

La valeur médicinale des plantes, est due aux produits du métabolisme qu’elles synthétisent,
plus précisément les métabolites secondaires qui produisent une multitude d’action bénéfique sur
le corps humain. Parmi les constituants bioactifs les plus important, on note les composés
phénoliques, les alcaloides et les huiles essentielles qui ont fait 1’objet de nombreuse études pour
leurs activités biologiques (Antioxydants, Inhibiteurs d’enzyme, Antimicrobiens .....) (Leland et
al., 2006; Da Silva., et al., 2014).

L'objectif de notre travail est la confirmation de P’activité¢ antidiabétique de ces plantes par
I’inhibition de I’enzyme clé qui est I’ o-amylase et ainsi leurs usages en thérapeutique

traditionnelle.

Le présent travail, entre dans le cadre de la valorisation de cing plantes médicinales locales
(Ajuga iva, Ocimum basilicum, Marrubium vulgare, Matricaria pubescens et Salvia officinalis),
utilisées en thérapeutique traditionnelle dans la région de Laghouat, comme antidiabétique. Cette
étude, consiste en une contribution a 1’é¢tude de leurs composés phénoliques et leurs huiles
essentielles en tant qu’inhibiteur d’a-amylase ; I’enzyme clé de la premicre étape du processus
digestif des hydrates de carbone (responsables en partic a 1’augmentation de la glycémie et
I’apparition du diabéte sucré). Les inhibiteurs de cette enzyme retardent I'nydrolyse des hydrates
de carbone et prolongent et réduisent leurs taux d'absorption, induisant une stabilité du taux de

glucose plasmatique (Bhandari et al., 2008 ; Djelili et al., 2008).
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> La premiére partie de ce mémoire, est consacrée aux généralités sur le
diabéte et le stress oxydant.

> La seconde partie, est réservée a la description des protocoles de
préparation des extraits, du dosage des phénols totaux et des flavonoides et pour finir a
I’é¢tude de ’effet inhibiteur de ces extraits naturels sur I’activité enzymatique de ’a —
amylase.

> Les résultats ainsi que leurs discussions seront présentées dans la derniere

partie.

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

secondaire de ces plantes.
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Généralités

l. le diabéte
1.1. Définition

Le mot diabéte, signifie « passer a travers » en référence a la forte polyurie qui caractérise la
maladie. (khalfa, 2009) et en latin, voulant dire « a adouci avec miel » ce rapporte a la présence

de sucre dans ’urine des patients ayant la maladie. (Rutter, 2000).

Le diabéte, est une anomalie du métabolisme des glucides caractérisée par une glycémie a jeun
>1.26 g/L. (fmmol/L ) et/ ou > 2g/L ( 11 mmol/L) & un moment quelconque de la journée ou 2

heures apreés un test d’ hyperglycémie provoquée (Prudhomme, 2008).
1.2. Classification

La classification ancienne des diabétes reposait sur le mode de traitement de la maladie. On
distinguait : diabete insulino-dépendant(DID), et diabéte non insulino-dépendant(DNID)
(Giraud, 2010).

La classification actuelle des diabétes (datant de 1997), repose sur 1’étiopathogénie. D’apres
cette classification, il existe 4 principales formes de diabétes : diabete de type I, diabéte de type

I1, diabetes secondaires (ou diabétes spécifiques) et diabete gestationnel (Giraud, 2010).

1. Diabete de type | : diabéte insulinodépendant (DID) ou diabéte juvénile (Prudhomme,
2008.). Dans lequelle I’hyperglycémie est due a une destruction auto-immune des cellules f
(secrétant I’insuline) des ilots de Langerhans par des lymphocytes T auto - réactifs ( Richard,
2010 ; Pierre, 2006).

2. Diabete de type Il : diabéte non insulinodépendant (DNID) ou diabéte de la maturité dans
lequelle I’hyperglycémie est due a une carence relative en insuline liée a une insulino - résistance

et/ou a une insulino - pénie (Bastard et al., 2001; Giraud 2010).

3. Diabétes secondaires : sont dus a des causes diverses : endocrinopathies
(phéochromocytomes, acromégalie, syndrome de Cushing, hyperthyroidie, tumeurs endocrines
pancréatiques et digestives) a des dysfonctionnements d’origine génétique des cellules f(diabéte
MODY [Maturity Onset Diabetes of the Young] et diabete mitochondrial). Il peut étre aussi a

I’origine des médicaments, des composés chimiques ou composés toxiques (Velho et al., 1996).
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4. Diabéte gestationnel : Le diabéte gestationnel apparait au cours du 3e trimestre de la
grossesse et disparait apres I’accouchement, Il se caractérise par une hyperglycémie modérée,

sans gravité pour la mere mais pouvant avoir des répercussions sur I'enfant (Pierre, 2006).
1.3. Epidémiologie

Aujourd’hui, toutes les études s’accordent a dire que les maladies métaboliques et
nutritionnelles et a leur téte le diabéte sont en train de prendre des proportions alarmantes, En
effet, en 2001, le nombre de diabétiques était évalué a 177 millions et ’OMS prévoit une
population de 366 millions de diabétiques pour 2030. Véritable épidémie mondiale, comme le
décrit 1’Organisation mondiale de la santé, le diabéte est la premiére maladie non transmissible
reconnue par les Nations unies comme une menace pour la santé mondiale aussi grave que les

épidémies infectieuses, telles que le paludisme, la tuberculose et le sida (Senhaji et al., 2014).
1.4. Traitement

Pour le diabéte de type I, le traitement est strictement par 1’administration d’insuline
additionner d’exercices physiques et d’une alimentation équilibrée. Tandis que le traitement
essentiel du diabete de type Il se résume en un régime alimentaire associé aux exercices physique
permettant principalement la perte de poids. En cas d’insuffisance pour rétablir I'équilibre
glycémique, un retour au antidiabétique oraux par voie orale est obligatoire (Prudhomme, 2008;
Richard, 2010).

Le tableau 1 résume les différentes classes d’antidiabétiques avec leurs mécanismes d’action,

leur voie d’administration et leurs posologies.

