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Résume

Globularia alypum L. «Tasselghay et Zygophyllum album L. «Aggaya» sont deux plantes
appartenant a la famille des Plantaginacées et Zygophyllacées, respectivement, tres utilisées
en Algérie dans la médecine traditionnelle pour le traitement du diabéte de type 2. Le but de
cette étude est d’évaluer I’activité antioxydante, antthémolytique et antidiabétique des extraits
bruts aqueux et leurs fractions, éther diéthylique, acétate d’éthyle et n-butanol de la partie
aérienne des deux plantes.

Une ¢étude phytochimique sur les différents extraits préparés est effectuée, par des tests
phytochimiques, des dosages colorimétriques des polyphénols totaux, flavonoides et tanins
condensés et une analyse chromatographique en HPLC (RP-HPLC-PDA) des composés
phénoliques des fractions riche en polyphénols. L’étude biologique est basée sur la recherche
d’activité antioxydante en utilisant le test du piégeage de radical DPPH et la réduction de Fer
(FRAP), I’évaluation d’activité antihémolytique contre le radical AAPH et la recherche
d’effet antidiabétique en évaluant les effets inhibiteurs des extraits et fractions préparés de I’
a-amylase et a-glucosidase.

Les résultats obtenus ont montré la richesse des extraits bruts aqueux des deux plantes en
métabolites secondaires (composés phénoliques, composés azotés, composés terpéniques et
composés réducteur). Les fractions éther diéthylique ont présenté les teneurs les plus élevées
en polyphénols totaux de 1’ordre de 331,88 + 17,80ug EAG/mg E et 30,41 + 2,15ug EAG/mg
E, pour les fractions obtenues a partir de 1’extrait brut aqueux préparé par décoction de G.
alypum et par macération de Z. album, respectivement.

La quercétine, la rutine et la naringenin, 1’acide p-coumarique et 1’acide gallique sont les
principaux composés phénoliques détectés dans la fraction d’éther diéthylique de I’extrait brut
aqueux préparée par décoction de G. alypum. L’acide gallique, ’acide syringique et la
quercetine sont les seuls composés phénoliques détectés, dans les fractions d’éther di¢thylique
de I’extrait brut aqueux préparé par macération de Z. album.

Par ailleurs, les fractions récupérées a partir des extraits bruts aqueux préparés par décoction
de la partie aérienne du G. alypum, ont enregistré 1’activité antioxydante la plus puissante. La
fraction éther diéthylique a présenté la plus haute capacité de piégeage des radicaux libres
DPPH avec une Clsy de ’ordre de 20,54 + 0,48ug/ml et le meilleur pouvoir de réduction de
fer, avec une CEsy d’ordre de 280 + 0,04pg/ml. Les fractions préparées du G. alypum ont
présent¢ un effet antihémolytique puissant, par rapport a celle obtenu du Z. album. La
concentration 160ug/ml testée des fractions n-butanol préparée du G. alypum (HTso = 280,9 +
1,88ug/ml) et du Z. album (284 + 6,34pug/ml) ont présenté un effet protecteur des érythrocytes
plus élevé a celui présenté par la méme concentration d’acide ascorbique (HTso = 258,6 +
5,06pg/ml).

La fraction acétate d’éthyle préparée par décoction a partir de la partie aérienne du G. alypum,
a présenté 1’activité inhibitrice la plus puissante de 1’a-amylase et 1’a-glucosidase, avec des
Clso d’ordre de 0,57 £ 0,05mg/ml et 0,52 + 0,02mg/ml, respectivement. Cette inhibition reste
faible par rapport a celle d’Acarbose.

En conclusion, les deux plantes étudiées présentent une source trés importante de molécules

bioactives qui peuvent étre utilisée dans des applications pharmacologiques et thérapeutiques.

Mots clés: Globularia alypum, Zygophyllum album, composés phénoliques, activité
antioxydante, activité antthémolytique, a-amylase, a-glucosidase



Abstract

Globularia alypum L colled «Tasselgha» and Zygophyllum album L named «Aggaya» were
tow plants belonging to Plantaginaceae and Zygophyllaceae families, respectively. They are
very used in Algeria in the traditional medecine for the treatment of type 2 diabete. The aim
of the present study was to evaluate the antioxidant, antihemolytic and antidiabetic activities
of aqueous extracts and there fractions diethyl ether, ethyl acetate and n-butanol prepared
from aerial parts of these plants.

A phytochemical study of diffrent prepared extracts is tested, using a phytochemical tests, a
colorimetric quantifications of polyphenols, flavonoids and condensed tanins are determined,
a chromatographic analysis using HPLC (RP-HPLC-PDA) of phenolic compounds of
fractions rich in polyphenols is analysed. The biological study is based on research for
antioxidant activity using free radical scavenging assays by DPPH and reducing power FRAP
assay the evaluated of antihemolytic activity against the AAPH radical and the research of
antidiabetic effect are investigated using the inhibitory effects of extracts and fractions
prepared in contact with a-amylase and a-glucosidase enzymes.

The obtained results showed a richness of crude aqueous extracts of two plants in secondary
metabolites (phenolic compounds, nitrogen compounds, terpenes and reducing compounds),
the ethr diethilic fractions presented the higher amount in polyphenols (331.88 + 17.80ug
EAG/mg E et 30.41 £ 2.15ug EAG/mg E, for the fractions obtained from the crude aqueous
G. alypum decocted extract and Z. album macerated extract, respectively).

Quercetin, rutin and naringenin, p-coumaric acid and gallic acid are the principal phenolic
compounds detected from diethyl ether fraction of crude aqueous extract prepared by
decoction of G. alypum. Gallic acid, syringic acid and quercetin are the only phenolic
compound detected from the ether diethyl fractions prepared by the macerated crude aqueous
extract of Z. album.

Furthermore, the fractions recovered from crude aqueous extracts prepared by decoction from
the aerial parts of G. alypum recorded as the most potent antioxydant activity. The diethyl
ether fraction exhibited the highest free radical DPPH scavenging capacity with ICsy around
20.54 + 0.48ug/ml and the best iron reducing power with ECsy around 0.51 = 0.07mg/ml. The
fractions prepared from G. alypum presented a powerful protective effect of erythrocyte
hemolysis, compared to that obtained from Z. album. The 160ug/ml tested concentration of n-
butanol fractions prepared by G. alypum (HTso = 280.9 £ 1.88ug/ml) and from Z. album (284
+ 6.34ug/ml) showed a higher protective effect of erythrocyte than the same concentration
obtained from ascorbic acid (HTso = 258.6 & 5.06pug/ml).

Ethyl acetate fraction prepared by decoction from the aerial parts of G. alypum presented the
most potent ihnibitory activity against o-amylase and o-glucosidase enzymes, with ICs
around 0.57 £ 0.05mg/ml and 0.52 + 0.02mg/ml, resepectively. This inhibition remains weak
compared with acarbose.

In conclusion, the two plants studied presented a very important source of bioactive molecules
that can be used in pharmacological and therapeutic applications.

Key words

Globularia alypum, Zygophyllum album, phenolic compound, antioxidant activity,
antihemolytic activity, a-amylase, a-glucosidase
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L’hyperglycémie est définie cliniquement par une concentration glucosidique élevée dans
le sang (>1,26g/1). Cet état déséquilibré est responsable d’une polyurie, polydipsie et d’une
polyphagie (Rother, 2007). Elle se traduit par le fait que le glucose est incapable d’entrer a
I’intérieur des cellules, ce qui entraine une hyperglycémie chronique. Cette incapacité est due
soit a un mal-expression des récepteurs glucidiques sur la membrane cellulaire des tissus
périphériques, soit a un mal sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques (OMS, 2002).
Ce trouble d’absorption glucidique cause des problémes graves de santé tels que 1’obésité et le
diabete sucré. De plus, I’hyperglycémie peut €tre un facteur ou une conséquence d’un
déséquilibre d’homéostasie corporelle traduit par le stress oxydatif. Ce mécanisme est défini
par un déséquilibre du rapport oxydant-pro-oxydants, produit comme conséquence des
dommages cellulaires (au niveau des lipides, protéines et d’ADN) et des maladies chroniques

comme le diabete de type 2.

Globalement, En 2019, la fédération internationale de diabéte (FID) a estimé le nombre de
personnes adultes atteintes de diabete sucré a 463 millions avec une prévalence de 9,3% a
I’échelle mondiale. Ce chiffre pourrait atteindre 578 millions d'ici 2030 avec une prévalence
de 10,2% et 700 millions d'ici 2045 avec une prévalence de 10,9% (FID, 2019). Cette maladie
a des conséquences graves en termes de morbidité, de mortalité et de prise en charge médicale
trés cotteuse. Elle est liée a des complications graves qui peuvent conduire a la néphropathie,
la rétinopathie, la neuropathie, ’athérosclérose, et les maladies cardio-vasculaires (Michelle

de Sales et al., 2012).

Le traitement actuel du diabéte sucré par I’insuline injectable ou par les antidiabétiques
oraux vise a minimiser la gravité¢ des complications associées a cette maladie et a réguler la
glycémie. Cette stratégie comprenne la stimulation d’insulino-sécrétion endogene,
I’amélioration de la sensibilité a I’insuline au niveau des tissus périphériques et 1’inhibition
des enzymes d’hydrolases (Funke et Melzing, 2006; Imam, 2015). Malheureusement, ces
traitements ne permettent pas de guérir la maladie et ils s’associent a des effets secondaires
indésirables sur la santé, comme 1’hypoglycémie, la diarrhée, la constipation, les problémes
gastro-intestinales et les problémes cardiaques (Michelle de Sales et al., 2012; Li et al.,
2019). De plus, ils sont couteux, leur disponibilité peut étre réduite dans certains pays et selon
le stade de développement de maladie, le traitement antidiabétique soit en di- ou trithérapie
pour augmenter I’efficacité de traitement, ces inconvénients augmentent, conduisant a une

mauvaise consommation de 1’insuline (Guillausseau et a/., 2012; Imam, 2015).
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Une grande partie de la population diabétique dans le monde s’oriente de plus en plus vers

la médecine traditionnelle basée sur 1’utilisation des plantes, pour soulager I’état diabétique.

Il est estimé que plus de 70% des personnes dans le monde utilisent les plantes pour
répondre a leurs besoins de soins de santé, plus de 50% des médicaments utilisés en clinique
sont des produits naturels a base de plante (Azam et al., 2014; Wannes et Marzouk 2016). Le
secret de leurs effets bénéfiques est associé a leurs profils phytochimiques et leurs richesses
en molécules bioactives; composés phénoliques, alcaloides et terpénoides, expliquant leurs
abondances dans plusieurs domaines de recherche biologique, chimique et pharma-ceutique

(Trabsa et al., 2020).

Plusieurs enquétes ethnopharmacologiques et ethnobotaniques ont ét¢ menées a travers le
monde pour recenser les plantes antidiabétiques utilisées dans les différentes pharmacopées
traditionnelles (Grover et al., 2002; Li et al., 2004; Chhetri et al., 2005; Leduc et al., 2006;
Azzi et al., 20125 Ezuruike et Prieto, 2014; Lawin et al., 2016; Telli et al., 2016; Barkaoui et
al., 2017; Chelghoum et al., 2021).

Pour plusieurs plantes, les composés actifs responsables de 1’activité pharmacologique ont
¢été identifiés, isolés et les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans les effets
thérapeutiques ont été partiellement ou compleétement élucidés (Lamba et al., 2000; Efui
Holaly et al., 2017; Miara et al., 2019). Certains d’entre eux sont a 1’origine de la mise au
point de médicaments tels que la metformine extraite a partir de Galega officinalis (Oubré et

al., 1997; Grover et al., 2002).

Une grande variété de mécanismes est impliquée dans la baisse du niveau de glucose dans
le sang. Certains composés se révelent véritablement anti-hyperglycémiants et pourraient
avoir un potentiel thérapeutique. Alors que d’autres produisent simplement une hypoglycémie

comme effet parallele de leur toxicité, particulierement hépatique (Jarald et al., 2008).

Cependant, les composés naturels anti-hyperglycémiants peuvent exercer leur effet a
différents niveaux, soit au niveau pancréatique par restauration de la fonction du pancréas,
régénération ou/et réparation des cellules B pancréatiques et stimulation de la production et/ou
la sécrétion de I’insuline, soit au niveau extra-pancréatique par réduction de la résistance a
I’insuline en augmentant la captation du glucose par les tissus périphériques (muscle, foie,

tissu adipeux), soit au niveau intestinal par inhibition d’activité enzymatique de I’a-amylase
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et ’a-glucosidase réduisant ainsi I’hyperglycémie postprandiale (Jarald et al., 2008; Singh et
al., 2012).

L’Algérie, de part sa situation géographique, bénéficie d’un climat et d’une flore trés
diversifiées. Les plantes poussent en abondance dans les régions cdtieres, montagneuses et
également sahariennes dont beaucoup sont réputées pour leurs vertus médicinales et utilisées
en médecine traditionnelle. Ces plantes constituent des remeédes naturels potentiels qui

peuvent étre utilisées pour le traitement du diabéte sucré.

Globularia alypum L. de la famille des Plantaginacées et Zygophyllum album L. de la
famille des Zygophyllacées sont des plantes spontanées locales qui se trouvent partout en
Algérie. La premiere se trouve dans les montagnes, tandis que la deuxiéme est une plante
halophyte qui pousse dans les régions de désert. Ces deux plantes sont citées comme anti-
diabétiques dans des enquétes ethnobotaniques réalisées auprés des diabétiques algérien ou

maghrébine (Azzi et al., 2012; Hamza et al., 2019; Miara et al., 2019).

