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Résume :

Le diabéte est un trouble fréquent connu depuis I’ancienneté survenant dans chaque
partie du monde. Le développement de nouveaux traitements d’origine végétale forme un
nouvel axe de recherche qui se base principalement sur les plantes médicinales utilisées par
nos ancétres dans le traitement et le contréle du diabete.

Le présent travail a porté sur 1’étude phytochimique et 1’activité inhibitrice de 1’alpha
amylase de I’extrait de feuilles préparé par une extraction sous-reflux d'une plante médicinale
Rubusulmifolius.L de la famille Rosacée. Les feuilles ont été soumises a une extraction sous
reflux dans I’hexane puis méthanol/acétone. Le rendement en extrait est de 26.74%.La
teneur totale en polyphénols a été déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, elle
est de 59.11 mg GAE/g MS. Les flavonoides ont été évalues en utilisant la méthode de
trichlorure d’Aluminium (AICI13), sa teneur est de 19.04mg CE/g MS. Les tanins ont été
évalués en utilisant la methode de la vanilline, sa teneur est de 11.11mg CE/g MS. Par la
suite nous avons évalué I’inhibition de notre extrait vis-a-vis de I’alpha amylase en utilisant
I’Acarbose comme molécule de référence. Les résultats obtenues montrent qu’il ya une
bonne activité inhibitrice des extraits des feuilles sur I’activité d’alpha amylase avec une
valeur d’ICso de 0.47 mg/ml et qui reste inferieur a celui de 1’Acarbose qui est de 0.056

mg/ml.

Mot Clé : activité anti diabétique, alpha amylase, composé phénolique, Rubus ulmifolius L,,

sous reflux.



Abstract:

Diabetes is a common disorder known for antiquity occurring in every part of the world. The

development of new treatments of plant origin forms a new line of research which is based
mainly on the medicinal plants used by our ancestors in the treatment and control of diabetes.
The present work focused on the phytochemical study and the alpha amylase inhibitory
activity of the leaf extract prepared by a sub-reflux extraction of a medicinal plant
Rubusulmifolius.L of the Rosacea family. The leaves were extracted under reflux in hexane
followed by methanol / acetone. The extract yield is 26.74%. The total polyphenol content
was determined using the Folin-Ciocalteu reagent, it is 59.11 mg GAE / g DM The
flavonoids were evaluated using the trichloride method. Aluminum (AICI3), content is
19.04mg EC / g DM. Tannins was evaluated using the vanillin method, the content is
11.11mg CE / g DM. We then evaluated the inhibition of our extract against alpha amylase
using Acarbose as a reference molecule. The results obtained show that there is a good
inhibitory activity of the extracts of the leaves on alpha amylase activity with an IC50 value

of 0.47 mg / ml and which remains lower than that of Acarbose which is 0.056 mg/ml.

Key word: alpha amylase, anti diabetic activity, phenolic compose, Rubus ulmifolius L,,
under reflux.
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Introduction générale

Le diabete, est une maladie chronique qui apparait lorsque le pancréas ne produit pas
suffisamment d’insuline ou que 1’organisme n’utilise pas I’insuline correctement. L’ insuline
c¢’est une hormone clé qui régule le taux de sucre dans le sang (OMS, 2016).

Cette maladie est associee, a des complications a long terme, qui touchent en particulier les
yeux, les nerfs, les reins, les vaisseaux sanguins et le coeur (ADA, 2008 ; Rodier, 2008).

Les diabétiques doivent contréler leur glycémie a lI'aide de médicaments ou d'un programme
d'exercices (Kandra, 2003). Parmi les enzymes du tube digestif, 1'a-amylase pancréatique
(EC 3.2.1.1), qui digére les glucides en glucose comme elle a un réle dans la décomposition
des composants complexes des glucides en monosaccharides, parce qu’elles sont les seuls qui
peuvent étre absorbés par la lumiére intestinale et transportés dans la circulation sanguine
(Dewi, 2007). Donc 1’alpha amylase est considéré comme un traitement thérapeutique pour
les diabétiques grace a son inhibition de la digestion du glucose qui réduit le taux de glucose
sanguin.

La medecine traditionnelle qui se base sur les extraits naturels de plantes médicinales offrant
un grand potentiel de découverte de nouveaux médicaments antidiabétiques. Plusieurs plantes
ont montré une activité inhibitrice de 1’a-amylase et pourraient étre utiles au traitement du
diabéte (Ventes, 2012).

RubusulmifoliusSchott est un arbuste qui appartient a la famille des Rosacées qui pousse dans
un sol sec ou sablonneux. Elle a été cultivée en Afrique du Nord et en Europe (Fazio et al,
2013).Elle a été utilisée par la médecine traditionnelle italienne pour traiter plusieurs maladies
comme les troubles vaginaux, inflammation intestinale et abcés (Ali et al, 2017).

L’objectif de ce travail est de faire 1’évaluation de la composition chimique en composé
phénolique de I’extrait des feuilles de RubusUImifolius.et évaluer ’activé inhibitrice de
I’extrait des polyphénols de I’alpha amylase en utilisant I’ Acarbose comme référence.

Le travail est structuré en trois chapitres :

La premiécre partie c’est une synthése bibliographique qui comporte une genéralité sur le
diabéte, la plante étudiée Rubusulmifolius et I’alpha amylase.

la deuxieme partie illustre le travail expérimental, le matériel et méthodes que j’ai utilisé pour
I’analyse physico-chimique et 1’activité anti diabétique.

Et pour la derniére partie nous avons présenté les résultats obtenus et la discussion. J’ai

conclu mon travail avec une conclusion finale et les perspectives de ce travail.
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Chapitre 1 : le diabete.

1. Historique :

Le diabéte est un trouble fréquent connu depuis I’ancienneté survenant dans chaque partie
du monde.
C’est 4000 ans avant J.C. en Chine que le diabéte a été mentionné pour la premiere fois.
La premiere description clinique précise est donnée dans les écrits d’Arete de Cappadoce
(170 avant JC) qui décrivit « cette mystérieuse affection ... par laquelle se consument la
chair et les jambes dans 1’urine (Bloom et Ireland, 1981).
Le terme « diabéte » signifie passer au travers et vient du grec ancien en référence a deux
symptdmes caractéristiques de la maladie, la soif et le besoin fréquent d’uriner. Le terme
latin « mellitus» signifiant sucre a été ajouté par le médecin anglais Thomas Willis apres
avoir note le gout sucre des urines de patients diabétiques (Willis, 1674). 275 ans avant
J.C. le terme « diabéte », signifiant « qui passe a travers ». Cette maladie ne fut décrite et
étudiée qu’au premier siccle apres J.-C. (Delluc et al, 2003). Le diabéte est une maladie
encore mal connue étant donne son étiologie complexe. Le diabéte est devenu la 4eme ou
la 5eme cause de mortalit¢é dans la plupart des pays développe selon 1’Organisation
Mondiale de la Sante (OMS) et sa progression est fulgurante dans les pays en voie de
développement et notamment en Afrique.

2. Définition :
Le diabéte touche plus de 420 millions de personnes dans le monde. Selon I'OMS, cette
maladie pourrait passer de la 8e a la 7e cause de décés dans le monde en 2030. Il est
diagnostiqué avec au minimum 5 années de retard (OMS, 2016).
Le diabéete est un ensemble d’étiologies diverses et de maladies métaboliques, et c’est un
trouble d’utilisation, de stockage et de 1’assimilation des sucres apportés par
I’alimentation, caractéris€¢ par une ¢lévation de taux de glucose dans le sang
(hyperglycémie) chronique, accompagnée par une perturbation des métabolismes
glucidique, protéique et lipidique, résultant d’un trouble de sécrétion et/ou d’action de
I’insuline (DeFronzo et al., 2015). Cette hyperglycémie chronique est associée, a des
complications a long terme, touchant en particulier les yeux, les nerfs, les reins, les
vaisseaux sanguins et le cceur (ADA, 2008 ; Rodier, 2008).0n parle d’hyperglycémie, soit
quand on a une glycémie a jeun supérieure a 1,26 g/L (7 mmol/L) ou une glycémie
supérieure a 2 g/L (11,1 mmol/L) a n’importe quel moment ou lors d’une hyperglycémie
provoquée par voie orale (HGPO) a deux reprises (deux heures apres le début d'un repas

ou apres ingestion de glucose orale de 75 g).


https://www.dinnosante.fr/fre/18/le-diabete/definition?mobile_bloc=quest_ce_que_le_diabete
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3. Facteurs de risques de diabete :

Loin de diabete, on a plusieurs situations physiopathologiques qui sont traditionnellement

considérées comme étant a risque de développer une pathologie cardiovasculaire.
Connaitre les facteurs de risque du diabete permet d'éviter I'apparition de la maladie.