9
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Tableau 1. Les différentes classes thérapeutiques d’antidiabétiques (Pillon., et al, 2014)

Classe Mécanisme d’action Nombre de prises
Pharmacologique par jour
sulfamides Augmentation de la  sécrétion 1 a2 prises/jour
hypoglycémiants d’insuline
Biguanides Effet antihyperglycémian Orale 1 a 3 fois/jour
Inhibiteurs de la DPP-4 | Augmentation des concentrations Orale 1 fois/jour
endogenes d’incrétine
Inhibiteurs de SGLT-2 | Réduction de la réabsorption du Orale 1 fois/jour

glucose au niveau du tubule
contourné proximal

Analogues des GLP-1 | Augmentation de la sécrétion Injectable 14 2 injections/
d’insuline et suppression de la Jour
sécrétion du glucagon

Insuline Active directement le récepteur a Injectable 1 a4 injections/
I’insuline jour en fonction
de la durée d’action
de I’ insuline

1.5. Nouvelle alternative de traitement

Les hypoglycémiants de synthese, sont susceptibles de causés beaucoup d’effets secondaires,
de ce fait pour pallier aux effets secondaires des traitements antidiabétiques, les recherches
scientifiques ce sont tournées vers les plantes en raison de leur disponibilité, leur faible codt et
leurs moindre effet secondaire. Actuellement, en compte environ 1123 espéeces de plantes
utilisées traditionnellement contre le diabéte; on donne par exemples (Ranunculus repens, la
coloquinte (Citrullus colocynthis) et le figuier commun (Ficus carica) (Raccah, 2004; Azzi,
2012).

Les propriétés médicinales des plantes sont dues a des produits du métabolisme. Les plantes
synthétisent de nombreux composes appelés métabolites primaires qui sont indispensables a leur
existence. Ceux-ci englobent des protéines, des lipides et des hydrates de carbone qui servent a la

subsistance et a la reproduction, non seulement de la plante elle-mé&me mais encore des animaux

qui s’en nourrissent. De plus, les plantes synthétisent une gamme extraordinaire d’autres
composés appelés métabolites secondaires. De nombreux métabolites secondaires sont des «
antibiotiques » au sens large, car ils protegent les plantes contre les champignons, les bactéries,

les animaux et méme les autres plantes (Small et Catling, 2000).
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Les métabolites secondaires ne sont pas essentiels pour la croissance et le développement de la
plante, mais sont impliqués dans son adaptation environnementale aux conditions biotiques et
abiotiques, mais, disposant de nombreuses vertus curatives pour ’Homme (Fett-Neto. 2010). On
peut citer, les métabolites les plus intéressent sont composes phénoliques et les huiles essentielles
(Anti-inflammatoires, Antivirales, Antiseptiques, Antioxydants, Anti-diarrheique, Antiallergique,
Antidiabétique etc.) (Iserin, 2001 ; Fernandez et Chemat, 2012 ; Husni Can Baser et
Buchbauer, 2010).

L.7. Inhibition de a-amylase

L’ a - amylase, est une enzyme glycolytiques sécréter par la glande pancréatique a travers le
suc pancréatique dans ’intestin, c’est ’enzyme clé qui catalyse la premicre étape du processus

digestif des hydrates de carbone (glucides).

D’ou, les inhibiteurs de I’hydrolyse des hydrates de carbone par I’ a - amylase dans le tractus
digestif retardent leur digestion et prolongent son temps, causant une réduction dans le taux
d’absorption du glucose, et par conséquent diminution des niveaux de glucose plasmatique et

abaissement de I’hyperglycémie (Raj Bhandari et al., 2008 ; Worsztynowicz et al,. 2014 ).

g
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Partie expérimentale

11. 1. Matériel végétal

Notre étude, a été réalisée sur 5 plantes connus pour leurs pouvoirs hypoglycémiants par la
population diabétique locale de la ville de Laghouat. Les 5 plantes, ont été récoltées dans les
environs du chef-lieu (El - assafia et Tadjmout), pendent le mois de Mars 2015. Les
différentes données (nom local, nom vernaculaire, parties des plantes utilisées, méthode de
préparation...) ont été obtenues suite a une enquéte ethnobotanique, chez différent herboristes
de la ville de Laghouat ayant la connaissance des propriétés curatives de ces plantes. Le nom,
I’utilisation ainsi que la photo de chaque plante sont présentés dans le Tableau 2.

Ces plantes ont déja fait 1'objet d’études sur leurs activités antioxydantes et inhibitrices

d’enzyme dans le laboratoire des sciences fondamentales de ['université de Laghouat.

-
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Tableau 2. Nom, utilisation et photo des plantes investiguées (Schauenberg,1977 ;
Beloued, 2003 ; Chehma, 2006 ; Schauenberg, 2010)

Nom de la Plante

Utilisation

Photos (originale)

Famille: Asteracées.

Nom vernaculaire : 43 gk 2

Nom frangais : Camomille

Nom latin : Matricaria
pubescens

Elle est trés réputée par ses
qualités aromatiques.

Alimentation: Elle est utilisée
pour aromatiser les soupes,
particuliérement durant le mois de
Ramadhan.

Pharmacopée: Elle  est
utilisée en infusion pour faciliter
la digestion.

Intérét pastoral: Elle est
surtout broutée par les chévres.

Famille : Labiées
Nom vernaculaire : 5 said
Nom frangais : Ivette

Nom latin : Ajuga iva

Antispasmodique, tonique,
fébrifuge, diurétique,
antiarthritique, apéritive, contre
les affection fébriles comme la
grippe. Maux de téte, des reins et
de vessie.

Famille : Lamiacées
Nom vernaculaire : ¢ &) s
Nom frangais : Sauge

Nom latin : Salvia officinalis

la vertu thérapeutique la plus
remarquable est l’inhibition de
transpiration. La sauge arréte la
lactation ; elle est spasmolytique,
stimulante, antidiarrheique et
possede une action cestrogene.
L’infusion de sauge est
indiquée dans le cas de troubles
nerveux, vertiges, tremblements,
états dépressifs.
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le basilic a un effet

Famille : Lamiacées antispasmodique  gastrique,

un tonique stomachique,

carminatif et galactogéne.