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne d’intérét
thérapeutique, utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement du diabéte sucré. Il se
base sur une étude phytochimique et la recherche d’activité antioxydante et anti-diabétique
des extraits bruts aqueux de la partie aérienne de Globularia alypum et Zygophyllum album et

de leurs fractions riches en composés phénoliques

La méthodologie de cette étude est résumée dans les points suivants :

1. Extraction et préparation des extraits bruts aqueux et des fractions riches en composés

phénoliques de la partie aérienne de Globularia alypum et Zygophyllum album.
2. Réalisation d’un screening phytochimique des différents extraits préparés ;

3. Dosage quantitative des composés phénoliques: polyphénols totaux, flavonoides et tanins

condensés ;

4. Séparation et identification des fractions riches en composés phénoliques par une analyse
RP-HPLC-PDA (Reversed Phase-High Performance Liquid Chromatography-Photo Diode
Array).

5. Recherche des effets antioxydants des différents extraits et fractions préparés, in vitro : le

piégeage du radical DPPH et le pouvoir réducteur du fer (FRAP) ;
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6. Recherche d’effet anti-hémolytique des extraits et des fractions des plantes sélectionnées
en présence d’attaque radicalaire d’AAPH (2,2'-azobis (2-aminodipropane)

dihydrochloride);

7. Recherche d’effet inhibiteur de ces fractions de I’a-amylase et a-glucosidase.
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Les radicaux libres, les oxydants, les especes réactives d’oxygene (EROs) ou d’azote
(ERAs) sont des molécules caractérisées par une grande réactivité grace a leur structures
électroniques déséquilibrés (Asgard, 2014). Ce sont les sources principales d’induction du
stress oxydatif. Ce dernier, est définit par une perturbation au niveau des antioxydants et des
pro-oxydants, menant a des dommages cellulaires et tissulaires qui touchent les lipides, les
protéines ou I’ADN (Choi et al., 2008). 1l est class¢ comme le premier causatif des maladies
chroniques telles que les maladies neurodégénératives, cardiovasculaires, le cancer et le
diabete (Preedy, 2014). Ces maladies sont des pathologies a longue durée avec des évolutions
lentes et des complications graves liées a des facteurs de risque socio-économiques,
environnementaux ou génétiques, comme: la mondialisation, la sédentarité, le vieillissement,
I’obésité et le tabagisme...etc (OMS, 2016). Elles peuvent étre liées aux métabolismes tels
que le diabete sucré. La figure 01 présente la relation entre le stress oxydatif et le diabete

sucre.

Malnutrition Sédentarité Stress externe

/

Géneération des espéces réactives d’Oxygéne (ROS)

Resistance a Dysfonctionnement Peroxydation Accumulation des
I’'insuline des cellules p lipidique substances toxiques

wL

LLe syndrome métabolique : Hyperglycémie

Figure 01: Le syndrome d’hyperglycémie causé par le diabete de type 2 et sa relation avec le stress
oxydatif (Kwon, 2007).

En Algérie, le diabéte est un véritable probléme de santé publique de par sa prévalence et le
poids de ses complications chroniques dominées par les complications cardiovasculaires, le
pied diabétique, I’insuffisance rénale chronique et la rétinopathie (Belhad;j et al., 2015). Selon
des projections faites par la Fédération Internationale du Diabéte (FID) dans sa 9°™ édition de
«Diabetes Atlas» (2019) et sur la base des résultats publiés, un chiffre de 1,9 millions
diabétiques agée de 20 a 79 ans, a été enregistré en 2019 en Algérie, avec une prévalence de

7,2% sur le plan national (FID, 2019).
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Le diabéte sucré est un groupe de maladies métaboliques, d'étiologie diverse, caractérisé
par une hyperglycémie chronique, accompagnée d'une perturbation des métabolismes
glucidique, lipidique et protéique, résultant d’un défaut de la sécrétion de I’insuline ou de
I’action de I’insuline ou de ces deux anomalies associées (OMS, 2002; ADA, 2008). Selon
I’ Association Américaine du Diabéte (ADA, 2008), le diabete sucré peut étre classé en quatre

types: diabéte type 1, diabéte type 2, diabéte gestationnel et autres types du diabéte.

Le diabete de type 1 est présent beaucoup plus chez les enfants (le diabéte Juvénile ou le
diabete insulinodépendant). Il se déclare généralement lorsque 1’organisme est incapable de
produire de I’insuline a cause d’une auto-immunité présentée par les cellules T qui détruisent
les cellules B des 1ilots de Langerhans, aboutissant a une carence absolue en insuline

«insulinopénie» (ADA, 2005).

Le diabéte de type 2 touche 90% de I’ensemble des diabétiques. Il se manifeste le plus
souvent chez I'adulte. C’est une maladie chronique et évolutive dans le temps. Il se caractérise
par une altération de 1’insulinosécrétion et des anomalies des effets de I’insuline sur ses tissus

cibles (insulino-sensibilité) (Alqahtani et al., 2014; OMS, 2016).

Le diabéte de type 2, s’il est mal controlé, peut présenter des complications chroniques
micro-angiopathiques graves comme la rétinopathie, la néphropathie et la neuropathie
(Canavan et al., 2008), et macro-angiopathiques comme I’athérosclérose et I’hypertension
(Musabayane, 2012). Cette maladie peut €tre associée avec une augmentation des especes

réactives d’oxygene ce qui est suivi par un stress oxydatif (Uttara et a/., 2009).

Le syndrome métabolique ou notamment dyslipidémie, combine entre 1’obésité¢ et la
résistance a 1’insuline, présente des facteurs de risque responsable de diabete de type 2, des
maladies cardiovasculaires et de dysfonctionnement urinaire (maladies rénales) (Reaven,
2004). 11 est caractérisé par une surcharge de poids, une ¢lévation de la pression artérielle, une
augmentation du taux de la glycémie et des triglycérides et une réduction du cholestérol
lipoprotéique de haute densitée (HDL-C) (Alberti et al., 2009). 1l est 1i¢ a des facteurs de
risque, les plus fréquent sont: la sédentarité, la nourriture hypercalorique et les probleémes liés
aux tissus adipeux. Des études récentes montrent que ces facteurs sont responsables d’un
changement fonctionnel de signalisation hormonal par D’activation ou I’inactivation de
cytokine adipocytaires, la leptine, I'adiponectine, la résistine et la protéine de liaison aux

acides gras adipocytaires (4-FABP) (Salari et al., 2014).
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L’hypertension et les maladies rénales sont corrélées fortement a 1’obésité et par
conséquence au diabéte de type 2. Des études montrent que la prise de poids augmente la
probabilité d’avoir une hypertension par une ¢lévation de la pression artérielle chaque 10 kg
de prise de poids. De plus, 2,5 fois des sujet hypertendus sont plus exposés au diabete de type
2 (Gallagher et al., 2011).

Récemment, des formes graves de Coronavirus ou COVID-19 sont associées a la présence
de diabéte, cette association est confirmé premiérement en chine, et elle est liée
majoritairement a un risque de déceés dans la plupart des cas. L’obésité et le surpoids sont
considérés comme facteur 1étal chez des patients diabétiques atteints de COVID-19 (Halimi et

Sultan, 2020).

L’hypothése proposée sur le mécanisme de la forme grave de COVID-19 en présence de
diabéte est 1’augmentation d’une inflammation. Les résultats des analyses sanguines des
patients diabétiques atteintes de coronavirus, en comparaison avec ceux non-diabétiques, ont
présenté des taux ¢€levés des marqueurs inflammatoires (interférons type 1), un taux réduit de
monocytes sanguins et un changement morphologique des cellules immunitaires ce qui a
expliqué la relation de cette maladie métabolique et la forme 1étal de ce virus. De plus, le
virus peut empécher la sécrétion d’insuline par la destruction des cellules B pancréatiques via
un systeme qui implique I’enzyme de conversion d’angiotensine qui est treés riche dans les
organes régulateurs de la glycémie, ou par un systéme de déclenchement d’une réponse
immunitaire qui joue un rdle crucial dans la destruction des cellules pancréatiques induit par

I’entrée de virus (Alzaid et al., 2020).

L’insuline est une hormone peptidique de 51 acides aminés, présentée en deux chaines A et
B, li¢es entre elles par deux liaisons disulfures. Cette molécule est synthétisée puis secrétée
par les cellules B des ilots de Langerhans au niveau du pancréas. La libération d’insuline dans
la circulation sanguine est suivie d’un stimulus par exocytose dans des vésicules sécrétoires,

(Wilcox, 2005).

La biosynthése et la sécrétion de I’insuline est influencée par plusieurs éléments
majoritairement le glucose, les acides aminées, les acides gras, ’acétyle choline et le
glucagon-like peptide-1 (Fig. 02). Des altérations dans la transcription, la traduction ou des
modifications post-traductionnelles sont responsables de la structure d’insuline mature, ou les
altérations au niveau des cellules B sont les plus endommageant (Dodson et Steiner, 1998;

Wilcox, 2005).
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Figure 02: Les stimulateurs de la sécrétion d’insuline (Bratanova-Tochkova et al., 2002; Wilcox,

2005)

La détection de glucose au niveau des cellules B suivie par une génération d’ATP et
. . + . .
I’activation des canaux K, cause un changement du potentiel membranaire et une
. . +2 . . . N , , . . .
augmentation de la concentration de Ca™ intracellulaire, conduisant & une sécrétion d’insuline

(Wilcox, 2005).

Le récepteur d’insuline est un hétérotétramere constitué de 2 sous unités glycoprotéiques 2
a et 2 B liées entre elles par des liaisons disulfures. Il est situé sur la membrane cellulaire des
muscles, foie, tissus adipeux, cerveau, rein...etc. (Kido et al., 2001). L’insuline se lie a la
sous unité o permettant 1’activation de I’ATP et un changement de conformation de la sous
unité B, ce qui déclenche une cascade de signalisation enzymatique présentée par 1’activation
de la tyrosine kinase. Ce dernier phosphoryle des protéines de substrat intracellulaire sensible
a Pinsuline (IRS) (Wolever, 1999; Kido et a/., 2001). L’IRS se lient a d’autres molécules de
signalisation cellulaire selon 1’action cellulaire de I’insuline. L’activation des protéines IRS
phosphoryle des enzymes telles que le phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-kinase) qui favorise
la translocation des protéines transporteur du glucose et la synthése du glycogene, des lipides
et des protéines (Burks et White, 2001; Kido et al., 2001). Plus spécifiquement la liaison
d’insuline a son récepteur active deux voies de signalisation, la voie métabolique activée par
la protéine kinase B (voie d’AKT), et la voie mitogénique responsable de la régulation et
I’expression génétique d’insuline par la MAPK mitogene-activated proteine kinase (Fig. 03)

(voie de RAS) (White, 2003).
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Figure 03: Les voies de signalisation d’insuline (Bratanova-Tochkova et al., 2002; Wilcox, 2005)

La résistance a I’insuline est le probléme le plus grave caractérisant le diabéte sucré et ses
complications (Gutiérrez-Rodelo et al., 2017). Les cellules des tissus périphériques sont
incapables de réduire la quantité du glucose élevée a cause de ’incapacité d’insuline a se lier
a leurs récepteurs, ce qui entraine un état d’hyperinsulinisme compensatoire pour atteindre
I’euglycemie. L’efficacité des récepteurs (la sensibilité a I’insuline) est diminuée a cause des
mutations ou des modifications post-traductionnelles des récepteurs ou des protéines
effectrices (Reaven, 1993; Brown et Goldstein, 2008; Olivares-Reyes et Arellano-Plancarte,
2008).

Le mécanisme de la résistance a I’insuline est causé¢ par des défauts au niveau des
récepteurs, sur le site catalytique ou au niveau d’IRS, ce qui diminue le nombre de récepteurs
exposé par la cellule sur la membrane cellulaire. Comme elle se manifeste, aussi, par des
altérations au niveau des protéines effectrices causé par une phosphorylation de Ser/Thr au
lieu de Tyr, conduisant & une mauvaise signalisation et donc une réduction de récepteurs de
glucose (GLUT-4). Cet effet négatif conduit a une inhibition soit d’une action métabolique ou
d’une expression génétique. Dans ce cas, les cellules B déclenchent un état d’hyper-
insulinémie compensatoire, mais il reste insuffisant, ce qui conduit a une activation des voies

de régulation d’insuline (Gutiérrez-Rodelo et al., 2017).
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Une autre altération est au niveau des protéines AKT; I’activité de phosphoprotéine
phosphatase 2A (PP2A) est altérée par une surproduction des céramides (métabolisme des
SFA; comme le palmitate). Ce dernier déphosphoryle et inactive la protéine AKT, et
phosphoryle la protéine kinase C en Ser, inhibant son déplacement vers la membrane,
permettant une mauvaise modulation de signalisation hormonale (Gutiérrez-Rodelo et al.,

2017).

L’action métabolique dans le corps est liée principalement a 1’insuline. Une carence ou une
résistance a cette hormone, cause une réduction ou un dysfonctionnement fonctionnel selon
les organes cibles. Les muscles et les tissus adipeux sont insulino-dépendant, alors que le foie,
le tissus endothélium, le cerveau, le pancréas, les gonades, 1’os et les riens sont non insulino-
dépendants, mais ils sont concernés par les effets de 1’insuline et par la résistance a 1’insuline
(Wilcox, 2005), (Tableau 01).