On repartit ces facteurs de risques en deux catégories : (Diabetes Care, 2011).

> Les facteurs de risques modifiables : le sexe et I’age.

> Les facteurs de risques non modifiables : ils sont obligés d’avoir une prise en charge
thérapeutique :

e Le surpoids.

e Ladyslipidémie (hypercholestérolémie (LDL) et une hypocholestérolémie (HDL)).

e Le tabagisme.

e L’hypertension artérielle.

e Lasédentarité.

e une alimentation trop riche en graisses et en sucres.
4. Les complications de la maladie :

Les complications de diabéte sont liées a plusieurs facteurs (environnement, disponibilité
des moyens de traitement, profil des patients, parcours de soins) (Belhadj et al, 2016).

- Les complications métaboliques aigues: qui sont causés par des accidents
hypoglycémiques et trois complications hyper glycémiques du diabéte : syndrome
d’hyperglycémie hyperosmolaire, acidocétose diabétique et acidose lactique (Orban et
Ichai, 2008).

- Et les complications chroniques : qui consistent en une déformation de la structure et des
fonctions des micro-vaisseaux (micro angiopathie), et des macro-vaisseaux (macro
angiopathie). La micro angiopathie est en cause dans la néphropathie, la neuropathie
diabétique et la rétinopathie. Alors que la macro angiopathie est responsable d’ischémie
des membres inférieurs, d’accidents cardiovasculaires, et vasculaires cérébraux (Baron,
2002).
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Figure 01 : Les complications du diabéte (FID., 2006)
5. Epidémiologie :

5.1. le diabete dans le monde :
Selon FID et ’OMS, 1’épidémie mondiale du diabéte a touché 422 millions de personnes
en 2014.
La prévalence mondiale du diabéte a doublé depuis 1980 (de 4.7% a 8.5% chez la
population adulte).
Le diabéte a fait 1,5 million de morts en 2012. Une glycémie supérieure a la normale a été
la cause de 2,2 millions de décés supplémentaires augmente les risque des maladies
cardiovasculaires et d’autres maladies. Un grand nombre de ces déces (43%) surviennent
avant I’age de 70 ans (OMS, 2016).
Apreés 1’age de 50 ans, les pays a revenu intermédiaire ont la plus forte proportion de déces
causé par I’hyperglycémie chez les hommes et chez les femmes, par contre dans les pays a
revenu ¢levé, la proportion de décés responsable de I’hyperglycémie chez les femmes et

chez les hommes est plus élevée dans la classe d’age de 60 a 69 ans (OMS, 2016).
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Figure 02 :_Répartition mondiale du diabéte (FID, 2015).

5.2. Le diabete en Algérie :

Le diabéte pose un vrai probléme de santé publique en Algérie.

Les complications chroniques dominées par les complications cardiovasculaires, le pied
diabétique, I’insuffisance rénale chronique et la rétinopathie (Belhadj et al, 2005).

Une étude fait dans 1’ouest algérien entre 1989 et1993, montre que seul le pied diabétique
représente10 % des hospitalisations, avec une mortalité de 9,1 %(Malek et al, 2001).

La répartition des causes de déces selon une enquéte par interview, réalisée en 1990 par
I’institut national de santé publique (INSP),montre que, le diabéte est parmi les dix
premiéres causes de déces, il occupe la 4e place dans les maladies non transmissibles avec
une prévalence de 0,54% (Malek, 2008).

. Classification :

La derniére classification des diabétes distingue le diabete de type 1 (insulinodépendant),
de type 2 (non insulinodépendants) et le diabéte gestationnel.

Il peut étre difficile dans certains cas de faire la différence entre le diabéte de type 1 et de
diabéte de type 2 au moment du diagnostic.

Cette différence est importante, car leurs stratégies de prise en charge sont différentes. Les
signes physiques d’une insulinorésistance et les marqueurs auto-immuns comme les auto-
anticorps anti-ilots de Langerhans et anti glutamate décarboxylase peuvent s’avérer utiles,

mais leur utilisation pour test diagnostique n’a pas fait 1’objet d’études adéquates (ADA,

2012).
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6.1. Diabete type 1 :

Le diabete de type lappelé le diabete insulinodépendant (DID) mais aussi appelé juvénile.
Il touche environ 6% des diabétiques, se caractérise par une production insuffisante
d’insuline, il résulte la destruction de la cellule béta des ilots de Langerhans du pancréas et
prédispose a 1’acidocétose. Lors de la destruction du 80% des cellules béta, ils en résultent
un état d’insulinopénie et d’¢élévation de la glycémie. On atteint une expression
clinique c’est le pré diabete. Certains diabete de type 1, avec I’absence des marqueurs,
sont considérés comme : idiopathiques. Parmi eux, il existe le diabete a installation
remarquable, dont le mode de présentation se caractérise par des anomalies cliniques et
biologiques et par I’absence d’insuline. Les données expérimentales et celles des
observations cliniques, s’accorde que cette maladie est une pathologie auto-immune
(Martin, 2000).

Les symptdmes du diabete de type 1 selon I’OMS, sont les suivants :

. Excrétion excessive d’urine (polyurie).

. Sensation de soif (polydipsie).

. Faim constante.

. Perte de poids.

. Altération de la vision.

. Fatigue.

6.2. Diabeéte type 2 :

Le diabéte de type 2 appelé diabéte non insulinodépendant (DNID) ou diabéte de la
maturité, C’est une maladie hétérogéne, non auto-immune, qui résulte une mauvaise
utilisation de I’insuline par I’organisme. Et elle représente 80 a 90% des diabétes. Il est en
grande partie la conséquence d’une surcharge pondérale et du manque d’activité physique.
Dans le type 2, il existe une production endogéne d’insuline suffisante pour éviter
I’acidose, contrairement au type 1(Martin, 2000).

Le diabéte type 1 et type 2, ont des symptomes similaires, mais sont souvent moins
marqués. Pour cela, la maladie peut étre diagnostiquée plusieurs années aprés son
apparition, une fois les complications déja présentes. Ces derniéres années, on observe ce
type que chez 1’adulte, mais il survient désormais de plus en plus méme chez I’enfant

(OMS, 2016).
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6.3. Diabéte gestationnel :
Le diabete gestationnel, appelé aussi "diabete de grossesse™, est un trouble de la tolérance
glucidique qui provoquant une hyperglycémie de sévérité variable, diagnostiqué pour la 1
ere fois au cours de la grossesse (CNGOF, 2010).
Selon I’OMS, On regroupe deux populations différentes :

les femmes qui ont un diabéte pré- existants mais méconnu pendant la grossesse par une
glycémie élevée a jeun.

les femmes qui développent un diabéte uniquement a 1’occasion de la grossesse, trouble qui
disparait le plus souvent aprés 1’accouchement.
Le diabete gestationnel nécessite une prise en charge stricte car il comporte un risque pour
la mére :
Accouchement par césarienne.
risque de développer un diabéte de type 2 apres la grossesse (7 fois plus que sans diabéte
gestationnel).
accouchement prématuré.
Comme pour I’enfant :
Détresse respiratoire.
hypoglycémie néonatale.
risque de développer plus tard un diabéte de type 2.
Il peut étre un diabéte sans symptdmes, comme il peut avoir les mémes symptémes que les

autres diabetes (soif intense, urines fréquentes et abondantes, fatigue importante...).