Son usage culinaire comme

Nom latin : Ocimum basilicum condiment est largement
répandu.

Nom vernaculaire : G@aJ)
Nom frangais : Basilic

Plante Vivace, ligneuse de
Famille : Labiées 30 a 80 cm, tige érigée et
rigide, feuilles arondies,

Nom vernaculaire ; <ig i L i
faiblaiment dentées.

Nom frangais : Marrube

Nom latin : Marrubium vulgare On utilise en infusion
comme expectorant dans
divers affections ( gastro-
intestinale,  hépatique et
biliaire)

I1. 2. Prétraitement des échantillons

Apreés la récolte, les plantes ont été séchées a température ambiante, a I'abri de la lumiére et
dans un endroit sec et bien aéré. Une fois séchées, une partie de chaque plante a été broyées et
tamisées en vue d’obtenir la méme granulométrie, et conserver dans des sacs en papier bien
fermés jusqu’a son utilisation pour I’extraction des composé€s phénoliques. L’autre partie

restante de chaque plante a été conservé sans broyage pour I’extraction des huiles essentielle.

I1. 3. Quelques tests phytochimiques des composés phénoliques
Afin d’avoir une idée sur les principes actifs présents dans les especes choisies pour cette
étude, la partie aérienne choisis pour 1’extraction, a subi des tests phytochimiques afin de

confirmer I’existence des composés phénoliques.
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Il.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. Aprés filtration, quelques gouttes de FeCl3 sont ajoutées au filtrat.

L’apparition d’une couleur verte foncé indique la présence des tanins (Surmaghi et al.,

1992).

Il. 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,
I’apparition d’une mousse stables de hauteur supérieur a 1 cm aprés 15 min indique la

présence des saponines (Mojab et al., 2003).

I1. 3. 3. Flavonoides
Une masse arbitraire de la poudre de chaque plante a été macérée dans le méthanol pendant
24H, un volume d’AICI3 a été ajouté a un certain volume du filtrat. L’apparition d’une

couleur jaune fonceé indique la présence des flavonoides (Quettier, 2000).

I1. 4. Préparation des extraits

I1. 4. 1. Extraction des composés phénoliques

La présence d’un ou plusieurs cycles benzéniques hydroxylés chez tous les composés
phénoliques, est responsable de certaines propriétés communes utilisées pour les extraire a
partir du matériel végétale, les caractériser chimiquement et les doser. Cependant, il faut noter
que ces propriétés peuvent s’exprimer difféeremment selon la complexité de la molécule
concernée et le nombre de groupements hydroxyles portés par chacun des cycles benzéniques.
(Macheix et al., 2005).

Le Méthanol, I’é¢thanol, 1’acétone, 1’eau, I’acétate d’éthyle et, dans une moindre mesure, le
propanol, le diméthylformamide, et leurs combinaisons sont fréquemment utilisés pour
I’extraction des composés phénoliques (Naczk et Shahidi, 2004).

La plupart des composés phénols, peuvent aisément étre extraits avec des mélanges
méthanol/eau (80/20, v/v). Aprés 1I’¢limination de I’alcool par évaporation sous vide, il est

ensuite nécessaire de purifier I’extrait global ainsi obtenue, d’abord en éliminant les pigments
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chlorophylliens et caroténoides (extraction a 1’éther de pétrole), puis en extrayant les
composés phénoliques avec un solvant de polarité intermédiaire comme 1’acétate d’éthyle.
Qu’il est ensuite aisé d’éliminer sous vide afin de transférer finalement dans le méthanol, la
fraction phénolique correctement purifiée. (Macheix et al., 2005).

Dans la présente étude, I’extraction a été réalisée selon le protocole adapté par Khacheba

et al., 2014, selon trois étapes : macération, dépigmentation et purification.

A. Macération

Une quantité de 5g de chaque poudre est macérée dans mélange hydro — alcoolique
(méthanol-eau) (80 : 20 V/V) pendent 24 heures a température ambiante et a 1’obscurité.
L’extrait est filtré puis le résidu est repris pour une deuxiéme macération avec un autre
volume du méme mélange hydro-alcoolique dans les mémes conditions.

Ce qui nous a donc permit d’obtenir I’extrait hydro-alcoolique brut.

B. Dépigmentation
L’extrait brut est évaporé sous pression réduite a 50°C, puis la phase aqueuse restante est
lavée une ou plusieurs fois avec un méme volume d’éther de pétrole, jusqu’a 1I’épuisement des

pigments et des lipides.

C. 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 sechés avec du sodium anhydre puis évaporés a
sec a pression réduite a 50°C. Les extraits phénoliques ainsi obtenus présentent généralement
un aspect visqueux, de couleur verte, jaune ou 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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I1. 4. 2. Extraction des huiles essentielle

50 g la partie aérienne de chaque plante, est été macéré dans de 1’eau distillée, dans un
ballon de capacité de deux litres, toute une nuit. L’ensemble est placé dans ’appareil de
Clevenger et porté a ébullition a 1’aide d’un chauffe-ballons. En traversant un réfrigérant, les
vapeurs chargées d’huile se condensent et décantent ; 1’eau et 1’huile se séparent par
différence de densité.

Les huiles obtenues, sont mesurées (en pl par g de plante) et les avoir récupérées, elles sont
conserveées, dans des tubes en verre bien scellés et recouverts d’aluminium, au réfrigérateur a

4°C et a I’abri de la lumiére (protection contre la chaleur, I’évaporation et la lumiére).

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 H3PW12040 et d’acide phosphomolybdique H3PM12040, qui sont
réduits lors de 1’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungsténe (W8023) et de
molybdéne(Mo08023) (Chavez, 1996).

Pour réaliser le dosage, 100 ul de chaque extrait dilué a différentes concentrations sont
mélangés a 500 pl du réactif de folin-Ciocalteu. Apres deux minutes d'incubation, 2 ml de
carbonate de sodium Na2CO3 sont ajouté. Les tubes sont ensuite agités et placés a 1’obscurité
pendant 30 minutes a température ambiante.