Tableau 01: le role d’insuline dans quelques organes et tissus, et les altérations affectées en cas d’une

carence et/ou une résistance a I’insuline (Wilcox, 2005; Trout et al., 2007; Gutiérrez-Rodelo et al.,
2017).

Organes Présence d’insuline Carence/résistance a ’insuline
- Transformation des acides gras libres sous forme
- Absorption de glucose par les GLUT- | de lipoprotéines VLDL
4 - Suppression de cétogenese
- Favorisant la lipogenése et inhibition | - Diminution d’absorption de triglycérides
Tissus de la lipolyse responsable d’une hypertriglycéridémie
adipeux - Oxydation des acides gras pour - Production et sécrétion des cytokines comme les
fournir I’énergie intracellulaire interleukines (IL-6)
- Transformation des acides gras libres | - Une intolérance au glucose provoqué par la
en corps cétoniques diminution d’exposition des récepteurs de
glucose
- Stimulation de catabolisme protéique et
- Absorption de glucose par I’insuline libération des acides aminés utilisés dans la
- Activation de glycogene synthase ce gluconéogencse
Muscles qui favorise la synthése de glycogéne | - Mauvaise translocation de glucose cause une
- Synthese de protéines est activée en altération de synthese de glycogéne
présence d’insuline, hormone de - Une intolérance au glucose provoqué par la
croissance et acides aminés diminution d’exposition des récepteurs de
glucose
- Absorption et élimination de glucose | - Dissociation des processus affectés soit par une
du corps est une action non- carence, résistance a I’insuline ou une
Foie insulinodépendante hyperinsulinémie compensatoire
- Stimulation de la synthése de - Production de glucose via une gluconéogenése
glycogene et inhibition de la en cas de famine
gluconéogeneése et la production des | - Diminution de production de SHBG et
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corps cétoniques

- Modulation de la synthése des
protéines et le métabolisme des
lipoprotéines

- Régulation des effets mitogene de
I’insuline et suppression de
production des globulines liant
I’hormone sexuelle (SHBG)

favorisant les effets mitogénes de 1’insuline en
cas d’une hyperinsulinémie compensatoire

- Augmentation de la teneur en triglycérides et de
la sécrétion de VLDL

- Induction de la synthése hépatique de
fibrinogene et PAI-1

- Une intolérance au glucose provoqué par la
diminution d’exposition des récepteurs de
GLUT-4

Endothélium
et vasculeuse

- Assure la fonction plaquettaire, la
coagulation sanguine et la fibrinolyse

- Amélioration de la production de
I’oxyde nitrique (ON) via ’activation
de I’oxyde nitrique synthase

- Production de I’ON responsable de la
prolifération cellulaire des muscles
lisses

- Favorisant la libération de
l'endothéline vasoconstricteur

- Dysfonctionnement endothélial est associé a un
développement de 1’athérosclérose

- Réduction de la production de
tétrahydrobioptérine et 1’oxyde nitrique synthase

- Altération de la fonction vasodilatatrice

- Inhibition de I’activité de I’ON et diminution de
sa production a cause de la présence des acides
gras libres

- Augmentation de I’agrégation plaquettaire liée a
une surproduction des facteurs procoagulants
comme le PAI-1 stimulé par I’hyperinsulinémie
compensatoire

- Elévation de la sécrétion d’enthothélinel
inhibant la signalisation de I’insuline et entre en
compétition avec I’ON

- Développement de ’athérosclérose est associé
probablement a une action mitogénique affecté
au niveau de MAP kinase

- Absorption non-insulino-dépendante
de glucose

- Localisation vaste dans des parties de
cerveau comme 1’hypothalamus,

- Dysfonctionnement 1ié a une régulation de la
protéine précurseur amyloide, ce qui partage un
lien avec la maladie d’Alzheimer

Cerveau I’hypocampe et la rétine...etc. - Dérégulation de I’appétit et le poids corporel au
- Ses actions multiple, il agit tant niveau du cerveau peut étre une source causal
qu’un neuropeptide, il a un role dans qui contribue a une obésité et un diabéte de type
I’olfaction, la satiété, le mémoire etla | 2
régulation de 1’appétit...etc.
- Surexpression de PTP-1B dans la lignée
, . L ,. . cellulaire INS-1 des cellules B :
- Régulation de la sécrétion d’insuline L. . . ,
o - Réduire la stimulation des récepteurs IRS-
i stimulée par le glucose . ) . .
Pancréas Istimulateur d’insuline et de phosphorylation de

- Stimulation de la croissance des
cellules

Tyr
- Stimulation de la phosphorylation d’AKT et la
sécrétion d’insuline stimulée par le glucose

Plusieurs mécanismes sont responsables de la régulation de 1’action d’insuline. Ils peuvent

étre soit extrinséques ou intrinseques. Le stress oxydatif, le dysfonctionnement mitochondrial
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et le stress du réticulum endoplasmique présentent les mécanismes intrinseéques. Tandis que la
présence d’inflammation et les modifications au niveau des adipokines et des acides gras

présentent les mécanismes extrinséques (Odegaard et Chawla, 2013).

L’insulino-résistance apparait clairement par une inflammation déclenchée en cas d’une
perturbation et altération de la signalisation cellulaire en cas d’une glucotoxicité et une
lipotoxicité caractérisée par un stress oxydatif (Kim et al., 2006). Les produits finaux d’une
glycation AGE (advanced glycation end-products) en cas d’hyperglycémie et les acides gras
libres augmentent la production des ROS (reactive oxygene species) et donc des
concentrations élevées de 1’anion O conduisent a une intolérance au glucose et donc le

diabete (Féve, 2008).

Le dysfonctionnement tissulaire des adipocytes provoqué par une surcharge de poids
conduit a une libération incontrélée des acides gras saturés (SFA: saturated fatty acids), d’une
augmentation de I’infiltration des macrophages, suivi d’une sécrétion incontrolée des
adipokines et des cytokines pro-inflammatoires, ce qui entraine une réponse inflammatoire
chronique responsable du changement négatif de signalisation cellulaire (Weisberg et al.,
2003), induisant une résistance a 1’insuline caractérisée par une libération des cytokines
inflammatoires ou figurent le facteur TNF o (tumor necrosis factor o), IL-1p (interleukine-1p)

et IL-6 (interleukine-6) (Ouchi et al., 2011).

Autrement, I’activation de I’inflammation en cas d’un stress de réticulum endoplasmique
(RE) peut étre stimulée par quelques facteurs comme: la surcharge des protéines synthétisées
et anormalement repliées, une perturbation de la charge calcique, la déprivation en
glucose...etc. Ces conditions mettent une certaine pression sur le RE, ce qui provoque une
accumulation des protéines anormalement repli€ées en induisant 1’activation d’UPR (Unfolded

protein response) (Hotamisligil, 2010).

L’insulinopénie qui caractérise la maladie de diabete type 2 est une conséquence de
I’incapacité des cellules B a produire et a sécréter une quantitée suffisante d’insuline en
réponse de glucose suite a une demande corporelle. Cette situation est causée par 1’insulino-
résistance qui s’accompagne d’une perte progressive du nombre des cellules § pancréatiques.
De plus, une diminution massique de 65% des cellules B est associée a un effet réduit
d’insulinosécrétion liée au diabete. Cette diminution cellulaire est liée probablement a un
mort programmé par apoptose. Des facteurs génétiques, I’exces lipidique associes a 1’obésité

et ’inflammation, des modifications intracellulaires causées par un stress de réticulum
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endoplasmique, ou une altération des génes sont les facteurs possibles dans la perturbation de
la masse et la fonction cellulaire et qui ne permettent pas la différentiation et la prolifération
cellulaire (Butler et al., 2003; Eguchi et Nagai, 2017). De plus, une imperméabilité intestinale
caus¢ par une inflammation et des changements des macrobiotes suggerent qu’une
amélioration d’insulino-résistance est liée a une flore intestinale saine (Tenenbaum et al.,

2018).

Dans le but de minimiser les complications du diabete sucré et de contrdler le niveau
glycémique des malades, les personnes diabétiques sont obligées de suivre des traitements qui
se résument par des mesures hygiéno-diététiques, les antidiabétiques oraux ou
I’insulinothérapie pour les diabétiques de type 2, et seulement par 1’insulinothérapie dans le

cas des diabétiques de type 1 (OMS, 2016).

Dans la plupart des cas, les mesures hygiéno-diététiques sont considérées comme des
¢léments importants de la stratégie de traitement des adultes atteints de diabete de type 2. Une
pratique appropriée de régime alimentaire et de l'exercice physique peut améliorer la
sensibilité a l'insuline et le contrdle de la glycémie et peut diminuer le besoin en médicaments

oraux ou d'insuline (Nelson et al/., 2002)

Les cliniciens disposent aujourd'hui un large choix de médicaments antidiabétiques oraux
pour le diabete de type 2. Les principales classes sont hétérogénes quant a leurs modes

d'action, leurs profils de sécurité et leurs tolérabilité (krentz et Bailey, 2005).

La Metformine est un agent pharmacologique des biguanides qui diminue la résistance
d’insuline et la progression de diabéte. Son effet repose sur ’activation de 1’adénosine
monophosphate kinase hépatique pour réduire la production glucidique et I’amélioration de la

fonction des cellules B pancréatiques (Imam, 2015).

Les Thiazolidinediones sont des sensibilisateurs d’insuline, connus par la Pioglitazone et
Rosiglitazone. Ce sont des agonistes qui se lient sur des récepteurs nucléaires activés par des
peroxysomes, qui stimulent I’expression génétique des genes métaboliques. Ils augmentent la
transcription des transporteurs de glucose et diminuent sa production. Malheureusement, ils

ont des effets cardiovasculaires indésirables (Imam, 2015).

Les Sulfonylurées et les Glinides sont des sécrétagogues d’insuline. Ils ont un effet tres
court et rapide. IIs se lient a des récepteurs sur les cellules B stimulant la sécrétion d’insuline.

Leurs utilisations sont corrélées avec un régime alimentaire et des exercices physiques. Ils ont
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un effet hypoglycémiant et ils peuvent étre administrés seuls ou en association avec les
Thiazolidinediones ou les Biguanides (Imam, 2015; Archambeaud et Fougere, 2017). 1l existe
deux générations des sulfonylurées, la premiere stimule I’insulinosécrétion par liaison avec
des récepteurs SUR1 (sulfamide receptor 1) et fermeture des canaux potassiques Karp des
membranes des cellules 3, et la deuxieme génération est caractérisée par un effet antioxydant.
Une étude a montrée que I’effet d’administration de Gliclazide chez des souris, augmente la
défense antioxydante et diminue I’apoptose des cellules B par liaison a des récepteurs SURI

(Ashcroft et Gribble, 1999).

L’Acarbose, le Miglitol et le Viglibose sont des médicaments oraux de la classe des
inhibiteurs enzymatiques, prise par des patients diabétiques dont le but d’inhiber 1’action des
enzymes responsables de la digestion glucidique comme 1’a-glucosidase et I’a-amylase; soit
salivaire ou pancréatique. L’a-amylase hydrolyse les liaisons a (1-4) des glucides qui donne
comme produits: les maltoses, maltotrioses et les a-dextrines. Alors que, I’a-glucosidase
hydrolyse des disaccharides comme la saccharose (sucrase) et la lactose, libérant des unités de
glucose et d’autres produits selon la digestion enzymatique (Blicklé et al., 1999). Les
inhibiteurs d’a-glucosidase sont trés connus depuis plusieurs années, ils ont un effet rapide et
moyennement efficace dans la diminution de la glycémie postprandiale. Ils agissent sur les
enzymes de la bordure de la brosse des anthérocytes (Imam, 2015). L’Acarbose est un
pseudotetrasacharide, extrait a partir des actinomycetes comme Actinoplanes sp (Tuyen et al.,
2020). Cette poudre blanche a un effet faible vis-a-vis des amylases, son action est
principalement d’inhiber 1’activit¢ des o-glucosidases par ordre décroissant d’activité
(Fujimoto et al., 1998). Son action est limitée pour les personnes aux problémes gastro-
intestinaux et qui souffrent d’une insuffisance rénale. Mais actuellement, il suffit d’associer ce
principe actif @ un adjuvant améliorant son action, ce qui présente une performance dans la

glycémie sanguine treés important (Li et al., 2020).

Les inhibiteurs de dipeptydyl dipeptidase 4, responsable de la dégradation des GLP-1
(Glucagon-like peptide-1), sont des insulino-sécrétagogues et gluco-dépendants (la
Sitagliptine, la Saxagliptine et la Vildagliptine). Ce sont des enzymes DPP-4 qui prolongent
I’action des hormones incrétines et par conséquent prolongent et renforcent 1’effet d’insuline

pour diminuer la glycémie en cas d’hyperglycémie (Imam, 2015; Charbonnel, 2018).

Les analogues de récepteurs du GLP-1 (AR GLP-1) sont des médicaments injectables,

connus par I’Exénatide, Dulaglutide, Sémaglutide. Ils peuvent agir sur les cellules B en tant
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qu’insulino-sécréteurs et gluco-dependant, au niveau cervical en tant qu’agent anoréxique,
dans le foie en diminuant la synthése de glucose ou I’estomac en diminuant la vidange
gastrique. Ils résistent a 1’action de I’enzyme DPP-4 ce qui prolonge I’effet de 1’insuline

(Charbonnel, 2018; Bauduceau et Monnier, 2019).