. Traitement du diabete :

Il'y a deux types de traitements du diabete, les non médicamenteux (traitement hygiéno-
diététiques) et les médicamenteux (antidiabétiques oraux (ADO) et insulinothérapie).

7.1. Traitement médicamenteux :

Afin d’obtenir une glycémie normale et régulée, I’insuline est le moyen le plus efficace
pour le traitement des diabétiques de type 1 (Kelley et al, 1990 ; Bailey, 1999).Et
concernant les diabétiques de type 2, il y a le traitement pharmacologique actuel qui se
repose sur:

L’utilisation des Insulinosécréteurs tels que les sulfamides hypoglycémiants
(sulfonylurées) et les glinides qui stimulent le pancréas a secréter 1’insuline.

La diminution de la néoglucogenese hépatique en s’aidant de la metformine (les

biguanides normoglycémiants).
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» Diminution de [Dinsulinorésistance par les glitazones (thaizolidinediones) ou la
metformine.
» L’empéchement de la digestion de glucides (tels que 1’amidon et sucre de table) par les

inhibiteurs des alphaglucosidases (Acarbose) (Inzucchi, 2002 ; Henquin, 2005).
7.2. Phytothérapie :

7.2.1 Définition : Le mot phytothérapie se compose de deux mots (Phyton= végétal
etTherapein= soigner) qui veut dire « soigner avec les plantes ». Et la phytothérapie c’est la
médecine qui se base sur les extraits des plantes et les principes actifs naturels. On
distingue trois types de pratiques :

- Une pratique traditionnelle : c’est une pratique qui se base sur l'utilisation des plantes.
Selon I'OMS, la phytothérapie est considérée comme une médicine traditionnelle et non
conventionnelle du fait de I'absence d'étude clinique.

-Une pratique basée sur les preuves scientifiques qui recherchent des extraits actifs dans
les plantes. Cette pratique est basée sur la fabrication des médicaments pharmaceutiques
ou des phytomédicaments, on parle alors de pharmacognosie ou de biologie
pharmaceutique.

-Une pratique de prophylaxie : Nous sommes tous phytothérapeutes sans le savoir :
c'est le cas dans la cuisine, avec l'utilisation de la ciboulette, de thym, de lail, du
gingembre et du thé vert. Une alimentation équilibrée et composer de certains éléments

actifs étant une phytothérapie prophylactique (Sebai et Boudali, 2012).
7.2.2. Plante anti diabétique :

7.2.2.1. Dansle monde :

L’¢étude ethnobotanique des plantes utilisées comme traitement de diabete a suscité un
grand intérét. Plusieurs travaux de synthese ont été publiés dans des revues spécialisées
dans le domaine des plantes médicinales et diabéte dans le monde (Bailey et Day, 1989 ;
Marles et Farnsworth, 1995 ; Eddouks et al, 2007 ; Ivorra et al, 1989 ; Rahman et
Zaman, 1989 ; Roman-Ramos et al, 1992 ; Grover et al, 2002 ; Soumayanth, 2006).
Plus de 1200 plantes ont été analysées comme traitement antidiabétiques, mais seulement
quelques-unes ont été classifiées scientifiquement (Bailey et Day, 1989 ; Ivorra et al,
1989 ; Wang et Ng, 1999 ; Li et al, 2004). Ces plantes représentent 725 genres et 183
familles. Et 81% de ces plantes testées sur les animaux montrent une diminution de
I’hyperglycémie (Marles et Farnsworth, 1996).

Le tableau résume quelques études ethnobotaniques sur les plantes antidiabétiques dans le

monde.
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Tableau 01 : Résultats de quelques études ethnobotaniques sur les plantes antidiabétiques
dans le monde (Azzi, 2007).

Pays (région) Nombre d’espéces Références

Algérie (région de 80 (Benmehdi, 2000)

Tlemcen)

Maroc 41 (Ziyyat et al., 1997)

Inde 800 (Grover et al., 2002)

Chine 20 (Dharmananda,
2003)

Canada (Québec) 18 espéces pour 9 familles (Leduc et al., 2006)

Afrique du Sud (région 14 espéces pour 6 familles (Erasto et al., 2005)

d’Eestem Cap Province)

Le monde entier 389 (Padavala et al.,
2006)

7.2.2.2. En Algérie :

L’Algérie, grace a sa situation géographique, et son climat diversifié, les plantes poussent
en abondance dans les régions cotieres, sahariennes et également des régions
montagneuses. Ces plantes peuvent étre utilisées en traitement curatif et préventif a I’aide
des remedes naturels potentiels (Mahmoudi, 1987).

Le patrimoine végétal en Algérie occupe une grande importance dans le traitement du
diabete et la pharmacopée traditionnelle, dont plusieurs enquétes ethnobotaniques
travaillent dans le but de classifier ces plantes dans I’Est Algérien (Hamza, 2011) et aussi
dans I’Ouest Algérien (Allali et al, 2008).

Parmi ces plantes: Ficus carica, Citrulluscolocynthis L, Ajugaiva L, Marrubiumvulgare,

Centauriumerythraea, Cuminucyminum.

7.2.3. Principes actifs des plantes médicinales :

La plupart des espéces végétales qui poussent dans le monde contient des vertus
thérapeutiques parce qu’elles contiennent des principes actifs qui agissent sur 1’organisme
directement, et on les utilise aussi en médecine classique (Ticli, 1997).

Il existe plus de 200 000 métabolites secondaires, dont 200 métabolites présentent une
activité hypoglycémiante (Marles et Farnsworth, 1995 ; Lamba et al, 2000 ; Sanjay,
2002).

Un certains nombres de groupes, tels que des alcaloides, des flavonoides, des acides
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aminés et d’autres obtenus a partir des sources végétales, avoir des effets dans le traitement
du diabéte (Mukherjee et al, 2006 ; Soumyanath, 2006).

Polyphénols :

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents dans les plantes vasculaires
(Lebham, 2005), ils ont une propriété antidiabétique. Plusieurs études expérimentales ont
mis en évidence des activités hypoglycémiantes de certains polyphénols (Gray et Flatt,
1997).

Apres un test de tolérance au glucose ou aprés la consommation d’un régime riche en
maltose, 1’acide 4-hydrox benzoique, les anthocyanes et aussi un extrait de thé vert
diminuent le pic de glycémie, ils ont étudié cette méthode chez les rats (Peungvicha et al,
1998 ; Sabu et al, 2002). On explique ¢a par une inhibition de glucosidase ou de
transporteurs de glucose au niveau de la barriere intestinale qui limiterait ainsi 1’absorption
intestinale du glucose.

Certains polyphénols pourraient avoir une action sur la glycémie en modifiant la
réabsorption rénale du glucose (Dimitrakoudis et al, 1992).

Deux essais cliniques ont été réalisés, le premier sur des sujets atteints d’un diabete de type
2 recevant par voie orale un complexe d’extrait d’orange rouge (50 mg/j) pendant 2 mois
(Bonina et al, 2002), et le deuxieme fait sur des patients diabétiques de type 1 recevant un
extrait enrichi en flavonoides et hespéridine (Manuel et al, 1999).

Les résultats de ces deux études montrent que un régime riche en différentes classes de
polyphénols n’affecte pas la glycémie des patients diabétiques (Van dam et Feskens,
2002 ; Fiorucci et al, 2006).

Flavonoides :

IIs sont des pigments poly phénoliques, qui aide a colorer les fleurs et les fruits en jaune et
en blanc et qu’on les trouve dans la plupart des plantes.