La lecture de I’absorbance de chaque solution préparée est mesurée a l'aide d'un
spectrophotometre UV-Visible de type Shimadzu 1601, a une longueur d’onde de 760 nm
contre un blanc. Les valeurs de l'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 matiére séche.
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I1. 5. 2. Dosages des flavonoides

Les teneurs des flavonoides ont été mesurés par une méthode adaptée de Lamaison et
Carnat (1991) en utilisant le trichlorure d’aluminium (AIC13) comme réactif.

Pour réaliser le dosage, 1 ml de chaque solution diluée a été mélangés a 1 ml d’AlCI3 puis
incuber a la température ambiante pendant 20 minutes. La lecture de 1’absorbance de chaque
solution préparée a €té mesurée dans le méme spectrophotomeétre a une longueur d’onde de
409 nm contre un blanc. Les valeurs de 1’absorbance ainsi obtenues sont proportionnelles a la
quantité de flavonoides présente dans nos extraits. Et les résultats sont présenté en mg

équivalent quercétine /g de matiére séche.

1. 6. Effet d’inhibition des plantes sur I’a. — amylase

Dans la présente étude, on s’intéresse a I’évaluation de I’effet des composés phénoliques et
des huiles essentielles des plantes investiguées sur I’activité enzymatique de I’a — amylase
fongique d’Aspergillus oryzae.

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 1’hydrolyse du

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

Il. 6. 1. Principe de la méthode de dosage par le DNS

L’activité enzymatique de I’o. — amylase est dosée sur son substrat I’amidon (mélange de 2
homopolymeéres, I’amylose et I’amylopectine composés d’unités de molécules de D-Glucose).
Elle catalyse I’hydrolyse de ce substrat qui libére le maltose et d’autres produits (Figurel). Le

maltose libéré est dosé spectrophotomeétriquement.
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Figure 1. Produits de dégradation de I’amidon par 1’ o — amylase

La méthode est basée sur le dinitrosalicylique (DNS, phénol cristallin, sulfite de sodium,
hydroxyde de sodium et double tartarate) qui stoppe la réaction enzymatique par un
changement de pH et forme un complexe avec le glucose.

Cette méthode teste la présence d'un groupe carbonyle libre (C = O) des sucres dits
réducteurs (figurel). Ceci implique l'oxydation du groupe fonctionnel présent dans le
glucose, Simultanément, l'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS) est réduit a l'acide 5-

nitrosalicylique 3-amino dans des conditions alcalines (Miller, 1956).

Chaque molécule de maltose (une liaison hydrolysée) libérée dans le milieu réactionnel,
réagit avec le DNS en excés de couleur orange entrainant une réduction de ce dernier,
induisant en paralleéle un changement de couleur en rouge brique dont I’intensité est mesurée

apres dilution a 540 nm.
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Figure 2. La réaction du réactif DNS avec un sucre réducteur (Castellucci, 2013).

I1. 6. 2. Test d’inhibition

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

atteindre.

A. Extraits phénoliques

Dans des tubes a essai les milieux réactionnels contenaient 200 ul du tampon phosphate,
100 pl d’amidon, 100 pl de chaque extrait phénolique dilué a la méme concentration dans du
tampon phosphate salé (pH 6,9), et au temps zéro 100 pl d’o - amylase débute la réaction pour
une incubation pendant une durée de 5 min a 37 °C. La réaction enzymatique est stoppée par
I’ajout du DNS, le milieu réactionnel est ensuite porté a ¢bullition a 100 °C pendent 10 min,
apres refroidissement le milieu réactionnel est dilué avec de 1’eau distillée. Les absorbances

sont ensuite mesurées a 450 nm avec le méme spectrophotometre.

Un controle a été préparé de la méme fagon sans inhibiteur.
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Les pourcentages d’inhibition sont calculés selon la relation suivante :

- A contréle— A échantillon du test
Inhibition (%) = X 100

A controle

A control: Absorbance du contrble sans inhibiteur.

A échantillon du test : Absorbance de 1’échantillon du test.

B. Huiles essentielles

Dans des tubes a essai, les milieux réactionnels contenaient 100 pl de chaque huiles
essentielles dilué a la méme concentration dans du tampon phosphate salé (pH 6,9) et 100 ul
d’a — amylase. Les tubes sont ensuite incubés pendant 10 min a 37 °C, il s’en suit 1’ajout de
100 pl du substrat pour débuter la réaction suivie d’une incubation pendant une durée de 10
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 I’eau distillée. Les absorbances sont ensuite mesurées a 540 nm avec le méme
spectrophotometre.

Un contr6le a été préparé de la méme facon sans inhibiteur.

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

- A contréle— A échantillon du test
Inhibition (%) = X 100

A contréle

A control: Absorbance du contréle sans inhibiteur.

A échantillon du test : Absorbance de 1’échantillon du test.

I1. 6. 3. Etude du pouvoir anti-amylasique

L’activité inhibitrice confirmée par le test précédant, nous avons encouragés de procéder a
I’étude de I’activité anti — amylasique en vue de déterminer pour chaque extrait le parametre
IC50.
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Pour cela, nous avons varié la concentration en extraits. L’activité inhibitrice des extraits
est mesurée comme décrit précédemment en introduisant 100 pl des différentes concentrations
variables d’extraits.

La représentation graphique de la variation des pourcentages d’inhibition en fonction des
concentrations en extraits, nous a permis de déterminer les valeurs d’IC50 pour chaque

extrait.
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Résultats et discussions

1. 1. les tests phytochimiques

Avant d’entreprendre toute tentative d’extraction et d’étude, nous avons établis des tests
phytochimiques sur les différentes plantes choisis pour 1’étude, pour avoir une idée sur les

métabolites secondaires existant.

Les résultats des trois tests phytochimiques réalises sur la poudre de toute la partie aérienne
de chaque plante, ont montré qu’elle contient des flavonoides, des tanins et des saponines et
donc, la plante peut étre considérée comme source de composes phénoliques et de saponines.

Les résultats sont consignes dans le tableau 3.

Tableau 3. Résultats des tests phytochimiques sur les plantes étudiées.