Les inhibiteurs SGLT 2 (Sodium-Glucose Co-Transporter Inhibitors), connus par la
Canagliflozine, I'Empagliflozine et la Dapagliflozine (Imam, 2015), ont un mode d’action qui
est basé sur I’élimination de glucose par les reins. Ils agissent sur des transporteurs SGLT 2
qui se trouvent dans le tubule proximal des reins. Cette action inhibe la réabsorption de
glucose entrainant une inactivation de sa filtration par les glomérules et une perte de glucose
par les reins, et par conséquent, elle entraine une diminution de la glycémie sanguine. L’effet
de ces médicaments est efficace sauf dans des cas d’une altération rénal. Cette inhibition est
accompagnée d’une perte de sodium. Il est possible de les associent a d’autres traitements
antidiabétiques, prise en trithérapie avec le DPP-4 et la Metformine ou 1’insuline basal comme

exemple (Charbonnel, 2018).

L’Amyline est un peptide sécrété par les cellules B pancréatiques, qui retarde la vidange
gastrique, réduit ’appétit et diminue la libération de glucagon et la production de glucose
hépatique, ce qui régule la glycémie sanguine. Les analogues d’Amyline comme le
Pramlintide sont utilisés dans le traitement de diabete de type 2 sous forme d’injection (Riddle

etal., 2007).

L’insulinothérapie sert a utiliser I’insuline injectée comme traitement basal seul ou en
association a des antidiabétiques oraux. Il est dirigé plus spécifiquement aux patients
diabétiques de type 1, mais il peut étre pris par des patients diabétiques de type 2 pour mieux

controler la glycémie sanguine (Imam, 2015).

D’autres formes de traitement de diabéte présentent une nouvelle modalité dans la gestion
de diabéte comme, I’insuline inhalée (Afreeza) approuvé par la FDA (Food and Drug
Administration) en avril 2014. Des nouveaux analogues d’insulines sont en cours de
développement avec une action longue dans le but d’améliorer la fonction basale de 1’insuline

comme, le Dégludec et Linjeta (Imam, 2015).

L’installation d’un pancréas artificiel est une nouvelle stratégie thérapeutique. Il s’agit d’un
systetme de moniteur de glucose combiné a une pompe d’insuline, capable de calculer la

quantité d’insuline qui doit étre administré au patient. Ces transplantations de pancréas et des
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ilots de Langerhans sont effectués généralement pour celui qui souffrent de diabéte de type 1

(Imam, 2015).

Dans une étude récente, 1’effet d’enzyme PCSK9 (proprotein convertase subtilisin/kexin
type9) a été évalué. Cette enzyme joue un réle dans 1I’augmentation des concentrations

lipidiques circulantes par la dégradation du récepteur de LDL provoque une

hypertriglycéridémie et une hypercholestérolémie. Les inhibiteurs de PSCK9 peuvent réduire

les concentrations circulantes de cholestérol en bloquant la forme extracellulaire de PCSK9 et

favorisant le catabolisme de LDL (Dijk et al., 2019).

L’Alirocumab et I’Avolocumab sont des anticorps monoclonaux trés comercialisés qui

exercent des effets

cardiovasculaire (Dijk et

inhibiteurs

al.,

2019).

médicamenteuses utilisées dans le traitement de diabéte).

Le Tableau 02 présente quelques

suggérés comme une nouvelle classe sans risque

classes

Tableau 02: Les principaux médicaments utilisés dans le traitement du diabéte sucré (Guillausseau et
al., 2012; Imam, 2015; Archambeaud et Fougere, 2017; David et Boinet, 2017; Charbonnel, 2018;
Bauduceau et Monnier, 2019).

Les médicaments

antidiabétiques Classes Exemples Caractéres généraux
- Améliore I’insulino-résistance
Metformine - Traitement de premiere
Sensibilisateurs | Biguanides. L i - Réduction de HbA . de 1-1,5%
. . . e o - Pioglitazone et o
d’insuline - Thiazolidinediones. T - Sans effet hypoglycémiant
Rosiglitazone. , . . . .
- Réduction de risque cardiovasculaire
- Prise de poids
- Caracteres insulinosécréteurs
- Tolbutamide, Glyburide, . . .
Sulfonvlurées Glinizide et - Traitement de deuxiéme ligne
- Su u ipizide e .
Sécrétagogues Y .p .. - Réduction de HbA,, de 1-2%
d’insuline Glimepiride. - Effet hypoglycémiant remarquable
- Glinides - Gliclazide, Répaglinide

et Natéglinide.

- Aucun effet sur le risque cardiovasculaire
- Prise de poids

Inhibiteurs d’a-

- Acarbose, Miglitol et

- Ralentissement de 1’absorption intestinal
de glucose
- Sans effet hypoglycémiant

. i
glucosidase Voglibose - Réduction de risque cardiovasculaire
- Réduction de HbA . de 0,5-1%
- o - Des effets insulinosécréteurs
Inhibiteurs - Sitagliptine, L .
. . . - Agent anoréxique
dipeptydyl Vildagliptine, ; .
.. o - Réduction de glucagon
diptidase 4 Saxagliptine Diminuant la vidange gastrique
(IDPP4) Linagliptine £e gasirq

- Sans effet hypoglycémiant
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- Une sécurité cardiovasculaire
- Réduction de HbA,, de 0,5-0,8%
- Neutre en vue de prise de poids

- Induction de glycosurie
- Diminuant ’hyperglycémie

o - Canagliflozine, - Sans effet hypoglycémiant
Inhibiteurs de e . L.

] Empagliflozine - Effet favorable sur la pression artérielle
sodium-glucose e . . .
co-transporteurs Dapagliflozine - Protecteur contre la dégradation rénal

Ertugliflozine - Entraine des bénéfices cardiovasculaires

- Réduction de HbA,, de 0,57-0,7%
- Perdre de poids
- Réducti la gl : ése, 1

| Insuline basale .educ ion de la g,uconeogenese, a

Insuline ranide lipolyse et la protéolyse
- Insu . . .
P NPH, Asparte, - Risque moindre d’hypoglycémie

Insuline

- Les analogues

Glulisine, Lispro,

- Effet neutre sur les risques

d’insuline . o . .
. Glargine et Létémir. cardiovasculaires
- Insuline . .
remélaneds - Une modeste prise de poids
P 8 L Réduction de HbA, de 1.5-3.5%
- Effet insulinotrope et glucagonostatique
- Diminuant la vidange gastrique
- Diminuant 1”appétit
Agonistes de Courts Exenatide - Effet bénéfique sur les risques
récepteurs de Exendine-4, cardiovasculaires
- Longs

GLP-1

Liraglutide, Dulaglutide

- Sans effet hypoglycémiant

- Traitement de troisieéme ligne

- Réduction de HbA . de 0.5-1%
- Prise de poids

Analogue
d’Amyline

Pramlintide

- Agent gluco-dépendent
- Retardement de la vidange gastrique
- Diminution de la production de glucose

hépatique

- Inhibition de la sécrétion de glucagon
- Réduction d’appétit

- Améliore la prise de poids

- Régulateur de la glycémie sanguine

- Réduction de HbA . de 0.5-0.7%

Les antidiabétiques oraux ont des inconvénients comme toute molécule synthétique. La

plupart d’entre eux sont responsables d’hypoglycémie, de perturbations gastro-intestinales et

des risques cardiovasculaires. Ces médicaments sont parfois trés couteux et non disponibles

(Imam, 2015).
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Depuis longtemps, les diabétiques utilisent la médecine traditionnelle comme traitement de
diabéte. Les remédes a base des plantes médicinales ont acquis de nouveau une place

importante dans I’arsenal thérapeutique du diabéte sucré partout par le monde.

Selon les estimations de I’OMS, plus de 80 % de la population mondiale, surtout dans les
pays en voie de développement, ont recours aux traitements traditionnels pour satisfaire leurs

besoins en matiere de santé et de soins primaires (Agisho et al., 2014).

Environ 35 000 especes de plantes sont utilisées dans le monde a des fins médicinales, ce
qui constitue un large éventail de biodiversité utilisé par I’étre humain. Environ 800 plantes
entre eux ont un potentiel antidiabétique connu (Kayarohanam et Kavimani, 2015; Gurjar et

al., 2016).

Ces propriétés sont issues a la richesse du contenus phytochimiques en composés bioactifs
tels que les composés phénoliques (acide phénolique, les coumarines, les flavonoides, les
tanins, ...), les composés azotés (les alcaloides), les composés terpéniques (les terpénoides,
les saponines...). Ces composés, appelés aussi métabolites secondaires, sont synthétisés par
les plantes comme moyen de défense contre les rayons UV, la résistance contre les herbivores
et les carnivores. Ils protégent les chloroplastes contre les €lectrons de haute €nergie tout en
piégeant les especes réactives d’oxygenes et les radicaux libres (Gould, 2004; Arumugama et
al., 2013; Al Disi et al., 2016). Ces phytoconstituants sont structurellement tres diversifiés, et
présentent un nombre important de fonctions biologiques (antioxydantes, anticancéreuses ou

antidiabétiques...etc.) (Parikh et al., 2014).

Les composés phénoliques constituent les éléments de base de plusieurs composants
végétatifs. Ce sont des métabolites secondaires produits par les plantes, caractérisés par la
présence d'un ou plusieurs noyaux benzéniques, portant un ou plusieurs groupements
hydroxyle libre ou engagé dans une fonction ester, éther ou hétéroside. Ils dérivent soit de la

voie du Shikimate soit de la voie de I’ Acétate (Krief, 2004).

Les acides phénoliques sont des dérivés des acides benzoiques (C¢-C;) ou cinnamiques
(C6-C3). Ces composés phénoliques sont caractérisés par la présence d’un anneau phénolique
et des substituants hydroxyle comme [’acide gallique, le propyl gallate, 1’acide
sinapique...etc. Généralement, ils se lient a des constituants végétaux comme la cellulose, les

flavonoides et les terpenes (Andreasen et al., 2000). IIs peuvent avoir des effets antioxydants,
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antimicrobiens, antiprolifératifs, anticancéreux et antidiabétiques (Rouhani et Watson, 2014;

Lorigooini, 2020).

Les flavonoides sont la classe des polyphénols la plus représentée et la plus étudiée (Ksouri
et al., 2011). IIs sont organisés en C¢-C3-Cq (Fig. 04). Ils sont responsables de la coloration
des fruits, des fleurs et parfois des feuilles (Kreif, 2003). Ils sont divisés en plusieurs familles
tels que: flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, isoflavones, flavan-3-ols, antho-
cyanidines...etc. Ils sont trouvés plus souvent attachés a un hétéroside. Généralement les
flavonoides sont des antioxydants puissants, ils exercent aussi des effets antimicrobiens,

antihyperlipidimiques et antidiabétiques (Unnikrishnan et al., 2014).

La quercetine, la kaempferole, la luteoline, I’apigenine, la diosmetine et la naringenine sont
des flavonoides qui ont un effet antidiabétique par excellence (Mukherjee et al., 2006). Elles
sont rapportées comme agents réduisant d’une fagon significative le taux de cholestérol et de
triglycéride sanguin par I’augmentation de 1’activité glucokinase et comme stimulateur de la

sécrétion d’insuline (Bhushan et al., 2010).

Figure 04: Structure de base des flavonoides

Les tanins sont la forme polymérisée des unités phénoliques, caractérisés par un poids
moléculaire élevé. Ils sont capables de se lier a des protéines empéchant leur dégradation. Ils
sont subdivisé€s en tanins hydrolysables (polyesters de glucides et d’acide phénolique comme
les tanins galliques et les tanins ellagiques) (Fig. 05) et tanins condensés ou
proanthocyanidols (formés par une polymérisation des flavonoides aglycones (flavan-3-ols))

(Fig. 06) (Krief, 2004; Espitalier, 2010).
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Figure 05: Structure des tanins hydrolysables ~ Figure 06: Structure des tanins condensés
Les coumarines sont des hétérocycles qui appartiennent a la famille des benzopyrones, qui

consiste en un cycle benzénique reli¢ par un cycle pyrone (Fig. 07) (Srikrishna et al., 2016).
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Figure 07: Structure de base des coumarines
Les composés azotés (les alcaloides) sont des substances organiques d’origine végétale, a

caractere alcalin qui présentent une structure complexe hétérocyclique ayant un atome d’azote

(Gupta et al., 2015).

Selon la présence ou I’absence d’un précurseur de synthése (acide aminé), et I’inclusion ou
non d’un atome d’azote dans un systéme hétérocyclique, on distingue trois classes
d’alcaloides: les Alcaloides vrais (formés a partir des acides aminés dont 1’atome azote est
inclus dans un systéme hétérocyclique), les Proto alcaloides (formés a partir des acides
aminés dont I’atome d’azote n’est pas inclus dans un systéme hétérocyclique) et les pseudo
alcaloides (présentent tous les caracteres des alcaloides vrais mais qui ne sont pas des dérivés

des acides aminés) (Gupta et al., 2015).