Les flavonoides peuvent arréter le diabéte ou le diminuer en bloquant I’enzyme aldose
réductase. La myricétine est un composé organique qui possede un effet hypoglycémiant
chez les animaux diabétiques (Das et al, 1994).Les flavonoides peuvent agir de différentes
facons dans les processus de régulation du stress oxydant : par capture directe des dérivés
réactifs de ’oxygene (ROS), par inhibition de certaines enzymes responsables de la
production des ROS et par chélation de métaux de transition (Formica et Regelson, 1995).
Certains flavonoides augmentent la sécrétion d’insuline a partir des lots de Langerhans
isolés de rats.

La quercétine est un compose organique qui diminue également les taux de glucose chez

des rats diabétiques en réponse a un test de tolérance au glucose. Elle diminue le

11



Chapitre 1 : le diabete.

cholestérol et les triglycérides plasmatiques, et augmente 1’activit¢ des glucokinases
hépatiques probablement par I’augmentation de la sécrétion d’insuline, a partir des Tlots
pancréatiques des rats diabétiques (Kim et al, 2004).

Tanins :

Les tanins sont un mélange de glucosides et d’acide gallique. On les trouve dans de trés
nombreuses plantes en petite quantité (Ticli, 1997).

Ce sont des substances phénoliques complexes, elles sont également bactéricides,
astringentes, et cytostatiques (Verdrager, 1978). On distingue deux groupes: les tanins
hydrolysables et les tanins non hydrolysables (ou tanins  condensés).
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Chapitre 2 : Rubus Ulmifolius L.

1. Généralité sur la plante :

1.1. Lafamille des rosacées :
La rosacée est I'une des familles des plantes les plus importantes sur le plan
économique dans les régions équilibré et comprend plus de 100 genres et
environ 3000 especes. Les composés phytochimiques et les composes
phénoliques présents dans les fruits des rosacees, et ils sont des sources
majeures de nutrition humaine qui pourraient éventuellement favoriser la
santé et avoir des avantages contre les maladies (Akhtar et al, 2017).

1.2. le genre Rubus :
Le genre Rubus comprend les mares, les framboises et leurs hybrides et il
est appelé ronces, il peut se découper en trois sous-genres suivants :
- les framboises avec leurs fruits rouges, enrobé de nombreux poils courts,
appelé « sous-genre Idaeobatus».
- le deuxiéme, c’est le petit Rubus qui donne des fruits rouges vifs avec peu
de drupéoles (petites boules qui forment le fruit) toutes glabres qui forme a
lui seul le « sous-genre Cylactis ».
- Et le dernier, on a le sous-genre des ronces qui donnent comme fruit ce que
nous appelons les mires, c’est le « sous-genre Rubus » (Folta et Gardiner,
2009;Hummer, 2010).

1.3.  RubusUlmifoliusschott :

- Les noms scientifiques synonymes : (Evans et al, 2007)
On a plusieurs noms synonymes qu’ils sont attribués a la plante :
Rubusrysticanus.
Rubusulmifolius var. inermis
Rubusulmifolius var. ulmifolius
Rubusulmifolius var. anoplothyrsus

- Description :
Rubusulmifolius est une espece arbustive sarmenteuse formant des fourrés
épineux fermeé. Le développement des tiges de ce dernier est biannuel.
Seules les tiges de la deuxieme année donnent au cours de 1’été les
inflorescences, produisant aprés le fruit composé de segments charnus
comportant tous une graine (Masson et al, 2014).
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C’est une plante trés variable généralement robuste, hautement arquée
pouvant structurer des ronciers étendus et denses.

Feuilles : la plupart a 5 folioles (trés rarement a 4 ou 3 folioles), et ils sont
généralement soit pédalées ou digitées (Ferrez et al, 2015). Sépales
réfléchis, gris-blanc courtement tomenteux, sans acicule. Les pétales sont
de couleur rose-rouge violacé rarement rose pale ou blanche.

Fleurs : De couleurs roses souvent profond, et des styles, rougeatres au

moins a la base, sont également diagnostiqués (Ferrez et al, 2019).
- Nom vernaculaire :
Nom vernaculaire algérien : Alaieg (Ounaissiaet al, 2019)
Nom francais : La ronce (Lazli et al, 2019)
- Systématiques :
Tableau 02: Systématique de Rubusulmifolius (Boukef, 1986).
Rubusulmifoliusschott, fait partie de la famille des rosacées.

Reégne Plante

Sous regne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta

Sous embranchement Angiospermathophyta
Classe Magnoliopsida

Sous classe Rosidae

Ordre Rosales

Famille Rosaceae

Genre Rubus

Espece Rubusulmifolius

- Composition de RubusUImifolius :
Rubusulmifolius contient des acides phénoliques et des flavonoides. Les
principaux composés de ce dernier sont I'acide caféique, I'acide férulique, la
quercétine-3- O-glucuronide, le kaempférol-3-O-B-D-glucuronide, l'acide
gallique, et le tiliroside (Panizzi et al, 2002), et aussi I’acide ellagique
(Martini et al, 2009). Et en plus, il contient des acides organiques, de
I'acide ascorbique, des tanins et des huiles volatiles (Wada et Ou, 2002). Le
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kaempférol 3-O-rutinoside et la naringénine sont des composés phénoliques

dominants dans les feuilles de R. ulmifolius (Tabarki et al, 2017).

Utilisation thérapeutique :

Rubusulmifolius a été utilisé par les médecines traditionnelles italiennes,
pour le traitement des ulcéres, abceés, furoncles, yeux rouges, troubles
vaginaux, inflammations intestinales, diarrhée et hémorroides.
Rubusulmifolius est utilisé pour leur activité hypoglycémique et pour
I’activité antipyrétique (Ali et al, 2017). Les feuilles de ronce sont tres
astringentes et peuvent étre employées pour traiter aussi les aphtes, fortifier
les gencives. On I’utilisées pour la toux, les maux de gorge et les affections
buccales comme tisane ou en gargarisme, et en infusion pour leucorrhées,
diabéte, hémorragies et lithiase. Et pour traiter les aphtes gingivites,
pharyngites et les plaies en application externe (Souilah, 2018).
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1. Alpha amylase :

1.1. Définition :
L’alpha amylase pancréatique (E.C. 3.2.1.1) est découvert en 1833 par les
francais Anselme Payen et Jean-Frangois Persoz. C’est une enzyme clé dans
le systeme digestif et elle représente Environ 5 a 6% des protéines totale
dans les sécrétions pancréatiques (Whitcomb et Lowe, 2007). Elle
appartient a la famille des hydrolases (Mercier, 1985 ; Keating et al,
1998), et elle est présente dans le pancréas et la salive. Alpha amylase
appelée aussi diastase ou takadistase en se basant sur le mot grec (séparer).
L’amylase salivaire est une 1,4-a-d-glucane glucanohydrolase comme
I’amylase pancréatique (Karn, 1978). La différence de la séquence d’acides
aminés de 1’enzyme salivaire et pancréatique est de 6%(Abrams et al,
1987).

1.2. Origines:
Les régnes (bactérienne, fongique, animale et végétale) est fortes d’alpha
amylase, et les différentes origines n’alterent en aucun cas Dactivité
amylolytique.
Son isolation a été faite par extraction des tissus végétaux et animaux ou par
fermentation par des cellules microbiennes (Nouadri, 2011).

- Origine animale :

L’alpha amylase d’origine animale est extraite généralement du pancréas
des mammiferes tels que les porcs et les veaux et aussi de la salive humaine
(Chatterton et al, 1996).
Chez les étres humains, I’enzyme est présente dans les sécrétions salivaires
et pancréatiques (Coolbear et al, 1992).
Les dextrines sont les produits qui résultent de la digestion par a-amylase.
Et c’est un mélange de maltotriose, maltose et oligosaccharides ramifiés de
6 a 8 unités de glucose contenant les liaisons a-1,4 et a-1,6.
Ensuite les dextrines sont digérées par les enzymes de la bordure en brosse
intestinale (maltase et isomaltase) (Alpers, 1994).

- Origine végetale :
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L’a-amylase d’origine végétale a un role fondamental dans le métabolisme
des glucides, parce qu’elles participent a la conversion de I'amidon (le
réduisant en sucres réducteurs) (Nouadri, 2011).