Les flavonoides Les tanins Les saponines
Ajuga iva ++ ++ + ++
Ocimum bacilicum ++ +++ -
Marrubium vulgare + + +
Matricaria pubescens ++ +++ -
Salvia officinalis feuilles + + +++ ++
Salvia officinalis fleurs ++ +++ -

Sachant que : Le symbole « + » est 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.

Au regard du tableau précédent, nous remarquons qu’il y a pratiquement la méme présence
en flavonoides chez toute les plantes excepté la plante Marrubium vulgare dont la présence
est tres faible et les fleurs de la plante Salvia officinalis fleurs dont la présence est trés
importante. Cette différence est due aux conditions climatiques dans lesquelles ont pouces les
plantes, on peut dire que la plante Salvia officinalis a poucé dans des conditions la secheresse
du sol, la salinité, les rayant UV et la température qui font que la présence en flavonoides est
importante (Ramakrishna et Ravishankar., 2011). De plus Une des fonctions majeures des
flavonoides est de contribuer a la couleur des plantes notamment a celle des fleurs. Or, c’est
par la couleur de ses fleurs que la plante exerce un effet attracteur sur les insectes et les

oiseaux pollinisateurs, assurant par ce biais une étape fondamentale de sa reproduction.
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Alors que la plante a pu poucé dans des conditions climatiques ne favorisant pas la

synthese des flavonoides.

Quant aux tanins, toutes les plantes ont présenté une trés forte présence hormis la plante
Marrubium vulgare dont la présence est faible. Les tanins sont un groupe de métabolites
secondaires qui sont synthétisés dans de nombreuses espéeces de plantes supeérieures, et qui
semblent étre fortement influencés par les facteurs environnementaux sous I'angle de ces deux
facteurs quantitatifs et qualitatifs tels que la saisonnalite, les attaques d'insectes, la pollution
de l'air, et la disponibilité de lI'eau et des nutriments (macro et micronutriments). Ceux-ci
semblent influer directement sur la composition chimique et plus précisément la teneur en
tanin présent dans les plantes, ce qui peut s'expliquer par le fait que la production de ces
composés est liée a un type de réponse chimique de la plante a I'environnement (Sampaio et
al., 2011).

Seulement trois échantillons permis les six ont montres la présence de saponines dont la
plus forte est enregistrée pour la plante Ajuga iva. Les saponines sont abondantes dans
diverses especes végetales et dans certains animaux marins. Chez les plantes, les saponines se
trouvent surtout chez les angiospermes, mais ils sont également trouvés dans certaines
fougeres. Les saponines se produisent dans diverses parties de la plante, y compris les racines,
les feuilles, les tiges, les bulbes, les fleurs et les fruits. Le contenu de saponines est trés élevée
dans certaines plantes (Szakiel et al., 2011). Cependant, comme dans le cas des autres
catégories de métabolites secondaires, le niveau de ces composés peut étre fortement
influencé par beaucoup de facteurs intrinséques et externes. Les facteurs intrinseques refletent
I'état physiologique de la plante, qui dépend principalement de stade de croissance et de
développement. Les facteurs externes comprennent les effets de I'environnement, a la fois
abiotiques et biotiques (la température, la fertilité des sols, la disponibilité de I'eau et de la
lumiere) (Szakiel et al., 2011). On peut envisager donc, que la synthése des saponines n’a pas

été influencé par ces facteurs.
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I11. 2. Préparation des extraits

La partie aérienne de chaque plante choisi pour I’étude, a subit le méme traitement de
séchage et de conservation. Dans cette étude nous nous sommes intéressait a deux métabolites
secondaire (les composes phénoliques et les huiles essentielles) vue les multitudes d’activité
biologiques qu’ils conférent.

L’extraction des composés phénoliques a été réalisée par macération hydro — alcoolique,
quant aux huiles essentielles elles ont été extraites par hydrodistillation a I’aide d’un dispositif
Clevenger. Les teneurs, les aspects et les couleurs de chaque extrait bruts sont consigné dans
le (Tableau 4).

Tableau 4 . Teneurs, aspect et couleurs des extraits des plantes étudiées.

Teneurs % en composés Teneurs en % en huiles essentielles
Plantes phénoliques
Aspect | Couleur Teneur Aspect Couleur Teneur
(%) (%)
Ajuga iva Visqueux Vert 3,88 - - -
militaire
Ocimum bacilicum Visqueux Vert 3,40 Liquide Transparent 0,66
militaire
Marrubium vulgare Visqueux Marron 14,14 - - -
Matricaria pubescens Visqueux Marron 3.7 Visqueux Orange 0,13
Salvia officinalis (feuilles) | Visqueux | Vert olive 3,89
4.05 Liquide Jaune clair 0.68
Salvia officinalis (fleurs) Visqueux Jaune

Tous les extraits ont montré différentes couleurs qui sont fonction de la composition et des
aspects visqueux excepté deux extraits d’huiles essentielles des plantes Ocimum bacilicum

Salvia officinalis qui sont liquides.

L’extraction est la séparation des parties actives des plantes a I'aide de solvants sélectifs
par des procedures standards. Les produits ainsi obtenus a partir de plantes sont des mélanges
relativement complexes de métabolites, en état liquide, ou semi-solide sous forme de poudre
seche (apres élimination du solvant). Au cours de I'extraction, les solvants se diffusent dans le

matériel végétal solide et solubilisent les composés a polarité similaire. Ces produits
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contiennent un mélange complexe de plusieurs métabolites de la plante, telles que les

alcaloides, les glycosides, les terpénes, les flavonoides et les Lignanes (Tiwari et al., 2011).

Les méthodes d'extraction utilisées en pharmaceutique, implique la séparation des parties
médicalement actives des tissus végétaux a partir des composants inactifs / inertes en utilisant
des solvants sélectifs. Lors de I'extraction, les solvants se diffusent dans la matiére végétale
solide et solubilisent les composés de polarité similaire (Tiwari et al., 2011).