Les alcaloides sont connus par leurs effets antidiabétiques (inhibitrice d’action
enzymatique d’o-glucosidase) (Bhushan et al., 2010) et leurs effets antioxydants (Saed-
Moucheshi et al., 2013). Mais malheureusement, des études ont montré ses effets toxiques a

I’homme (Makkar et al., 2007).
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Les composés terpéniques se sont des métabolites secondaires de nature organique, dérivés
des unités d’isoprenes (CsHg) (Fig. 08). Selon le nombre de ces unités de base, les terpénoides
peuvent étre classés en monoterpénes (C10), sesquiterpenes (C15), diterpénes (C20),

sesterpeénes (C25), triterpenes (C30), tetraterpenes (C40) et polyterpenes (Wang et al., 2005).

CH3

, CH2

Figure 08: Structure de 1’isopréne

Cette collection tres diversifiée de constituants bioactifs des plantes médicinales fait 1’objet
de plusieurs études éthnopharmacologiques et ethnobotaniques, ou les chercheurs s’orientent
vers la recherche de nouvelles plantes endémiques pour identifier et valider leurs effets

biologiques bénéfiques (Petropoulos et al., 2018).

La plupart des plantes médicinales possédent des propriétés antihyperglycémiantes, elles
peuvent agir par plusieurs mécanismes en stimulant la sécrétion d’insuline via les cellules 3
pancréatiques, en améliorant la sensibilité a I’insuline par stimulation de la captation de
glucose par les tissus périphériques, en diminuant la tolérance au glucose, en inhibant des
enzymes intestinales (a-amylase et a-glucosidase) ou en piégeant des radicaux libres grace a

ses effets antioxydants (Baskaran et al., 1999).

Une des approches thérapeutiques utilisées pour la réduction de I’hyperglycémie
postprandiale consiste a I’inhibition de a-amylase et a-glucosidases, hydrolysant les glucides
alimentaires complexes en sucres simples, retardant ainsi leurs absorptions au niveau de

I’intestin gréle et par conséquent 1I’hyperglycémie.

L’a-glucosidase (EC: 3.2.1.20, a-D-glucosidase — gluco-hydrolase) est une enzyme
secrétée par les animaux et les levures. Elle est fréquemment localisée a la surface du bord en
brosse des cellules intestinales. C’est une enzyme cruciale pour la digestion des glucides:
d'oligosaccharides, polysaccharides et disaccharides en monosaccharides qui sont facilement

absorbés par l'intestin (Han et al., 2018).
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L’a-amylase (EC: 3.2.1.1, a-1-4 D-glucane glucanohydrolase,) est une enzyme ubiquitaire
de différentes sources : animales, végétales et microbiennes (Sales et a/., 2012). Elle catalyse
des composants de I’amidon (amylose et amylopectine), de glycogene par clivage spécifique
des liaisons a-D-(1-4) glucosidiques pour donner des simples unités du glucose, du maltose et
surtout d’a-dextrines (Ait Kaki et al., 2012). Elle est présente dans la salive produite par les

glandes salivaires et dans le suc pancréatique issu du pancréas (Balan et al., 2017).

En se liant de maniére compétitive aux enzymes digestifs (a-amylase pancréatiques et o-
glucosidase intestinales), les inhibiteurs tels que 1’Acarbose et les composés phénoliques
s'opposent a la dégradation de I’amidon et des disaccharides en monosaccharides assimilables,

ralentissant 1'absorption intestinale de ces derniers.

Toutefois, les inhibiteurs d’a-glucosidase commercialisés (Acarbose et Miglitol))
possedent certains effets secondaires gastro-intestinaux (flatulence, douleur abdominale et

diarrhée) due a la fermentation des sucres non absorbés (Ducobu, 2003; Bellesia et al., 2015).

Les composés phénoliques jouent un rdle trés important dans le traitement du diabéte sucré
par inhibition des enzymes intestinales (a-amylase et a-glucosidase) et donc la régulation
glucidique (Papoutsis et al., 2021). L’utilisation des flavonoides en tant que molécules
antioxydantes et hypoglycémiantes par des patients diabétiques souffrant de la surproduction
des especes réactives d’oxygenes présentent un bénéfice trés important par rapport a

I’utilisation des médicaments seuls (Ksouri et al., 2013).

L’ Algérie est un pays tres riche en ressource naturelle, grace a sa situation géographique
du nord d’Afrique, son climat méditerranéen, ses montagnes d’Atlas en milieu et son désert
du Sahara au sud. Elle posséde une flore trés diversifiée présentant un trésor mal exploité qui
nécessite des études trés profond pour étre identifier (Ouelbani et al., 2016; Hamza et al.,

2019; Miara et al., 2019).

Plusieurs enquétes ethnobotaniques et ethnopharmacologiques ont ét¢ menées dans des
régions multiples pour recenser les plantes médicinales utilisées dans le traitement des
différentes maladies y compris le diabéte sucré (Azzi et al., 2012; Boudjelal et al., 2013; Sarri
et al., 2014; Benarba et al., 2015; Ouelbani et al., 2016, Telli et al., 2016; Chukwuma et al.,
2019; Hamza et al., 2019; Miara et al., 2019). Ces enquétes ont permis le recensement de
plus de 67 plantes médicinales utilisées dans le traitement de diabéte, parmi elles, on trouve

Globularia alypum et Zygophyllum album.
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Globularia alypum L. ou «Turbith», localement appelée «Tasselgha», «Ain Larneby,
«Zeriga» et «Chebra» est une plante qui appartient a la famille des Globulariacées
(regroupée, récemment, a la famille des Plantaginacées) (Boussoualim et al., 2016; Miara et
al., 2019). Son nom Globularia indique la forme globuleuse de son inflorescence et alypum
provient du mot grec «alypon» qui signifie «calmer les douleurs». C’est une plante spontanée
de 0,4 a2 Im de hauteur. Elle est généralement distribuée sur le bassin méditerranéen, en
Europe, Maroc, Tunisie et en Algérie dans les régions subhumides comme Constantine, Mila,

Tlemcen, Bordj Bou Arreridj, M’sila, Tiaret et Batna...etc. (Hamza et al., 2019).

Globularia alypum est citée comme une plante antidiabétique dans différentes enquétes
ethnobotaniques menées dans les régions de Tiatert (Miara et al., 2013), M’sila (Boudjelal et
al., 2013) la région nord-est algérien (Bouasla et Bouasla, 2017; Hamza et a/., 2019), nord
ouest algérien (Azzi et al., 2012). Elle est aussi classée parmi les plantes les plus utilisées au

Maroc dans le traitement du diabéte sucré (Jouad et al., 2002).

Les parties aériennes (fleurs, tiges et feuilles) de cette plante, préparées par décoction,
infusion ou cataplasme, sont généralement les plus utilisées par les diabétiques (Hamza et al.,

2019).

En plus du diabéete, cette plante est utilisée pour traiter les maladies cardiovasculaires, les
infections rénales, 1’estomac, les troubles digestifs, le cdlon, le foie, I’cesophage, la fiévre,
I’eczéma et de quelques Ié€sions cancéreuses (Djeridane et al., 2006; Taleb-Dida et al., 2011).
Elle peut avoir des propriétés antioxydants, antiseptiques, antifongiques, laxatif et
hypoglycémique...etc. (Ouelbani et al., 2016). Elle peut exercer un effet anti-inflammatoire et
anti-ulcére. Comme elle peut contribuer a I’homéostasie calcique via sa richesse en composés

bioactifs (Haji et al., 2018).

Selon 1’étude de Jouad et al., 2002, I’extrait aqueux des feuilles de Globularia alypum a
montré un effet hypoglycémiant chez des rats rendus diabétiques par la Streptozotocine. Une
autre étude décrite par Ghlissi et al., 2016, a montré que 1’extrait méthanolique de cette plante
présente un pouvoir antioxydant, antimicrobien, anti-infectieux et anti-cicatrisant, justifiant

son utilisation contre les blessures et les infections.

Zygophyllum album, communément appelée: «Aggaya», «Bougribay ou «Aggay, est une
plante médicinale halophyte de la famille des zygophyllacées. Elle se trouve dans la région

méditerranéenne et largement répandue dans les régions arides comme Tassili N’ajjer, Hoggar
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(Tamanrasset) et Biskra...etc (Bouzabata, 2013; Telli et al., 2016; Petropoulos et al., 2018;

Hamza et al., 2019). C’est un arbuste nain succulent comestible bien adapté a la salinité.

En médecine traditionnelle, elle est utilisée contre plusieurs maladies y compris: le
rhumatisme, 1’asthme, le cancer pulmonaire, I’eczéma, les troubles gastriques et le diabéte.
Elle a une importance dans le domaine pharmaco-cosmétique et économique, car elle est
utilisée pour laver les vétements, les cheveux, et pour soigner les plaies et le traitement des

caries dentaires (Ksouri et a/., 2013; Chukwuma et al., 2019).

Elle est généralement étudiée sous forme d’huile essentielle présentant une activité
antimicrobienne (Kchaou et al., 2016). Elle présente aussi des propriétés antidiabétiques ou
elle retarde 1’absorption et la digestion glucidique et lipidique, et des effets antioxydants, anti-

inflammatoire et anti-acétylcholinestérase (Mnafgui et al., 2014 et Ksouri et al., 2013).

Il a ét¢ démontré que I’extrait éthanolique de Zygophyllum album présente des effets
antihyperglycémique aprés son administration chez des rats rendus diabétiques. De plus,
I’huile essentielle de cette plante a montré des effets inhibiteurs des enzymes digestifs tels que

I’a-amylase et I’a-glucosidase (E1 Ghoul et Ben Attia, 2014; Mnafgui et a/., 2016).
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Ce travail a ¢été réalisé au laboratoire de recherche LAP-SAB « Antibiotiques,
Antifongiques, Physico-chimie, Synthése et Activité Biologique », Faculté des sciences de la
nature et de la vie, des sciences de la terre et de 'univers (SNV-STU), Universit¢é Abou Bekr

Belkaid (Tlemcen)
1. Matériel végétal

Les parties aériennes de Globularia alypum (Fig. 09) et Zygophyllum album (Fig. 10) ont
été récoltées durant le mois de janvier 2016 dans les communes d’Aris (Batna) et d’Elhajeb

(Biskra), respectivement.

Les plantes ont été identifiées par Pr MEDJAHDI Boumediene, botaniste au niveau du

département des ressources forestieres, Facult¢ SNV-STU, Université de Tlemcen.

Les spécimens LAPSAB-58 pour Globularia alypum et LAPSAB-72 pour Zygophyllum

album ont été déposés dans I’herbier du laboratoire LAP-SAB, Université de Tlemcen.

Figure 09: La partie aérienne Globularia alypum aprés récolte (photo personnelle)
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Figure 10: La partie aérienne de Zygophyllum album aprés récolte (photo personnelle)

1.1 Préparations des extraits bruts aqueux et leurs fractions

Les parties aériennes (feuilles, fleurs et tiges) de chaque plante (Globularia alypum et
Zygophyllum album) ont été lavées, découpées et laissées sécher a une température ambiante

et a I’abri de la lumiere. Ensuite, elles ont été broyées en poudre fine.

Les extraits bruts aqueux des deux plantes séchées et broyées ont été préparés dans 1’eau
distillée (50g de poudre dans 500ml de solution) par infusion (I), a I’ébullition d’eau distillée,
la poudre végétale est ajoutée, apres refroidissement la solution est filtrée. Par décoction (D)
sous reflux, la poudre végétal et I’eau distillée sont met en contacte pendant 1h et 30min sous
agitation a chaud. Par macération (M), la poudre végétale et I’eau distillée sont en contacte

sous agitation pendant 24h, a une température ambiante et a 1’abri de la lumiére.

Les extraits bruts aqueux, préparés par décoction, infusion ou macération, des parties
aériennes de Globularia alypum ou Zygophyllum sont respectivement: EG-D, EG-I et EG-M
pour les extraits bruts de Globularia alypum et EZ-D, EZ-1 et EZ-M pour les extraits bruts de
Zygophyllum album.

Une extraction liquide-liquide a I’aide d’une ampoule a décanter de I’extrait brute aqueux
avec I’éther de pétrol a été effectuée a fin d’éliminer les graisses (dégraissage). Les fractions
de chaque extrait ont ét¢ préparées par une extraction liquide-liquide, a 1’aide d’une ampoule
a décanter, des extraits bruts obtenus par macération ou décoction, en présence des solvants a
polarit¢ différentes (croissantes): éther diéthylique, 1’acétate d’éthyle et le n-butanol,

respectivement (Fig. 11) (Markham 1982; Bruneton, 1993).
Les factions récupérées sont:
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» Pour les fractions d’extraits bruts de G. alypum préparées par décoction : Fraction éther
dié¢thylique (FG-D-ED), fraction acétate d’éthyle (FG-D-AE), Fraction n-butanol (FG-D-
nB) et phase résiduelle aqueuse (PRG-D);

» Pour les fractions d’extraits bruts de Z. album préparées par macération: Fraction éther
diétylique diéthylique (FZ-M-ED), fraction acétate d’éthyle (FZ-M-AE), Fraction n-
butanol (FZ-M-nB) et phase résiduelle aqueuse (PRZ-M).

\

Les extraits bruts obtenus et les phases résiduelles ont été séchés a sec dans une étuve a
35°C. Tandis que, les solvants des différentes fractions obtenues ont été évaporés a sec a

I’aide d’un Rotavapor sous pression réduite (40 a 60°C).