Ces enzymes végétales sont obtenues par [’extraction des céréales et
notamment I'orge, le blé, le son ou le riz (Srinivasa et al, 2004).

Elles sont formées généralement au cours de la germination des grains.

- Origine microbienne :

On distingue 2 types (I’alpha amylases fongiques et 1’alpha amylases
bactérienne).

e Alpha amylase fongique: Les o-amylases d’origine fongiques sont
différentes des alpha-amylases bactériennes, et cela par une inactivation par
la température, un pH optimal faible (4-5) et un pouvoir élevé de
saccharification (Costes, 1982).

e Alpha amylase bactérienne : Obtenu par la fermentation de Bacillacées.
Ce type d'enzyme est exo-cellulaire, en histoire c’est la premiére enzyme
qui a été produite a partir de souches de Bacillus amyloliquefaciens, B.
licheniformis ou B. subtilis fermentant en surface (Mctigue et al, 1995).

Tableau 04: Quelques propriétés des a-amylases (Khacheba, 2008).

Enzyme Exemple PH Température
d’origine optimale optimale (°C)
Animale Salive humaine 6,9 40
Pancréas de porc 6,9 37
vegétale Malte d’orge 4,7-54 50-55
Blé 4,6 60-66
Microbienne Bacillus coagulans 52 57
Aspergillus oryzae 5,5-6,9 40

2. Caractéristique de ’alpha amylase :

2.1. Poids moléculaire :

Le poids moléculaire des alpha-amylases varie d’une origine a une autre et
d’une espece a l’autre. Il est compris entre 40.000 et 90.000 daltons
(Schomburg et Salzmann, 1991).
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2.2. LePH optimum :

L’enzyme est habituellement stable dans une gamme de pH de 5 a 8, pour
les a-amylases fongiques I’optimum se situant entre 4 a 5, et pour les a-
amylases bactériennes, un optimum supérieur a la neutralité 6 & 8.5 pour les
a-amylases bactériennes (Ait Kaki-El-Hadef et al, 2012).
Pour les levures, I’enzyme requiert des pH entre 4 a 6 selon les espéces
(Panchal, 1990).

2.3. Température optimum :
Les températures optimales des alpha-amylases comprises entre 40°C et
90°C et cela différe selon 1’origine et les espéces (Schomburg et
Salzmann, 1991).
Par exemple, Les amylases microbiennes, ont une forte thermo stabilite (30-
60°C) et leur température optimale se situant entre 40°C et 70°C (Park et
al, 1997).
I’alpha amylase bactérienne est réputée pour sa grande thermo-stabilité,
celle de Bacillus amyloliquefaciens est caractérisée par un optimum de
température élevée qui va de 70°C a 90°C , alors que I’alpha amylase
fongique est d’une thermo-stabilité assez faible, son optimum comprise
entre 50°C et 55°C (Nouadri, 2011).
L’amylase levurienne a des optimums de température, allant de 40°C a 60°C
et parfois méme 70°C pour certaines especes comme Lipomyces starkeyi
(Panchal, 1990).

2.4. Effecteur :
Toutes les enzymes alpha amylases, pour le maintien de leur stabilité
structurale et intégrité¢, nécessite la liaison d’au moins un ion calcium
(\Vallee et al, 1959 ; Steer et Levitzki, 1973).pourtant, a une concentration

supérieure a 20mM, le calcium devient inhibiteur (Boel et al, 1990).
3. Nomenclature d’alpha amylase :

- Nomenclature codifié : EC 3.2.1.1

- Nomenclature commune : alpha —amylase

- Autres appellation (s): maxilase, glycogénase, endoamylase; Taka-amylase
A.
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- Nomenclature  systématique:  1,4-alpha-D-glucane-4-glucanohydrolase
(Schamburg et Slzmann, 1991 ; Dauter et al, 1999).

4. Structure d’alpha amylase :

L’alpha-amylase est une glycoprotéine, composée de trois domaines
globulaires (A, B et C) (Farber et Petsko, 1990). L’enzyme renferme une
partie glucidique qui est formée principalement, de D-glucose, D-mannose,
D-xylose, D-galactose et D-glucosamine (Stefanova et Emanuilova, 1992),
reliée a la chaine polypeptidique composée de 471 a 483 résidus d’acides

aminés, avec 4 ou 5 ponts disulfure (Heslot, 1996).

Figure 03 : Structure tridimensionnelle de I’a—amylase (Kraulis, 1991).
Domaine A de couleur gris et rose, domaine B de couleur bleu, domaine C
de couleur rouge. L'ion de calcium (sphére jaune) et l'ion de chlorure
(sphere verte).

- Le domaine A, le plus grand, forme un tonneau (/) qui contient 8 hélices a
et de 8 feuillés B plissés et ils se disposent de fagon paralléle, a la partie C-
terminale des feuillets B se trouve le site actif et le site de liaison de I’ion
chlorure (Whitcomb et Lowe, 2007).

- Le domaine B, le plus petit domaine, qui est adjacent a la structure du
domaine A, est formé d'une boucle de 64 résidus d’acide aminé et constitue
une sorte de « couvercle » au-dessus du site actif. Il est renfermé dans la
liaison des ions Ca®* qui jouent un réle structural et participent & la stabilité
de I’enzyme (Boel et al, 1990 ; Mobini-Dehkordi et Afzal Javan, 2012;
Elleuche et Antranikian, 2013).

- le domaine C est constitué d’un tonneau de 8 feuillets B antiparalleles
(Kadziola et al, 1994).

Le site actif de ’enzyme composé de trois groupes d'acides aminés de

couleur rouge et blanche, l'aspartate (197, 300) et le glutamate (233) qui
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agissent en concordance pour séparer les liaison entre les sucres dans la
chaine d'amidon. Cette structure se compose d’une courte chaine de cinq
unités de sucre (de couleur orange et jaune), le site de clivage est de couleur
rose, 1’ion de calcium est représenté par la sphére grise, ou il stabilise la

structure de I'enzyme. Mais aussi un ion chlorure activateur allostérique de

I’enzyme représenté par une sphére verte (Nielsen et Borchert, 2001).

Figure04: Structure et site catalytique de I'alpha-amylase (PDB, 2006).
Blanche et rouge : trois groupements d’acides aminés, jaune et orange : cing
unité de sucre, rose : site de clivage, sphere grise : ion de calcium et une

sphére verte : ion de chlorure.
5. Mécanisme d’action :

L'alpha-amylase pancréatique (E.C. 3.2.1.1) est une enzyme essentielle pour
la digestion. Son r6le est de déclencher I'étape initiale d'hydrolyse de
I'amidon en maltose et finalement en glucose. La dégradation de I’amidon se
fait rapidement par cette enzyme et conduit & une hyperglycémie
postprandiale élevee (PPHG).II a été démontré que l'activité de I'a-amylase
pancréatique humaine (HPA) dans l'intestin gréle est liée a une
augmentation des taux de glucose postprandial, dont le contrdle est donc un
aspect important dans le traitement du diabete (Eichler et al, 1984).
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6. Métabolisme des hydrates de carbones :

L’alpha-amylase salivaire décompose partiellement les hydrates de carbone
provenant de lI'alimentation en les transformant en oligosaccharides, qui sont
ensuite catalysés par l'alpha-amylase pancréatique dans l'intestin qui
formera le maltotriose, le maltose et les oligodéxtrans.

L'alpha-glucosidase agit sur le maltotriose et le maltose pour former un
monosaccharide (glucose) qui pourra s’enfoncer dans les vaisseaux
sanguins. La digestion des glucides apres les repas conduit a une
hyperglycémie postprandiale (PPHG) dans le cas des diabétiques de type 2
(Bhat et al, 2008; Sudha et al, 2010; Sudha et al, 2011).