D’apres les résultats du tableau 4 , on remarque que les teneurs en composes phénoliques
ont varié entre 3.70 % (Ocimum bacilicum) et 14.14% (Marrubium vulgare). La plus part de
nos plantes n’ont pas atteint 10%. Ces faibles valeurs sont influencées par plusieurs
parametres qui sont : la partie de la plante utilisée comme matériau de départ, le solvant utilisé
pour l'extraction, la procédure d'extraction. Aussi la différence de granulométrie ne permet

pas le méme contact du solvant avec la poudre végétal (Tiwari et al., 2011).

De plus, la différence d’espéces (familles) ainsi que les régions de récolte dont les
conditions climatiques et environnementales non identiques peuvent également expliquer

cette variabilité.

Suite a I’extraction des huiles essentielles, permis cinq plantes étudiée seulement trois
plantes (Salvia officinalis, Matricaria pubescens et Ocimum bacilicum) ont montré 1’existence
d’huiles essentielles avec des teneurs différentes, dont la plus faible est enregistrée pour la

plante Matricaria pubescens (0,13 %), et la plus forte par la plante Salvia officinalis (0,68 %).

Nous avons remarqué que les deux plantes Salvia officinalis et Ocimum bacilicum ont des
teneurs tres proches et importante par rapport a la plante Matricaria pubescens ceci peut étre
expliqué le fait que ces deux plantes appartiennent a la famille des lamiacées qui sont connues

par leur richesse en huiles essentielles (Agostini et al.,2009).

Si on compare entre les teneurs en composés phénoliques et les teneurs en huiles
essentielles, nous remarquons que les plantes sont plus riches en composés phénoliques qu’en
huiles essentielles. On peut envisagé, que ces plantes ont poucé dans des conditions
environnementales désagréables favorisant ainsi la synthése des composés phénoliques, mais

n’ayant aucune influence sur la synthése des huiles essentielles vue qu’elles ne sont pas
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synthétisées a des fin de défense et de protection mais afin de produire une odeur attrayante
pour certains animaux et insectes, en aidant a la pollinisation. Dans d'autres cas, le parfum est
nocive, agissant comme un répulsif; ou irritants, fonctionnant également comme un répulsif.
Les huiles jouent un rdle pour sceller des plaies, comme vernis pour empécher I'évaporation
de I'eau (Werker, 2006 ; Saeb et Gholamrezaee., 2012 ; Koul et al., 2008).

N’écartant pas aussi que les deux modes d’extraction utilisés dans cette étude pour extraire
les composés phénoliques et les huiles essentielle sont différents. Les techniques générales de
l'extraction a partir d’une plante comprennent la macération, I’infusion, la percolation, la
digestion, 1’extraction hydro-alcoolique, I’extraction a contre-courant, 1’extraction par micro-

ondes, I’extraction a ultrasons (sonication) et 1’extraction par fluide supercritique.

Pour les plantes aromatiques, les techniques d’ hydrodistillation (distillation aqueuse,
distillation a la vapeur, distillation aqueuse et a la vapeur), macération hydrolytique suivie
d'une distillation, peuvent étre employés. Certaines des derniéres méthodes d'extraction des
plantes aromatiques comprennent micro-extraction en phase solide, [I'extraction de

protoplastes, microdistillation, thermomicrodistillation et distillation moléculaire.

Les variations de différentes méthodes d'extraction qui affectent la quantité et la
composition des métabolites secondaires d'un extrait dépend : du type d'extraction, du temps
de l'extraction, de la température, de la nature du solvant et de la polarité (Tiwari et al.,
2011).

En conclusion, on peut dire qu’aucune procédure standard d’extraction ne peut conduire a
la récupération de tous les composés phytochimiques présents dans une plante. Mais des
efforts devraient étre faits, pour produire des procédés de qualité aussi cohérente que possible
(dans la fourchette la plus étroite possible), pour développer et pour choisir les meilleurs

procédés d'extraction.
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111 . 3. Dosage des composés phénoliques

Avant toute tentative d’étude d’activité biologique, nous avons effectué un dosage des
phénols totaux sur les différents extraits préparés a partir des 5 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 ER/ g
de matiére seche.

Le tableau 5, résume les teneurs en phénols totaux et en flavonoides pour I’extraction

hydro- alcoolique de chaque plante.

Tableau 5. Teneurs en phénols totaux et en flavonoides des plantes étudiées

Plantes Teneurs en Phénols Teneurs en flavonoides
totaux (mg EAG / g MS) (mg ER/g MS)
Ajuga iva 0.57+£0.00 0.51+£0.00
Ocimum bacilicum 7.13+0.00 6.52 £ 0.00
Marrubium vulgare 2.36 + 0.00 1.37 +£0.00
Matricaria pubescens 2.95+0.00 Non déterminé
Salvia officinalis (feuilles) 9.72 £ 0.00 8.37 £0.00
Salvia officinalis (fleurs) 17.23+0.00 8,42 +0.00

D'apres la synthése des résultats obtenus pour la quantification des composés phénoliques,
on constate que les teneurs en phénols totaux ont varié entre 75,0 et 17,23 mg EAG/g MS, et

pour le dosage des flavonoides, les teneurs ont varié entre 0,51 et 8,42 mg ER/g de MS.

Les fleurs et les feuilles de plante Salvia officinalis ont enregistré les meilleurs teneurs en
phénols totaux et en flavonoides par rapport aux autre plantes, on peut dire que cette plante est
riche en composés phénolique et ces différences de teneurs entre les plantes étudiées peuvent
etre attribuer a plusieurs facteurs : le type de contact solvant - matiere végétal et le type et le
degré de polymérisation des composés phénoliques (structure). De plus le réactif Folin
Ciocalteu utilisé pour le dosage des phénols totaux est un réactif trés sensible mais
malheureusement peu spécifique car beaucoup d’autre composes réducteurs peuvent
interférer, avec d’autre composés que les polyphénols telles que les sucres, les protéines et les
pigments qu’on estime ont pu passer dans le mélange polaire Méthanol/eau utilisé pour

I’extraction (Luis et al.,2010).