Les extraits et les fractions ainsi récupérés ont été conservés dans des tubes secs a 4°C et a

I’abri de la lumiére.

l Brovai |

-Extraction agueux par decoction
sous reflux de o alvpum
-Extraction agueus par
maceration (Z4h) de & album

| -Filtration

ﬁllr.:l 1 FPrecipite 1
_ Pl | piti1_|

Deusicme extraction agqueus pr
l decoction sous refllux de & alypumr

Ideusiéme extraction aqueus pr
l maceration (24h) de & album
-Filtration

Filtrat2 | | Précipite2 |

~Trofsieme extraction aguenx par
decoction sous reflux de G alypum
l ~Troisieme extraction agueux par

maceration (24h) de & ol
-Filtration

| Fitwas1+2+43  fe——  Filrmt3 || Précipit 3
Extraction par I'cther de petrole
et elimination de la phase organigue

Phase organique Phase agueux
I || |

-Extraction par 'ether diethélique
=3 lavage sont effectiues

| FG-D-ED et FZM-ED | | Phase aqueus |

-Extraction par acetate o eéthyvle
-3 lavage sont elTeciues

| FG-D-AE et FZM-AE || o |

-Extraction par le n-butanol
-3 lavage soni effeciucs

| FGD-nBet FZMnB | | Phase résiduelle (PRG-D o PRZ-M) |

I Evaporation sous pression (40°C-607C) of récuperation des fractions, conserve s 4°C |

Figure 11 : fractionnement d’extrait brut de la partie aérienne de G. alypum préparé par décoction et
de I’extrait brut de la partie aérienne de Z. album préparé par macération
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1.2 Calculs des Rendements (R%)

Le rendement d’extraction de chaque extrait et fraction a été calculé selon la formule

suivant: R(%) = (M/M,) x 100
R (%): rendement en pourcentage.
M: masse en gramme de résidu sec apres évaporation du solvant.

Mj: masse en gramme de matiere végétal initial.

2. Analyse phytochimiques
2.1 Screening phytochimique

Les extraits bruts aqueux ont €té soumis a des tests phytochimiques qualitatifs afin de
mettre en évidence les différentes familles des métabolites secondaires présentes dans la
partie aérienne des deux plantes étudiées. Ils ont subi un ensemble de réaction chimique de
coloration, précipitation, de mousse ou bien de fluorescence. Ces tests ont été réalisés selon

les méthodes décrites par Harborne, 1998 et Bruneton, 1999.

Les résultats ont été évalués comme suit: +++: Fortement positif; ++: Moyennement positif;
+: Faiblement positif; -: absence.
2.1.1 Composés phénoliques

e Tanins

Ajouter 0,25 ml de la solution aqueuse FeCl; (1%) a 1 ml d’extrait et incuber le mélange
15 min a une température ambiante. L ’apparition d’une coloration verdatre ou bleu-noiratre

révele la présence des tanins.
e Flavonoides

Ajouter a 1 ml d’extrait, Iml de HCI concentré et quelques copeaux de magnésium.

L’apparition d’une couleur jaune, orange ou rose indique la présence des flavonoides.
e Coumarines

Mettre 1ml de I’extrait a analyser dans deux tubes, le premier est consédérer comme
témoin, ajouter 0,1 ml de NH4OH (10%) au deuxiéme. Mettre deux taches sur un papier filtre
et examiner sous la lumiére UV a 366 nm. Une fluorescence intense indique la présence des

coumarines.
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e Quinones libres

Ajouter a 1 ml d’extrait, 0,1 ml d’hydroxyde de sodium NaOH (1%). L'apparition d'une

couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones libres.
e Anthraquinones
Ajouter 1 ml de NH4OH (10%) a 1 ml d’extrait puis agiter. L’apparition d’une coloration

violette révele la présence des anthraquinones.

2.1.2 Composés terpéniques

e Saponines: test de mousse

Dans un tube a essai, introduire 10ml de 1’extrait a analyser, agiter pendant 15 secondes et
laisser le mélange au repos pendant 15min. Une hauteur persistante supérieure a lcm de

mousse indique la présence de saponines.
e Terpénoides

Test de Slakowski: Ajouter 0,4ml de chloroforme et 0,6ml d’acide sulfurique concentré a
Iml d’extrait a analyser. La formation de deux phases et une couleur marron a I’interphase

indique la présence des terpénoides.

2.1.3 Composés azotés

e Alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 0,5ml de I’extrait a analyse. Acidifier le milieu par
quelques gouttes d’HCI1 (1%) et ajouter 0,5ml de réactif de Mayer dans le premier tube et
0,5ml de réactif de Wagner dans le second tube. L’apparition d’un précipité blanc ou brun

respectivement, révele la présence d’alcaloides.

2.1.4 Composés réducteurs

A 1ml d’extrait, ajouter 2ml de solution de Fehling (A et B). Incuber les tubes au bain
marie pendant 8min, I’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des

composés réducteurs.
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2.2 Dosage des composés phénoliques

2.2.1 Dosage des polyphénols totaux
» Principe
Les teneurs en polyphénols totaux des différents extraits bruts aqueux et leurs fractions,
éther diéthylique, acétate d’éthyle, n-butanol et phase résiduelle, de la partie aérienne de G.

alypum et de Z. album ont ét¢ déterminées selon la méthode de Folin-Ciocalteau décrite par Li

etal., 2007.

Cette méthode est basée sur la réduction en milieu alcalin de la mixture d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique du réactif de Folin-Ciocalteau de couleur
jaune par les groupements oxydables des composés phénoliques, conduisant a la formation de
produits de réduction de couleur bleu. Ces derniers présentent un maximum d’absorption a
765 nm dont l’intensité est proportionnelle a la quantit¢ de polyphénols présents dans

I’échantillon.

» Mode opératoire

Iml de réactif de Folin-Ciocalteau (1/10) est ajouté a 200ul d’extrait/fraction (1mg/ml).
Apres 4 min, 800ul d’une solution de carbonate de sodium (75mg/ml) sont additionnés au

milieu réactionnel. Apres incubation de 2h a une température ambiante, 1’absorbance est

mesurée a 765nm.

Dans les mémes conditions opératoires, une courbe d’étalonnage a été réalisée en utilisant
I’acide gallique comme controle positif a différentes concentrations de (10—100ug/ml).
> Expression des résultats

La teneur en polyphénols totaux est déterminée a partir de I’équation de régression linéaire

de la courbe d’étalonnage d’acide gallique (y=0,0113x, R? 0,9994) (Fig. 12).

Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme

d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).
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Figure 12: Courbe d'étalonnage d'acide gallique utilisée pour le dosage des polyphénols totaux

2.2.2 Dosage des flavonoides
» Principe
Les teneurs en flavonoides des différents extraits bruts aqueux et leurs fractions préparées
a partir de la partie aérienne de G. alypum et de Z. album ont été déterminées selon la

méthode décrite par Ardestani et Yazdanparast, 2007.

Le principe de cette méthode repose sur 1’oxydation des flavonoides en milieu alcalin par
le nitrite de sodium (NaNO,) et le chlorure d’aluminium (AICl;) en composant un complexe

de couleur rose absorbant a 510 nm.

» Mode opératoire

250ul d’extrait/ fraction (Img/ml) sont ajoutés a 1ml d’H,O et 75ul de NaNO, (15%).
Aprés 6 min d’incubation, 75ul de chlorure d’aluminium AICl; (10%) sont ajoutés. Apres une
deuxiéme incubation de 6min, 1ml d’hydroxyde de sodium NaOH (4%) est ajouté.
L’ensemble est complété a 2,5ml par I’eau distillée. Apres agitation et incubation pendant

15min, I’absorbance a été mesurée a une longueur d’onde de 510nm.

Dans les mémes conditions opératoires, une courbe d’étalonnage a été réalisée en utilisant

la catéchine comme controle positif a différentes concentrations de (10—400ug/ml).

> Expression des résultats

La teneur en flavonoides est déterminée a partir de 1’équation de régression linéaire de la

courbe d’étalonnage de la catéchine (y=0,0028x, R?0,9977) (Fig. 13).
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Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent de la catéchine par milligramme

d’extrait (ug EC/mg d’extrait).

0,8 -
0.7 7 v=0,0028x
0,6 R:=0,9977
0,5 -
0,4 -
0,3

Absorbance

0,2
0,1

0 100 200 300 400
Concentration (pg/mil)

Figure 13: Courbe d’¢étalonnage de Catéchine utilisée pour le dosage des flavonoides

2.2.3 Dosage des Tanins
» Principe

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode de Price et al., 1978 en présence de
vanilline en milieu acide. Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec
les unités des tanins condensés en présence d’acide pour produire un complexe de couleur

rouge mesurable a 550nm.

» Mode opératoire

1,5 ml de la solution vanilline/méthanol (4%) et 750 pl d’HCI concentré sont ajoutés a 50

ul d’extrait ou fraction (Img/ml). La lecture est effectuée a 550nm.

Dans les mémes conditions opératoires, une courbe d’étalonnage a été réalisée en utilisant

la catéchine comme contrdle positif a différentes concentrations de (10-600pg/ml)

» Expression des résultats

La teneur en tannins condensés est déterminée a partir de 1’équation de régression linéaire

de la courbe d’étalonnage de la catéchine (y=0,0002x, R?0,986) (Fig. 14).

Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent de catéchine par milligramme

d’extrait (ug EC/mg d’extrait)
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Figure 14: Courbe d’étalonnage de Catéchine pour le dosage des tanins condensés

2.3 Séparation et identification des composés phénoliques par une analyse
HPLC (RP-HPLC-PDA)

» Principe

L’analyse d’HPLC a été effectuée pour les fractions de FG-D-ED, FG-D-AE, FZ-M-ED et
FZ-M-AE. Une analyse RP-HPLC-PDA (Reversed Phase-High Performance Liquid
Chromatography-Photo Diode Array. Elle a été réalisée dans le but d’identifier les composés
phénoliques des échantillons testés (El Haci et al., 2019), utilisant un systéme de Perkin
Elmar Flexar équipé d’une pompe binaire et une colonne Eclipse ODS Hypersil RP-C18
(150mm*4.6um).

» Mode opératoire

L’analyse a été réalisée par Dr EL HACI Imad Abdelhamid, maitres de recherche classe

A au centre de recherche scientifique et technique en analyse physico-chimique C.R.A.P.C.

Le systeme de distribution est constitué d’une phase mobile d’acide acétique (2%) (A) et

d’acétonitrile (B).

Le systeme d’¢élution en gradient est: 5 min avec 10% de B; 25 min avec 90% de B et 15
min de gradient linéaire de 90 a 100% de méme solvant (B). Ensuite, 20 min suffit pour

I’équilibrage. 1 ml/min est le débit de 1’¢lution.
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> Expression des résultats

Les résultats sont obtenus sous forme de chromatogrammes lus a 280nm, et I’identification
des composés et des pics a été effectué en fonction de leurs temps de retention, des spectres

UV-Vis en les comparants aux normes choisies comme standard.
3. Analyses biologiques

Les extraits et les fractions de la partie aérienne de G. alypum et Z. album ont été utilisés

pour évaluer leur capacité antioxydante, anti hémolytique et antidiabétique.
3.1 Recherche d’activité antioxydante

Les extraits bruts aqueux et leurs fractions préparées des deux plantes sont utilisés pour
rechercher leurs pouvoirs antioxydant, utilisant deux méthodes: le piégeage du radical DPPH

et le pouvoir réducteur du fer (FRAP)

3.1.1 Piégeage du radical DPPH

» Principe

L’activité antiradicalaire des différents extraits/fractions a été déterminée en utilisant le
DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl), selon le protocole décrit par Boumerfeg et al., 2009.
Les antioxydants réduisent le diphénylpicryl-hydrazyl ayant une couleur violette en diphényl-
picryl-hydrazine avec une couleur jaune, dont l'intensit¢ de la couleur est inversement

proportionnelle a la capacité des antioxydants (donneurs de protons) présents dans le milieu.
» Mode opératoire

50 ul des solutions d’extraits ou fractions, a différentes concentrations, ont été ajoutés a
1250 pl DPPH (une concentration de 0,00 25 % fraichement préparé dans le méthanol). Le

mélange est laiss¢ incuber pendant 30 min a I’obscurité.

Un contrdle négatif est préparé en mélangeant 50 pl du méthanol avec 1250 pl de la

solution méthanolique de DPPH.

Les différentes concentrations (0-500 pg/ml) d’acide ascorbique (AA) sont utilisées

comme contrdle positif (standard), dans les mémes conditions opératoires.

La lecture des absorbances est effectuée a 517nm contre un blanc préparé dans les mémes

conditions, pour chaque concentration d’extrait/ fractions ou standard.
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> Expression des résultats

Pour chaque concentration d’échantillon, le pourcentage d’inhibition a été calculé en
utilisant la formule suivante :

% d’inhibition = [(A contréle négatif — A échantillon)/A controle négatif] x 100

La valeur de Clsp est définie comme étant la concentration de I’extrait qui provoque
I’inhibition de 50% du radical libre DPPH. Elle est déterminée graphiquement a partir des
courbes de régressions logarithmiques des pourcentages d'inhibition en fonction des
concentrations des extraits étudiés. La concentration inhibitrice de 50% de 1’activité du DPPH

(Clsp) est exprimée en pg/ml.

3.1.2 Pouvoir réducteur du fer (Ferric Reducing Antioxidant Power: FRAP)

» Principe
Le pouvoir réducteur d’une molécule est relatif a sa capacité de transfert des électrons et
peut servir comme indicateur significatif de son activité antioxydante. Cest le cas du test de

FRAP (Ferric reducing antioxidant power).