7. Inhibition d’alpha amylase :

L’alpha-amylase joue un réle important dans le processus de digestion des
hydrates de carbone complexes. C’est la cause pour que l'inhibition de
I’enzyme puisse retarder la digestion des oligosaccharides et des
disaccharides, ce qui va retarder l'absorption du glucose ainsi que la
réduction du taux de glucose dans le plasma, arrivant finalement a la
suppression de I'nyperglycémie postprandiale (Lebovitz, 1997).

Il existe des médicaments capables d'inhiber l'activit¢ de l'a-amylase et
retarder la digestion des hydrates de carbone, et donc la réduction
d'hyperglycémie postprandiale (He, 1998). Pour les patients atteints de
diabete de type Il, L’Acarbose, le miglitol et le voglibose sont largement
utilisés, isolés ou en combinaison avec des sécrétagogues d'insuline.

Le régne végétal est un vaste domaine de recherche, plus de 1200 espéces
végétales ont été enregistrees pour étre employees empiriqguement dans le
monde entier pour leur présumer une activité hypoglycémique. De ce fait,
les inhibiteurs naturels de I'alpha-amylase émanent de sources végétales
offrent une stratégie prenante pour le contréle de I'hyperglycémie (Tundis
et al, 2010).

Un nombre grandissent d'enquétes ont évalué la possible efficacité des
inhibiteurs d'alpha-amylase dans le traitement du diabéte, au cours des

derniéres années (Buisson et al, 1987).
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Matériel et méthode.

1. Objectifs :
Notre étude expérimentale se base sur 1’étude phytochimique de la partie

aerienne de RubusUImifolius.L. Elle a été réalisée au sein du laboratoire de
recherche « LAPRONA » laboratoire des Produits Naturels. Université
d’Abou Bekr Belkaid -Tlemcen-

Nous avons commencé par réaliser des etudes phytochimiques qualitatives,
et aussi des dosages des polyphénols, des flavonoides et des tanins. Et a la
fin, nous avons évalué le pouvoir inhibiteur des extraits phénoliques sur I’a-
amylase.

2. Matériel végetal :

Les feuilles de Rubus Ulmifolius ont été récoltées de la région de Tlemcen
en Mars 2021. On les a séchées, broyées, et conservées dans des bocaux en
verre hermétiqguement fermés a température ambiante pour des analyses
ultérieures.

3. Préparation d’extrait :

Extraction :

On a pris trois grammes de la matiére végétale séchée, qui ont subi une
extraction sous reflux par 150 ml d’hexane pendant 1h, aprés la filtration, on
a récupéré le marc. Ensuite une deuxiéme extraction de ce dernier toujours
avec la méme méthode de sous reflux par le méthanol/acétone (70 /30) (v :
V) a été faite pendant 1h. On a obtenu I’extrait, aprés nous ’avons filtré sur
papier filtre, puis évaporé dans une étuve a 45°C. Le résidu obtenu a été
conserveé a 4°C.

Calcul de rendement de I’extrait :

Le rendement de I’extraction des feuilles de RubusUImifolius est donne par
la formule suivante:

Rdt % = [P, - P, / P3] x 100.

P1 : Poids du ballon aprés évaporation ;

P2 : Poids du ballon vide ;

P3 : Poids de la matiere végétale seche de départ.

4. Quantification de quelques classes phénolique dans

P’extrait :
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4.1.Les polyphénols totaux : Le « Folin-Ciocalteu », est un réactif
utilisé de couleur jaune, c’est un mélange d’acide phosphomolybdique
(H3PMo012040) avec I’acide phosphotungstique (H3PW12040). L’objectif
de cette méthode est 1’oxydation par ce réactif des composés
phénoliques. La formation d’un nouvel ensemble molybdéne-tungsténe
est entrainée par cette oxydation, il est de couleur bleu et il est absorbé
a une longueur d’onde de 750nm.

Le dosage est pratiqué par la comparaison de la D.O observée a celle

obtenue par un étalon d’acide gallique de concentration connue (Boizot et

al, 2006).

On mélange 100ul de I’extrait avec 2000ul d’une solution de carbonate de

sodium (NayCO3) a 2%, puis on vortex le mélange. Apres 5 min a

température ambiante on ajoute 100pl de réactif de Folin-Ciocalteu (1N), on

agite encore une fois, ensuite on incube le mélange pendant 30min a une

température ambiante a 1’obscurité, on mesure 1’absorption contre un blanc

a I’aide d’un spectrophotometre a 750nm.

Une gamme d’étalonnage a base d’acide gallique est préparée a des

concentrations allant de 50 a 400 pg/ml. Les teneurs en polyphénols totaux

des extraits sont alors exprimées en milligramme équivalent acide gallique

par gramme de la matiere végétale seche (mg EAG/g MS) (Vermerris et al,

2006).

4.2.Les flavonoides totauX : Le but de cette méthode est 1’oxydation
des flavonoides par deux réactifs incolores, le nitrite de sodium
(NaNQO2) et le chlorure d’aluminium(AICI3). Elle entraine la formation
d’un ensemble brunatre qui peut étre absorbé a une longueur d’onde de
510nm. La teneur totale en flavonoides est déterminée par une
comparaison de la D.O observée a celle obtenue par un étalon de
catéchine de concentration connue.

L’évaluation des flavonoides est faite par une méthode décrite par

(Dewanto et al, 2002).

250ul d’extrait diluée dans 1000ul d’eau distillée est ajoutée a 75ul du

réactif NaNO; (nitrite de sodium) a 15%. Aprés 6 min d’incubation a
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température ambiante, on ajoute 75ul de la solution préparée de chlorure
d’aluminium (AICl3, 10%) au mélange.
Ensuite, aprés 6 min d’incubation a température ambiante, on ajoute 1000uL
de NaOH a 4% au mélange, ainsi que 100ul d’eau distillée. Puis le mélange
est incubé pendant 30min a une température ambiante a I’obscurité, on
mesure par la suite 1’absorption contre un blanc a 1’aide d’un
spectrophotomeétre a 510 nm. Une gamme d’étalonnage a base de catéchine
est également préparée a des concentrations allant de 50 a 400pg/ml. Les
teneurs en flavonoides des extraits sont alors exprimées en milligramme
équivalent catéchine par gramme de la matiére séche (mg EC/g MS).
4.3.Les tanins condenseés : a I’aide d’acide chlorhydrique (HCI) on fait
une dépolymérisation des tanins condensés, ils se transforment en
anthocyanidols de couleur rouge par réaction avec la vanilline, le
mélange est absorbé a une longueur d’onde de 500 nm. 50ul d’extrait
est ajoutée a 1500ul de vanilline a 4%. On agite le mélange, puis on
ajoute 750ul de HCI. Apres, le mélange est mis en incubation a
température ambiante pendant 15 min. On mesure ensuite 1’absorption
contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotomeétre a 500 nm. Les teneurs
en tanins condensés sont étudiés a 1’aide d’une gamme d’étalonnage de
catéchine a des concentrations de 50 a 400 pg/ml, sont exprimées en
milligramme équivalent catéchine par gramme de la matiere séche (mg
EC/ gMS) (Sun et al, 1998).

5. Estimation des activités inhibitrice d’alpha amylase,
in vitro :
5.1.La présence des réactifs : (Bernfeld, 1955).

- Réactif 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) :
Dans un Erlen Meyer, on dilue 1g de DNSA avec 40ml d’eau distillée.
Aprés on ajoute 30g de tartrate double de sodium et de potassium a cette
solution, aprés agitation on obtient une solution de couleur jaune opaque.
Ensuite, On ajoute 20ml d’une solution de NaOH 2N a ce mélange ce qui le
rendra clair avec une couleur orange. On ajuste le volume obtenu a 100ml
avec de I’eau distillée. Le réactif obtenu est conservé dans 1’obscurité a 4°C.

- Solution de I’alpha amylase :
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On utilise comme enzyme 1’alpha amylase (E.C.3.2.1.1) issue du pancréas
du porc (PPA) et elle est sous forme lyophilisée (Fluka), son poids
moléculaire est de 13000 Da avec une activité spécifique de 13 Ul/mg, est
conservée a +4C°.