<
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Si on compare les valeurs des teneurs en flavonoides a celles des teneurs en composés
phénoliques, on remarque qu’elles sont toutes inférieures a ces derniéres, ce qui indique que
les extraits contiennent d'autres composés phénoliques possédant autres structures chimiques
que celles des flavonoides (Acide phénoliques, tanins, stilbénes...). Une plante a montré sa

richesse en flavonoides a savoir Salvia officinalis : 8,37 feuilles et 8,42 (fleurs) mg ER /g MS

De plus nous remarquons que les teneurs en phénols et en flavonoides sont trés proches ce
qui peut étre expliqué par le fait que presque tous les phénols extrait sont des flavonoides,
excepté les fleurs de la plante Salvia officinalis dont la teneur en phénols est tres élevé par

rapport aux flavonoides qui est due surement a la non spécificité du réactif.

Les fleurs de la plante Salvia officinalis on présentée des teneurs en phénols totaux et
flavonoides supérieures aux feuilles, ceci peut étre d0 a la partie utilisée de la plante ; cette
différence d’inégale de répartition des flavonoides pourrait s’expliquer par le fait 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 (Hugues et al., 2011; Dohou et al., 2003) De
plus les fleurs sont riches en enzymes impliqué dans la synthése des flavonoides (Harborne,
1980).

Il faut noter que les teneurs en extraits bruts et en phénols totaux ne varient pas dans le
méme sens, car on remarque que pour des teneurs élevées en extraits brut on enregistre des
quantités faibles en phénols totaux. Cette constatation est valable pratiquement pour toutes les
plantes et notamment dans les plantes Ajuga iva et Marrubium vulgare car ces plantes ont
enregistré la valeur la plus élevée en extrait brut alors que ce n'est pas le cas pour les teneurs

en phénols totaux.

Des études réalisées au laboratoire des sciences fondamentales sur d’autres espéces
végétales de la région de Laghouat ont été utilisées la méme procédure d’extraction réalisée
dans notre étude excepté ’extraction liquide - liquide ou il ont utilisé du dichlorométhane et
de I’acétate d’éthyle ont montré des teneurs en phénols inférieures que celles observées chez

nos plantes (Khacheba et al., 2014) (2). Par contre une autre étude (Khacheba et al., aout

<
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2014 (1) sur les mémes especes végetales de la région de Laghouat ayant utilisé une
extraction aqueuse a montré des teneurs trés proches que celles qu’on a enregistré. Ces

valeurs chez nos plantes peuvent étre liées a la richesse de nos plantes en polyphénols.

111 . 4. Effet d’inhibition des cinq plantes sur I’a — amylase

I11. 4. 1. Test d’inhibition

En vue de repérer les extraits ayants une capacité inhibitrices vis-a-vis I' [J - amylase, nous
avons soumis ces derniers des tests d'inhibitions in vitro a la méme concentration. Les taux

d'inhibition obtenus sont résumés dans le tableau 6.

Tableau 6. Taux d’inhibition des extraits phénoliques et des huiles essentielles des plantes

étudiées vis - a vis de I’a. — amylase.

Les pourcentages d’inhibition (%)
Plantes Les composés phénoliques Les huiles essentielles

Ajuga iva 36,12+ 0,11 -
Ocimum bacilicum 63,21 + 2,02 12,76 £ 1,63
Marrubium vulgare 20,75+ 0.62 -
Matricaria pubescens 43.92 + 3,38 55,10 + 2,13
Salvia officinalis (feuilles) 54.02 + 2,34 31.98 +0,81
Salvia officinalis (fleurs) 55,95 + 2,68 (Partie aérienne)

Suite aux résultats des tests d’inhibition, nous avons constaté que tous les extraits préparés

présentent un potentiel d’inhibition vis-a-vis de I’a — amylase a différents taux d’inhibition.

Les valeurs calculées pour les composés phénoligues, sont comprises entre 36,12 et 63,21
%. Les meilleurs pourcentages d’inhibition sont enregistrés pour les extraits de la plante
Ocimum bacilicum (63,21 %) et la plante Salvia officinalis : 55,95 et 54.02 % pour les fleurs
et les feuilles respectivement. Quant aux autres plantes les pourcentages d’inhibitions sont < a
55%. Quant aux valeurs calculées pour les huiles essentielles sont comprises entre 12,76 et
55,10 %. Le meilleur pourcentage d’inhibition est celui de 1’huile de Matricaria pubescens
(55,10 %.).

Cette constatation peut étre expliquée par le fait que la composition et les structures

chimiques des molécules inhibitrice présentent dans les deux extrait phénoliques et huiles
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essentielles varient avec I’espéce, ce qui méne a différent contacts avec le site actif de
I’enzyme, ce qui prouve que la composition et la structure jouent un réle important dans

I’inhibition (Heo et al., 2009).

Cependant, on peut déduire que D’effet inhibiteur de cette enzyme par nos extraits,
implique probablement la présence des groupements glucosidiques dans les squelettes
phénoliques et / ou flavonoidiques et terpenoides.

Des études récentes ont démontré que les groupes hydroxyle de composeés polyphénoliques
ont un role important dans la promotion de I’activité inhibitrice (Heo et al., 2009) . D’autre
¢études ont prouvez I’effet inhibiteur de 1’a. — amylase par les terpenoides présent dans des
extraits phénoliques ou dans des huiles essentielles (Michelle de Sales et al., 2012; Guessan
et al., 2011; Békro, 2011). 11 a été également démontré que la baisse de 1’activité
enzymatique dépend de la concentration ainsi que du nombre et de la position des groupes
hydroxyles des composés. Ces activités inhibitrice dépendent de la structure des composés
réagissant avec les protéines / enzymes et de diverses propriétés des biopolymeres tels que le
poids moléculaire, la solubilit¢ et la digestibilité in vitro. Le mode d’inhibition dépend

¢galement de la spécificité du substrat a I’enzyme (Chethan et al., 2008).

Les pourcentages d’inhibition les plus importants n’ont pas atteint les 100 % et comme le
phénoméne d’inhibition est le résultat d’une synergie entre plusieurs molécules on peut
expliquer ces taux par la séparation de certaines molécules dans deux solvants d’extraction
qui auraient pu donner des taux plus importants si ils été présent ensemble dans le méme

milieu réactionnel (Ranga et al., 2009).