L’activité réductrice d’un extrait a été¢ évaluée par la réaction d’oxydo-réduction entre
I’extrait et les ions métalliques qui sont fournis par le ferricyanure de potassium K;Fe(CN)g.
Ce dernier assure les ions ferriques (Fe™) qui seront réduits en ions ferreux (Fe™). Ces ions
vont réagir avec FeCl; donnant une couleur vert/bleu selon la capacité de réduction des

extraits, mesurable a 700nm. Ce test a ét¢ déterminé selon la méthode d’Oyaizu 1986.
» Mode opératoire

200 pl d’extrait/fraction ou standard sont ajoutés a 500 pl de tampon phosphate (0,2 M, pH
6,6) et 500 ul de ferricyanure de potassium (1%). Apres une incubation de 20 min a 50°C,
500 pl de Trichloroacétate (10%) sont ajoutés. Les tubes sont ensuite centrifugés (10 min,
2100 rpm). 500ul de surnageant sont ajoutés a 500 pl d’eau distillée et 100 ul de FeCls

(0,1%). L’absorbance du milieu réactionnel est mesurée) a 700nm contre un blanc.

L’acide ascorbique (0 a 500 pg/ml), a été utilis€é comme contrdle positif (standard), dans

les mémes conditions opératoires.

» Expression des résultats
Les résultats obtenus sous forme de courbe de régression linéaire permettent de calculer

CEsg qui correspond a une absorbance égale a 0,5.
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CEs est la concentration efficace de I’extrait/ fraction ou standard qui donne une réponse

demi-maximale.

La concentration efficace de 50% de la réduction ferrique (Clsp) est exprimée en mg/ml.
3.2 Recherche d’activité anti-hémolytique

La recherche d’effet anti-hémolytique des extraits bruts aqueux et leurs fractions préparées
des parties aériennes de G. alypum et Z. album a été réalisée in vitro sur une suspension
érythrocytaire du sang humain, incubée dans un tampon phosphate saline (PBS) a pH 7.,4; en

présence d’un attaque radicalaire d’AAPH (2,2"-azobis(2-aminodipropane) dihydrochloride).
» Principe

L’AAPH (2,2 -azobis(2-aminodipropane) dihydrochloride) est un composé azoique dont sa

structure est CsH,oCloNg. Il a une grande importance en tant qu'un modéle oxydant des micros

......

des réactions d'oxydation via des mécanismes a la fois nucléophiles et générateurs des

radicaux libres (Werber et a/., 2011).

Les globules rouges (GRs), en présence des extraits, vont subir une hémolyse oxydative

induite par ce radical.

L’action protectrice (antihémolytique) des différents extraits/fractions a été étudiée selon le

protocole décrit par Niki et al., 1988 et Takebayashi et a/., 2010.

» Préparation

e Solution PBS (pH 7,4)

Une solution de NaH,PO4 (1,9mM) est mélangée avec une solution de Na,HPO4 (8,1mM),
pour obtenir un pH de 7,4. Ensuite, une solution du NaCl (150mM) est ajoutée au mélange,

afin d’obtenir une concentration finale du tampon phosphate saline (PBS) égale a 300mOsm.
e La suspension érythrocytaire

L’échantillon du sang prélevé a partir d’un donneur sain est recueilli dans un tube

hépariné, puis centrifugé a 3000rpm pendant Smin.

Le culot récupéré apres €élimination de surnageant est lavé 3 fois par le tampon phosphate

saline PBS (300mOsm, pH 7.4)

Les érythrocytes ainsi obtenus sont dilués pour obtenir un hématocrite de 1%.
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e Préparation des extraits

Les différents extraits ou fractions sont préparés dans du PBS pour obtenir des

concentrations finales de 10, 20, 40, 80 et 160pug/ml.

L’acide ascorbique (AA) est utilis¢é comme control positif avec des concentrations de 10,

20, 40, 80 et 160pg/ml.
Préparation de PAAPH

La solution d’AAPH est préparée dans le tampon PBS pour obtenir une concentration de

50mM.
» Mode opératoire

Dans une microplaque, I’attaque radicalaire est induite par 1’addition de 200ul du radical
AAPH (50mM) a 20uL de la suspension érythrocytaire préalablement incubée (10min) avec

20ul de chaque concentration d’extrait/ fraction.

La cinétique de disparition des globules rouges a été suivie pendant Sh. Une lecture

d’absorbance a été réalisée a 620nm, chaque 15min, sur un lecteur de microplaque.

> Expression des résultats

La résistance d’érythrocytes a 1’attaque radicalaire a été exprimée en absence et en
présence des extraits/standards par le temps nécessaire a la lyse de 50 % des érythrocytes
(Half-Hemolysis time; HTsg). Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne HTsy + SD

(n=3).
3.3 Recherche d’activité antidiabétique

3.3.1 Recherche d’effet inhibiteur vis-a-vis I’enzyme I’a-amylase

» Préparation des solutions

L’origine de I’a-amylase utilisée dans notre étude est le pancréas du porc (E.C.3.2.1.1).
Elle se présente sous forme lyophilisée (13000 Da et une activité spécifique de 13UI/ml).
L’optimum de I’activité catalytique est mesuré a pH 6,9 pour une température de 37°C. Elle

est conservée a +4°C.

L’a-amylase est fraichement préparée avec une concentration de (1U/ml) dans une solution

tampon (0,02M, pH 6,9)
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Le substrat utilisé est I’amidon soluble de pomme de terre. 1g d’amidon soluble a été
dissout dans 100ml de solution tampon phosphate (0,02M, pH 6,9). L’ensemble a été chauffé

a une température de 50-70°C, sous agitation.

Une solution chromogene a été préparée en utilisant le 3,5-dinitrosalicylique (DNSA), le
NaOH (2N) et le tartrate double de sodium et de potassium suivant le protocole décrit par

Sigma Aldrich :

lg de DNSA est dispersé dans 40ml d’eau distillée. La solution obtenue est de couleur

jaune opaque.

En parall¢le, une solution de NaOH (2N) et 30g de tartrate double de sodium et de

potassium est dissous dans 20ml d’eau distillée, sous agitation.

Une fois les deux solutions sont mélangées, le réactif devient limpide avec une couleur

orange.

Le volume final est ajusté a 100ml avec de ’eau distillée. Le réactif obtenu est conservé a

I’abri de la lumieére et a +4°C.

Une gamme de concentration croissante des extraits/ fractions (0,05 a 2mg/ml) est préparée

dans de solution tampon phosphate (0,02M, pH 6,9).

Une solution d’Acarbose (Glucobay 50g), utilisée comme standard a différentes
concentrations de 0,00125 a Img/ml, est préparée dans la solution tampon phosphate (0,02M,

pH 6,9).

» Principe

Cette méthode consiste a évaluer I’effet inhibiteur des extraits bruts aqueux des deux
plantes étudiées et leurs fractions sur ’activité de I’a-amylase pancréatique. En milieu alcalin
et a chaud, I’oxydation des groupements aldéhydes et cétones libres des sucres provoque
simultanément la réduction de 1’acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) de couleur jaune orange
en acide 3-amino S-nitrosalicylique de couleur rouge orange qui absorbe a 540nm. L’intensité
de la coloration est proportionnelle a la quantité de sucres réducteurs présents dans le milieu
réactionnel (Heidari et al., 2005; Thalapaneni et a/., 2008).

» Mode opératoire

Le protocole utilisé est celui décrit par Thalapaneni et al., 2008 et Heidari et al., 2005,

200ul de chaque concentration des extraits et des fractions de G. alypum, Z. album a été placé
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en contact avec l’enzyme (1U/ml). Apres incubation pendant 10min a 37°C, 200ul de
I’amidon soluble (1%) est ajouté. Aprés 15min d’incubation, la réaction est arrétée par 1’ajout
de DNSA (3,5-dinitrosalicilique) et les tubes sont incubés au bain marie pendant Smin. Les
absorbances sont mesurées a 540nm.

Dans les mémes conditions, nous avons préparé un tube de control négatif qui ne contient
que ’enzyme et le substrat, le blanc pour le control négatif (substrat et tampon au lieu de
I’enzyme) et pour le blanc des extraits (substrat, tampon et les différentes concentrations de
chaque extrait).

> Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition (1%) est calculé par I’équation suivante :

1% = (A controéle négatif — A échantillon /A controle négatif)*100

Les Clsy (concentration inhibitrice de 50%) pour chaque extrait/ fractions sont calculées a
partir des courbes de régressions logarithmiques des pourcentages d’inhibition en fonction des

concentrations des extraits.

3.3.2 Recherche d’effet inhibiteur sur ’enzyme a-glucosidase

» Préparation des solutions

L’origine de D'a-glucosidase utilisée dans cette étude est une levure Sccharomyces
cerevisiae (E.C.3.2.1.20). Elle se présente sous forme lyophilisée (une activité spécifique plus
de 10U/mg). A un pH 6,8 et une température de 37°C, I’enzyme peut libérer 1umol de
glucose par min. Il est fraichement préparé avec une concentration de (0,01U/ml) dans une

solution tampon (0,05M, pH 6,8).
Le substrat utilisé est le p-Nitrophenyl a-D-Glucoside avec une concentration de 0,01 M.

Une gamme de concentration croissante des extraits/ fractions est préparée dans une
solution tampon (0,5 a 15mg/ml pour les fractions de Z. album et 0,2 a 3mg/ml pour les

fractions de G. alypum)

Une solution d’Acarbose (Glucobay 50g), utilisée comme standard a différentes

concentrations de 0,01 a 0,5 mg/ml a été préparée dans la solution tampon.

Une solution de quercétine a été utilisée a différentes concentrations de 1 a 0,01lmg/ml a

été préparée dans la solution tampon.
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» Principe

Ce test est basé sur I’inhibition de la réaction hydrolase effectué¢ par les extraits/fractions
ou standard sur I’enzyme a-glucosidase. La réaction de libération des D-glucose et des P-
nitrophénols (composés chromogenes) est inhibé, en présence de carbonate de sodium une

couleur jaune apparait qui absorbe a une longueur d’onde 405nm.

» Mode opératoire

Dans une microplaque de 96 puits, une gamme de concentrations de chaque extraits/
fractions et standard a été testé selon le protocole de Pistia-Bruggeman et Hollingsworth,
2003 avec quelques modifications

20ul d’échantillon et 50ul de tampon phosphate (50mM, pH= 6.8) sont incubés avec 10ul
I’enzyme (0,01U/ml) pendant 10min a 37 °C. En suite 20ul de 4-p-nitrophényl-a-D-glucoside
(PNPG) 10mM sont ajoutés a la réaction. Apres une deuxiéme incubation de 30min a 37°C,
100ul de NaCO; (2M) sont ajoutés a fin de stopper la réaction enzymatique. Une lecture

d’absorbance a 405 nm est effectuée a I’aide d’un lecteur de microplaque.

> Expression des résultats

Les résultats sont exprimés sous formes de courbes de régressions logarithmiques des
pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations

Les concentrations inhibitrices des échantillons (Clsp) sont calculées a partir de cette

formule:

1% = (A controéle négatif — A échantillon /A controle négatif)*100

4. Analyses statistiques

Les différents résultats sont exprimé€s en moyennes =+ écarts-types des trois mesures
paralleles. Les valeurs des Clsy et d’HTs ont été calculées par un logiciel «Graphpad Prism»
version 5.0. Plus la valeur de Clsy ou de CEs est petite, plus ’activité de I’extrait/fraction

testé est grande.

L’analyse statistique des résultats obtenus est déterminée par ANOVA univariée suivie du
test de Dunnett ou le test de Tukey’s, les taux de signification des comparaisons effectués

contre le standard ou les comparaisons multiples sont déterminées.

Les coefficients de corrélation entre les composés phénoliques et les méthodes utilisées

comme celle de ’activité antioxydant ont été démontrés en utilisant EXCEL (2010).
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RESULTATS ET INTERPRETATIONS

1. Rendement d’extraction des extraits préparés

L’extraction aqueuse des parties aériennes (tiges, feuilles et fleurs) du Globularia alypum
ou Zygophyllum album, par décoction, infusion et macération, suivie d’un fractionnement
liquide-liquide de I’extrait brut aqueux préparé par décoction (EG-D) et de I’extrait brut
aqueux préparé par macération (EZ-M), par des solvants a polarité différente, nous a permis
de récupérer des extraits et des fractions de différentes couleurs, aspects et rendements

(Tableau 03 et 04).

Tableau 03: Rendement d’extraction des différents extraits et fractions préparés de la partie aérienne
du Globularia alypum

Extraits/ fractions Préparation Ren.dement
(Par poids total) %

EG-D Décoction 18,4

EG-I Infusion 19,6

EG-M Macération 16,2

FG-D-ED Décoction 0,2

FG-D-AE Décoction 1,2

FG-D-nB Décoction 2

PRG-D Décoction 1,6

EG-D extrait brut préparé par décoction, EG-I extrait brut préparé par infusion EG-M extrait brut préparé par
macération; Fractions d’extraits bruts de G. alypum préparées par décoction (EG-D): Fraction éther diéthylique
(FG-D-ED), fraction acétate d’éthyle (FG-D-AE), Fraction n-butanol (FG-D-nB) et phase résiduelle aqueuse
(PRG-D).