Solution de substrat :

Le substrat utilisé est I’amidon soluble. A une concentration de 1%, la
solution d’amidon est préparée dans la solution tampon phosphate (0,02 M,
pH 6,9), pour qu’on réalise les tests sur I’alpha amylase.

Solution d’Acarbose :

L’Acarbose « LARIMEL®50 » est un pseudo-tétra-saccharide d’origine
microbienne. Il est utilise dans cette expérience comme contrble positif
(molécule de référence) pour comparer son activité vis-a-vis de 1’alpha
amylase par rapport a celle des extraits.

1comprimé de 50 mg est solubilisé dans 50 ml de tampon phosphate.
5.2.Mode opératoire :

Cette méthode est réalisée selon le protocole de Thalapaneni et al, 2008
avec modifications:

On prépare une gamme de concentration (dilution en cascade) et on teste
I’effet de chaque concentration de 1’extrait sur I’activité de 1’alpha amylase.
Tube d’essai : 200 ul solution d’extrait ou d’Acarbose + 200 pl solution
enzymatique.

Agiter les tubes et les incuber pendant 10 min a 37 C”.

Ensuite, on ajoute 200 pl d’amidon dans tous les tubes, et les incuber
pendant 15 min.

Aprés, 400 pl de DNSA est ajoutée dans tout les tubes et les placer dans un
bain marie bouillant pendant 5 min a 100 C° pour stopper la réaction
enzymatique.

Afin de stopper la réaction entre le maltose et DNSA on posséde a un choc
thermique, on pose les tubes dans un bain d’eau glac¢e.

On mesure les densités optiques au spectrophotomeétre a une longueur
d’onde de 450 nm.

Calculer les pourcentages d’inhibition pour chaque concentration :

Inhibition d’alpha amylase = (Docontréle - Doextrait / Docontroéle x 1).
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I.  Etude phytochimique :

1. Rendement de ’extrait brut :

La préparation des extraits a partir de la partie aérienne de Rubus ulmifolius L. et plus
précisément les feuilles de cette derniére a été effectuée par 1’extraction consécutive dans
de I’hexane puis le méthanol/acétone (70/30) (v/v) et cela sous-reflux. Le processus a été
réalisé pendant 1h pour chaque solvant.

Le rendement obtenu par notre espéce est de 26.74%. Les résultats, sur la partie aérienne

(feuilles) de Rubus ulmifolius ont présenté un tres bon rendement, ce qui est nettement
plus supérieur aux résultats trouvés de la méme espéce par Benghnima (2020) qui était
de 19.05%.

Ivona et al, (2016) ont travaillé sur I’espéce Rubus discolor, récolté de 2 régions différentes
(Belgrade et Cer). Leur extraction a été faites par plusieurs solvants différents : aqueux,
Méthanol, Ethanol, Acétone, pour des rendements obtenus de la région de Belgrade :
8.67, 10.62, 5.23, 2.78 respectivement, et pour la région de Cer est de : 11.03, 8.80, 3.77,

1.92 respectivement, cela reste inferieur a celui de notre étude.
2. Dosage des polyphénols totaux, flavonoides et tanins :
2.1. Les polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux (PT), a été fait selon la méthode du réactif de Folin-Ciocalteu
en référence a la courbe d’étalonnage de ’acide gallique (Y =0.002x) (Figure 5). Les
résultats obtenus sont exprimés en mg equivalent d’acide gallique par gramme de matiere
seche (mg EAG/gMS).

Absorbance
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Figure 05 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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Le dosage des polyphénols de la partie aérienne de notre espéce de murier, nous a donné une
teneur de 59.11mgEAGI/qg.

Cette teneur obtenue est nettement plus supérieure a celle obtenue par (Dall aqua et al, 2008)
sur la méme espece et qui est de (27,6 £ 0.8 mg EAG/g Ps), contre un résultat nettement
inferieure de celui obtenues par Luis et al, (2011) et qui est de (167,6+£6,1mgEAG/gPs).

Les travaux d’Ivona et Al, 2016 réalisés sur les feuilles de 1’espéce Rubus discolor et qui ont été
récoltés dans 2 régions différentes, on obtenus plusieurs concentrations pour différents
solvants : aqueux, méthanol, éthanol, acétone. Pour celles récoltées de la région de
Belgrade les valeurs étaient de : 359.19++9.51, 277.19++2.04, 250.05++3.90,
289.46++5.80 respectivement. Et pour celles récoltées de la région de Cer les valeurs
étaient de : 446.61++6.01, 341.14++3.01, 414.05++1.00, 407.68++27.03 respectivement.

2.2. Les Flavonoides totaux :

Le dosage des flavonoides totaux, a été fait selon la méthode du réactif de trichlorure
d’aluminium (AICI13). La teneur a été exprimée par référence a la courbe d’étalonnage de
la catéchine (Y = 0.0028x) (Figure 06). Les résultats obtenus sont exprimés en mg

équivalent catéchine par gramme de matiere seche (mg CE/g MS).
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Concentrations (mg/ml)

Figure 06: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.
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Le dosage des flavonoides de la partie aérienne, nous a donné une teneur de 19.04mgEAG/g.
Cette teneur reste inferieur par rapport aux travaux trouvés par lvona et Al, (2016) pour
I’espéce Rubus discolor, toujours récoltée dans 2 régions différentes, dont ils ont trouvés
concentrations pour différents solvants : aqueux, méthanol, éthanol, acétone. Pour les
feuilles récoltées de la région de Belgrade les valeurs étaient de: 35.63++0.37,
36.74++0.47, 24.49++0.27, 61.15++0.60 respectivement. Et pour les feuilles récoltées de
la région de Cer les valeurs eétaient les suivantes: 22.44++0.44, 30.97++0.76,
28.95++0.31, 45.35++1.74 respectivement.

2.3. Lestanins:

La teneur des tanins a été estimée en référence a la courbe d’étalonnage de la catéchine
(Y =0.00028x). Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent catéchine par
gramme de matiere seche (mg CE/g MS) (figure 07).

Absorbance
1,2

1 /
y =0,0028x
R?=0,997
OIS /
0,6
o /

0,2
0 / T T T T T T T 1

0 50 100 150 200 250 300 350 ann 450
Concentrations (mg/ml)

Figure 07: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés.

Le dosage des tanins de la partie aérienne, nous a donné une teneur de 11.11mgEAG/g.

3. Effet inhibiteur des extraits de rubus ulmifolius sur P’activité
d’a-amylase porcine in vitro :

Un ensemble d'outils thérapeutiques pour soigner les diverses formes de diabéte, est mis a notre
disposition. L’inhibition des enzymes digérant les hydrates de carbone tels que l'a-

amylase est I’une de ces outils thérapeutiques (Narkhede et al, 2011). L'alpha-amylase

dégrade les amidons complexes en oligosaccharides, L'inhibition de ces enzymes produit
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un effet antihyperglycémique postprandial en diminuant la vitesse de I'absorption du
glucose (He, 1998 ; Okoli et al, 2011). Actuellement, il existe des médicaments
antidiabétiques qui ont des effets secondaires (Chakrabarti et Rajagopalan, 2002). Pour
cela on se trouve dans 1’urgence d'identifier et d'explorer les sources naturelles avec
moins d'effets secondaires pour tels inhibiteurs.

Le pouvoir d’inhibition de notre extrait phénolique des feuilles de Rubus ulmifolius sur 1’activité
de a-amylase nous a donné une valeur estimée a 1.80 mg/ml par rapport a I’ICsy de
I’ Acarbose estimée a 0.056 mg/ml.

Plus I’ICs est faible plus le pouvoir d’inhibition est élevé. Notre teneur présente un effet non
négligeable de cette activité par rapport a la molécule de référence qui est 1’ Acarbose.

Trés peu de travaux ont été réalisés sur 1’activité inhibitrice des feuilles de Rubus Ulmifolius sur
alpha amylase.