I11. 4. 2. Etude du pouvoir anti-amylasique

Apres avoir confirmé 1’existence d’activité inhibitrice pour chaque extrait par le test
précédent, et on se basant sur les résultats, trois plantes ont été choisie pour procéder a 1’étude
de I’activité anti — amylase ; afin de déterminer pour chaque extrait et dans les mémes
conditions réactionnelles le parameétre IC50 qui représente la concentration d’inhibiteur
nécessaire pour diminuer la vitesse réactionnelle jusqu’a 50% de sa valeur maximale non —

inhibée.
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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’IC50 pour chaque

extrait que nous avons regroupés dans le tableau 7 si dessous :

Tableau 1. Valeurs des ICsy des extraits des plantes sélectionnées vis - a vis de I’a. —

amylase
Les 1Cso (Mmg/ml)
Plantes Les composés phénoliques Les huiles essentielles

Ajuga iva 11,49 + 0,07 -

Ocimum bacilicum 6,00 £ 0,01 88,98 +1,24
Marrubium vulgare 58,79 £ 0,05 -
Matricaria pubescens 10,80 £ 0,90 26,41 £ 0,30
Salvia officinalis (feuilles) 8,14 + 0,54

Salvia officinalis (fleurs) 6,89 + 0,96 63,76 £0,22

Les valeurs d’IC50, ont variée globalement entre 6,00 et 58,79 mg/ml pour les extraits
phénoliques et entre 26,41 et 63,76 mg/ml pour les extraits d’huiles essentielles.

Les extraits phénoliques ont enregistrée de meilleurs IC50 par rapport aux extraits d’huiles
essentielles ceci, peut €tre attribuée a la présence d’un groupes de molécules phénoliques dont
la structure est différente que celles des molécules existant dans les huiles essentielles leurs

conférant une activité inhibitrice plus efficace.

Nous avons constaté un résultat tres intéressant concernant les plantes, Ocimum bacilicum
et fleurs de Salvia officinalis, pour les composés phénoliques et de Matricaria pubescens pour

les huiles essentielles. Ces dernieres ont montré un bon inhibiteur car elle a enregistré les plus
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faibles valeurs d’IC50 : 6,00 et 6,89 mg/ml respectivement ceci peut étre expliqué par la
richesse de ces plantes en molécules spécifiques qui sont responsable de I’inhibition de 1’a-

amylase.
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conclusion

Des extraits de plantes, ont longtemps été employés pour le traitement du diabéte dans
divers systemes de médecine. lls sont actuellement reconnus, comme une nouvelle alternative
pour une thérapie diabétique notamment comme inhibiteur de I’activit¢é de I'a — amylase.
L’inhibition par les composés phénoliques (flavonoides) et les huiles essentielles a été

rapportée.
Dans ce travail nous nous sommes intéresses a cing plantes a savoir : Ajuga iva, Ocimum

bacilicum, Marrubium vulgare, Matricaria pubescens et Salvia officinalis (feuilles et
fleurs), dont le choix s’est fondé sur leurs importances en thérapeutique traditionnelle locale
comme antidiabétiques et sur le fait qu'elles ont déja fait I’objet d’étude pour leurs activités

inhibitrices vis-a-vis de I’a-amylase dans le laboratoire des sciences fondamentales.

» Dans un premier temps, nous avons extrait les composés phénoliques pour les cing
plantes par macération hydro — alcoolique et les huiles essentielles de seulement trois
plantes (Ocimum bacilicum, Matricaria pubescens et Salvia officinalis) par
hydrodistillation.

» Dans un second lieu, nous avons procéde a la quantification des composés phénoliques
par des méthodes spectrophotométrique. Le dosage des phénols totaux a été réalisé par
la méthode de folin —Ciocalteu, en utilisant I'acide gallique comme étalon. Tandis que
I'évaluation des composés flavonoidiques par rapport a la rutine a été effectuée par

dosage compléxométrique avec le trichlorure d’aluminium.
Les résultats montrent clairement que les teneurs en phénols totaux varient entre 0,57 et 17,23
mg/g équivalent en acide gallique. L'analyse quantitative du contenu en flavonoides nous a
conforté dans I'idée que ces plantes étaient en possession d'un matériel riche en flavonoides et
dont les valeurs sont comprises entre 0,51 et 8,42 mg/g équivalent en rutine.

Les résultats des tests d’inhibition, ont montré que tous les extraits, ont un effet inhibiteur vis-

a-vis de I’a — amylase avec des valeurs de pourcentages d’inhibitions allant de 36,12 et 63,21 %
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pour les extraits phénoliques et de 12,76 a 55,10 %. pour les extraits d’huiles essentielles.
Nous avons pu mettre en évidence pour la premiére fois in vitro, lI'effet inhibiteur des huiles

essentielles des trois plantes (Ocimum bacilicum, Matricaria pubescens et Salvia officinalis)
sur I'a. - amylase dont les valeurs de constantes d’inhibition (ICs) sont comprises entre 26,41 et
63,76 mg/g.

Les résultats d’I1Csg obtenu, indiquent que ces plantes peuvent étre investiguées a des fin

pharmacothérapeutique, et notamment, les extrait phénoliques des plantes Ocimum bacilicum

et Salvia officinalis, qui ont présenté les plus faibles valeurs de constante d'inhibition 6,00 et 6,89
mg/g respectivement.

L'ensemble de ce travail a permis de mieux connaitre l'intérét de ces plantes vis-a-vis leur
activité anti-amylasique, ce qui nous encourage a approfondir la recherche pour caractériser les
molécules responsables a cette inhibition par la combinaison des techniques chromatographiques

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

substrats ou d'autres types d'enzymes. Il reste encore d'autres plantes locales utiles qui n‘ont
pas été analysées et qui mériteraient de déterminer leur potentialité dans le domaine étudié.

Ce travail a fourni de nouvelles connaissances ethnopharmacologiques et phytochimiques
au sujet des plantes antidiabétique et a permis de mettre en évidence le réle des polyphénols

naturels et des huiles essentielles dans normalisation des troubles glycémiques.
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