L’étude réalisé in vivo par Akhtar et Al, (2017) sur 1’évaluation des effets anti hyperglycémiant
des parties aériennes de Rubus Ulmifolius, sur streptozotocine-souris albinos diabétiques
induites, ont conclu que I’extrait de Rubus Ulmifolius avait un effet hypoglycémiant de
ces extraits sur ces souris diabétiques albinos.

Les études réalisées par Sebnem et Hulya, (2016) ont montré une inhibition de I’alpha amylase
pour la variété de murier sauvage et ont confirmé que les composés phénoliques
déterminés dans leur expérimentation étaient responsable de cette inhibition. On suggere
que les feuilles de murier peuvent étre considérées comme une source potentielle pour
I’activité antidiabétique et prometteuse pour les applications pharmaceutiques,

nutraceutiques et aliments fonctionnels industriels.
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Figure 08 : taux d’inhibition de I’extrait sur I’alpha amylase
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Figure 09: Effet inhibiteur de 1’acarbose sur a-amylase (contréle positif)
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Au cours des derniéres années, les plantes dites naturelles ont été largement étudiées,
car elles sont considérées comme des sources primaires de nombreux composés bioactifs, en
particulier des antioxydants ainsi que des antidiabétiques naturels tels que les polyphénols, et
présentent de puissants effets médicinaux et nutritifs (Ekor, 2014).

Dans ce travail, on s’est intéress¢ a la quantification de quelques composés
phénoliques ainsi que 1’évaluation de I’effet inhibiteur des extraits phénoliques sur 1’activité
d’alpha amylase. Cet extrait a été préparé par une extraction sous-reflux a partir de la partie
aérienne de Rubusulmifolius .L, qui est une plante médicinale traditionnellement utilisée pour
le traitement de certaines maladies.

Le rendement d’extraction des feuilles par la méthode de reflux, en utilisant le
méthanol/acétone comme solvant, est de 26.74%. L’analyse quantitative de 1’extrait a donné
une concentration en polyphénols de 59.11mg EAG/g MS, en flavonoides de 19.04 mg EC/g
MS, et en tanins de 11.11mg EC/g MS.

Notre expérimentation nous a permis d’évaluer I’inhibition de notre extrait phénolique

sur I’activité d’alpha amylase avec une ICsq €gale & 0.47 mg/ml.
En effet, notre travail reste préliminaire et I’extrait de la plante constitue un réservoir trés
intéressent pour des recherches ultérieures qui vont nous ouvrir des horizons de recherche
ciblés vers cette plante en raison du manque des études concernant cette plante par rapport a
leur richesse par plusieurs composés chimiques important dans le domaine de la médecine
traditionnelle, notamment en termes de mise en évidence des principes actifs et 1’évaluation
de leurs activités biologiques.

En perspective il serait intéressant de :

- Compléter I’étude in vitro de I’effet inhibiteur de I’alpha amylase par des études in

vivo chez des animaux de laboratoire.

- L’identification, la caractérisation et la séparation des différents composés présents

dans I’extrait responsable de I’effet inhibiteur vis-a-vis de I’alpha amylase.

- Larecherche d’éventuels effets indésirables de ces extraits (toxicité).

- Evaluation des autres activités biologique éventuelles telles que [Dactivité

antioxydant, antibactérienne, anti inflammatoire et anti cancéreuse d’extrait de

murier.
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Le diabéte est un trouble fréquent connu depuis ’ancienneté survenant dans chaque partie du monde. Le
développement de nouveaux traitements d’origine végétale forme un nouvel axe de recherche qui se base
principalement sur les plantes médicinales utilisées par nos ancétres dans le traitement et le contrdle du diabéte.

Le présent travail a porté sur 1’étude phytochimique et ’activité inhibitrice de ’alpha amylase de
I’extrait de feuilles préparé par une extraction sous-reflux d'une plante médicinale Rubusulmifolius.L de la
famille Rosacée. Les feuilles ont été soumises a une extraction sous reflux dans 1’hexane puis méthanol/acétone.
Le rendement en extrait est de 26.74%.La teneur totale en polyphénols a été déterminée en utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu, elle est de 59.11 mg GAE/g MS. Les flavonoides ont été évalués en utilisant la méthode de
trichlorure d’Aluminium (AICI3), sa teneur est de 19.04mg CE/g MS. Les tanins ont été évalués en utilisant la
méthode de la vanilline, sa teneur est de 11.11mg CE/g MS. Par la suite nous avons évalué I’inhibition de notre
extrait vis-a-vis de 1’alpha amylase en utilisant 1’ Acarbose comme molécule de référence. Les résultats obtenues
montrent qu’il ya une bonne activité inhibitrice des extraits des feuilles sur 1’activité d’alpha amylase avec une
valeur d’ICsq de 0.47 mg/ml et qui reste inferieur a celui de I’ Acarbose qui est de 0.056 mg/ml.
Mot CIé : activité anti diabétique, alpha amylase, composé phénolique, Rubus ulmifolius L,, sous reflux .

abstract

Diabetes is a common disorder known for antiquity occurring in every part of the world. The development of
new treatments of plant origin forms a new line of research which is based mainly on the medicinal plants used
by our ancestors in the treatment and control of diabetes.

The present work focused on the phytochemical study and the alpha amylase inhibitory activity of the leaf
extract prepared by a sub-reflux extraction of a medicinal plant Rubusulmifolius.L of the Rosacea family. The
leaves were extracted under reflux in hexane followed by methanol / acetone. The extract yield is 26.74%. The
total polyphenol content was determined using the Folin-Ciocalteu reagent, it is 59.11 mg GAE / g DM The
flavonoids were evaluated using the trichloride method. Aluminum (AICI3), content is 19.04mg EC / g DM.
Tannins was evaluated using the vanillin method, the content is 11.11mg CE / g DM. We then evaluated the
inhibition of our extract against alpha amylase using Acarbose as a reference molecule. The results obtained
show that there is a good inhibitory activity of the extracts of the leaves on alpha amylase activity with an IC50
value of 0.47 mg / ml and which remains lower than that of Acarbose which is 0.056 mg/ml.

Key word: alpha amylase, anti diabetic activity, phenolic compose, Rubus ulmifolius L,, under reflux



ANnexes




Les D.O de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols.

Annexes

Tube 1 2 3 4 5 6 7 8
D.O 0.074 0156 0.275 0.388 0.434 0.579 0.699 0.819
0.121 0.192 0.241 0.365 0.484 0.602 0.738 0.809
0.089 0.143 0.27 0.365 0.515 0.575 0.747 0.832
Les D.O de la courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.
Tube 1 2 3 4 5 6 7 8
D.O 0.152 0.316 0.397 0.568 0.73 0.802 0.959 1.104
0.161 0.326 0.408 0.569 0.699 0.841 0.967 1.103
0.161 0.327 0.413 0.56 0.706 0.84 0.96 1.086
Les D.O de la courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins.
Tube 1 2 3 4 5 6 7 8
D.O 0.048 0.077 0.108 0.124 0.169 0.306 0.273 0.31
0.033 0.077 0.124 0.138 0.185 0.218 0.244 0.319
0.047 0.104 0.153 0.148 0.193 0.244 0.258 0.29
Les D.O de I’extrait pour le dosage des polyphénols.
Tube 1 2 3
D.O 0.209 0.255 0.336
Les D.O de I’extrait pour le dosage des flavonoides.
Tube 1 2 3
D.O 0.145 0.065 0.150
Les D.O de I’extrait pour le dosage des tanins.
Tube 1 2 3
D.O 0.088 0.055 0.067
Les D.O de I’extrait pour I’inhibition de 1’alpha amylase.
Tube 1 2 3 4 5 6
D.O |0.8103 | 0.7032 | 0.5245 0.3765 | 0.314 0.2098
0.8023 | 0.7023 | 0.5231 0.3823 | 0.313 0.2065
0.8105 | 0.7014 | 0.5275 0.3761 | 0.3145 0.2054
0.8077 | 0.7023 | 0.52503333 | 0.3783 | 0.31383333 | 0.20723333