D’apres les résultats obtenus dans le tableau ci-dessus, nous avons noté que 1’extrait brut
de la partie aérienne de G. alypum préparé par macération (16,2%), a présenté le rendement le
plus faible a celui obtenu par les deux autres extraits bruts (EG-D et EG-I). L’extrait préparé
par infusion de G. alypum a présenté le rendement la plus élevée d’ordre de 19,6%, suivi par
I’extrait préparé par décoction (18,4%). La quantité des biomolécules obtenus dans la fraction
de FG-D-nB est plus ¢€levée par rapport aux autres fractions. Celui-ci est confirmé par le
calcul de rendement obtenu par rapport a la poudre végétale (2%). Le rendement calculé de la
fraction d’éther diéthylique (FG-D-ED) est le plus faible par rapport aux autres fractions
(0,2%).
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Tableau 04: Rendement d’extraction des différents extraits et fractions préparés de la partie aérienne
du Zygophyllum album

Extraits/ fractions Préparation Rendentl(e):tn;l)((l)zlr poids
EZ-D Décoction 13,6

EZ-1 Infusion 13,6

EZ-M Macération 12,8
FZ-M-ED Macération 0,51
FZ-M-AE Macération 5,2

FZ-M-nB Macération 2,1

PRZ-M Macération 9,87

EZ-D extrait brut préparé par décoction, EZ-I extrait brut préparé par infusion EZ-M extrait brut préparé par
macération; Fractions d’extraits bruts de Z. album préparées par décoction (EZ-D): Fraction éther diéthylique
(FZ-M-ED), fraction acétate d’éthyle (FZ-M-AE), Fraction n-butanol (FZ-M-nB) et phase résiduelle aqueuse
(PRZ-M).

Le calcul des rendements des extraits bruts de Z. album préparés par décoction, infusion ou
macération par rapport a la poudre végétale ne présentent pas des pourcentages différents. Un
rendement de 13,6% est obtenu par les deux extraits bruts d’EZ-D et EZ-I. Le mode
d’extraction n’a pas un grand effet sur la quantité des biomolécules obtenu entre 1’extraction
par décoction ou infusion. Le calcul des rendements des fractions de Z. album a montré que
la phase résiduelle aqueuse (PRZ-M) présente le pourcentage élevé par rapport a la poudre

végétale (9,87%), suivi par FZ-M-AE (5,2%), FZ-M-nB (2,1%) et FZ-M-ED (0,51%).

2. Analyses Phytochimiques
2.1 Screening phytochimique

Le profil phytochimique des deux plantes étudiées a été établi par des tests phytochimiques
réalisés sur les extraits bruts aqueux des deux plantes. Les résultats obtenus sont résumés dans

les tableaux 05 et 06.
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Tableau 05: Screnning phytochimique des extraits bruts de la partie aérienne de Globularia alypum.

(EG-D) (EG-I) (EG-M)
Tanins ++ + +
Flavonoides +++ +++ ++
Coumarines - - -
Quinones libres ++ + +
Anthraquinones - - -
Terpénoides
(Test de Slakowski) ++ ++ +
Saponines +1,2cm +2cm -
Alcaloides
(Réactif de Mayer) - - -
(Réactif de Wagner) - - -
Composés réducteurs ++ ++ +++

+++ : Fortement positif ; ++ : Moyennement positif ; + : Faiblement positif'; - : absence
EG-D extrait brut préparé par décoction, EG-I extrait brut préparé par infusion EG-M extrait brut
préparé par macération

Tableau 06: Screnning phytochimique des extraits bruts de la partie aérienne de Zygophyllum album.

EZ-D EZ-1 EZ-M

Tanins - - -
Flavonoides - + +
Coumarines + ++ +
Quinones libres + + -
Anthraquinones - - -
Terpénoides

(Test de Slakowski) + + +
Saponines +++ 9,5cm +++ 7,5¢cm -
Alcaloides

(Réactif de Mayer) - - -
(Réactif de Wagner) - - -
Composés réducteurs ++ ++ +

+++ : Fortement positif ; ++ : Moyennement positif ; + : Faiblement positif'; - : absence
EZ-D extrait brut préparé par décoction, EZ-I extrait brut préparé par infusion EZ-M extrait brut préparé par
macération

Les résultats des tests phytochimiques obtenus ont révélé la richesse des deux plantes en
métabolites secondaires. Nous avons enregistré que les flavonoides, les tanins, les quinones
libres, les terpénoides, les saponines et les composés réducteurs sont présents dans les
différents extraits préparés des deux plantes étudiées. Les coumarines sont détectées
seulement dans les extraits bruts de Z. album (extraits obtenus par décoction ou infusion). Par
contre, nous avons noté que les alcaloides et les Anthraquinones sont absents dans les

différents extraits bruts préparés des deux plantes.
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2.2 Dosage des composés phénoliques

Les dosages quantitatifs des composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides et
tanins condensés), dans les extraits bruts aqueux et leurs fractions, éther diéthylique, acétate
d’éthyle et n-butanol,

des deux plantes ¢étudiées, ont ¢ét€¢ réalisés par méthodes

colorimétriques.

Les teneurs sont déterminées a partir des équations de régression linéaire des courbes
d’étalonnages d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux (y= 0,0113x, R?
0,9994), de la catéchine pour le dosage des flavonoides (y=0,0028x, R* 0,9977) et de la
catéchine pour le dosage des tanins condensés (y=0,0002x, R? 0,986).

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme ¢équivalent acide gallique par
milligramme de I’extrait sec (ug EAG/mgE) pour le dosage de polyphénols totaux, et en
microgramme équivalent catéchine par milligramme de 1’extrait sec (ug EC/mgE) pour le

dosage des flavonoides totaux et des tanins condensés. Les résultats sont regroupés dans le
Tableau 07.

Tableau 07: Teneurs en composés phénoliques des différents extraits bruts aqueux et leurs fractions,

préparés de la partie aérienne du Globularia alypum et Zygophyllum album (moyenne = SD, n=3).

Taux de polyphénols Taux de flavonoides Taux de tanins
Extraits/ fractions | (ug EAG/mg d’extrait) (ng EC/mg d’extrait) condensés (ug EC/mg
d’extrait)
EG-D 196,5 + 10,76 228,79 £ 11,71 23,36 + 11,71
EG-1 195,50 £2,90 223,82 +9,12 2,15+0,77
EG-M 134,82 +7,05 47,52 + 1,83 7,1 +£3,11
FG-D-ED 331,88+ 17,80 223,46 £2,37 Nd
FG-D-AE 103,62 + 1,09 139,58 + 4,08 Nd
FG-D-nB 127,70 = 0,82 173,5+4,71 Nd
PRG-D 47,08 £ 1,06 35,88 4,38 Nd
EZ-D 22,88 £ 6,76 5,11 +1,98 11,15+ 5,44
EZ-1 28,47+ 1,45 9,56 £3,10 4,45 +5,02
EZ-M 30,41 £2,01 5,65+ 0,21 16,73 + 8,44
FZ-M-ED 30,41 £2,15 85,42 +1,39 Nd
FZ-M-AE 23,63 +2,27 43,80 £ 1,12 Nd
FZ-M-nB 12,80+ 0,77 3,65+2,83 Nd
PRZ-M 8,31 +£3,83 3,51 +£2,60 Nd

EG-D extrait brut préparé par décoction, EG-I extrait brut préparé par infusion EG-M extrait brut préparé par
macération; Fractions d’extraits bruts de G. alypum préparées par décoction (EG-D): Fraction éther diéthylique
(FG-D-ED), fraction acétate d’éthyle (FG-D-AE), Fraction n-butanol (FG-D-nB) et phase résiduelle aqueuse
(PRG-D). EZ-D extrait brut préparé par décoction, EZ-I extrait brut préparé par infusion EZ-M extrait brut
préparé par macération; Fractions d’extraits bruts de Z. album préparées par décoction (EZ-D): Fraction éther
diéthylique (FZ-M-ED), fraction acétate d’éthyle (FZ-M-AE), Fraction n-butanol (FZ-M-nB) et phase résiduelle
aqueuse (PRZ-M).
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Les résultats exprimés dans le tableau 07 ont montré la présence des composés phénoliques
en quantités variables dans les extraits bruts aqueux des deux plantes étudiées. Les extraits
bruts préparés de la partie aérienne du G. alypum ont présenté des teneurs élevées en
polyphénols totaux (entre 196,5 = 10,76 et 134,82 £ 7,05ug EAG/mg E) par rapport aux
extraits bruts préparés de la partie aérienne du Z. album (entre 30,41 + 2,01 et 22,88 + 6,76 ug
EAG/mgE).

Par ailleurs, les extraits bruts préparés de la partie aérienne du G. alypum ont présenté les
teneurs les plus élevées en flavonoides, par rapport a celle préparés de la partie aérienne du Z.
album. L extrait brut aqueux préparé par décoction du G. alypum et celui préparé par infusion
de Z. album ont enregistré les teneurs les plus élevées en flavonoides, d’ordre de 228,79 +

11,71 et 9,56 £ 3,11ug EC/mg E, respectivement.

Le méme extrait (EG-D) a noté la teneur le plus élevé en tanins condensés d’ordre 23,36 +
11,71pg EC/mg E pour I’extrait brut préparé du G. alypum. Par contre 1’extrait brut aqueux de
Z. album préparé par macération a présenté la teneur la plus élevée en tanins condensés 16,73

+ 8,44ug EC/mg E.

Les différentes fractions séparées a partir de 1’extrait brut aqueux des deux plantes
étudiées, préparées par décoction ou macération ont présenté des teneurs tres élevées en

composés phénoliques, par rapport a celle obtenues dans les extraits bruts.

Les fractions organiques récupérées apres une séparation liquide-liquide avec 1’éther
diéthylique des deux plantes (FG-D-ED et FZ-M-ED) ont présenté les teneurs plus élevées en
polyphénols totaux et en flavonoides d’ordre de 331,88 + 17,80ug EAG/mg E et 223,46 +
2,37ug EC/mg E et 30,41 = 2,15ug EAG/mg E et 85,42 + 1,39ug EC/mg E, pour les fractions
FG-D-ED et FZ-M-ED respectivement. Tandis que, les teneurs les plus faibles en composés
phénoliques (polyphénols totaux et flavonoides) sont enregistrées pour celui des fractions

obtenues par le solvant n-butanol des deux plantes.

La phase résiduelle restante a présenté des faibles quantités en composés phénoliques, par

rapport les autres fractions.

2.3 Estimation et identification des composés phénoliques par une analyse HPLC (RP-

HPLC-PDA)

Une analyse par HPLC (RP-HPLC-PDA) des deux fractions obtenues par les solvants
d’éther diéthylique et 1’acétate d’éthyle de chaque plante a été étudié. Les résultats de

chromatogramme sont obtenus sous formes des figures (Fig. 15-16). L’ensemble des
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composés phénoliques est résumé sous forme d’un tableau avec leur structure chimique

(annexe)

Selon les résultats des chromatogrammes présentés, les fractions FG-D-ED et FG-D-AE
ont présenté quatre a cinq molécules des composés phénoliques détectés par fraction. La
quercétine, la rutine et la naringenin sont les principaux flavonoides détectés par la fraction

d’éther diéthylique.

L’acide gallique est présent dans les deux fractions, contrairement a I’acide p-coumarique
et la naringenin qui sont détectés seulement dans les fractions FG-D-ED et I’acide ferulique
qui est détecté seulement dans le chromatogramme de la fraction FG-D-AE. Les deux

fractions FG-D-ED et FG-D-AE ont présent¢, aussi, deux pics qui n’ont pas été caractérisés.

Cette analyse explique clairement la richesse des fractions (FG-D-ED et FG-D-AE) en
polyphénols et en flavonoides (Fig.15).

L’analyse chromatographique des deux fractions FZ-M-ED et FZ-M-AE a permis
d’enregistrer un nombre réduit de composés phénolique comparant a celui noté par les
fractions de G. alypum (deux a trois compos€s sont représenté). Nous avons remarqué que
I’acide gallique et la quercétine sont détectés dans les deux fractions FZ-M-ED et FZ-M-AE,
ou la quercétine est le flavonoide dominant dans les deux analyses. A noté que 1’acide
syringique est seulement détecté aprés analyse de la premicre fraction de Z. album (FZ-M-

ED) (Fig. 16).

En comparant les chromatogrammes des deux figures, nous avons constaté que I’analyse
par HPLC des fractions de Z. album a révélé que cette plante a moins de composés

phénoliques par rapport a G. alypum, selon les standards utilisés.
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Figure 15: Chromatogramme RP-HPLC-PDA des fractions de G.alypum a 280 nm (1: Fraction éther
diéthylique (FG-D-ED), 2: fraction acétate d’éthyle (FG-D-AE)).
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Figure 16: Chromatogramme RP-HPLC-PDA des fractions de Z.album a 280 nm (1: Fraction éther
diéthylique (FZ-M-ED), 2: fraction acétate d’éthyle FZ-M-AE)).
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3. Analyses Biologiques
3.1 Evaluation d’activité antioxydante

3.1.1 Test du piégeage du radical DPPH

La recherche de l’activité antiradicalaire en présence des différentes concentrations des
extraits ou fractions préparées de la partie aérienne du G. alypum et Z. album a été étudiée par
la mesure du pouvoir de piégeage du radical libre DPPH. Les résultats obtenus ont été
exprimés en pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des différentes concentrations

d’extraits/ fractions ou acide ascorbique (contrdle positif) (Fig. 17, 18, 19 et 20).

G. alypum

100 -

K
- 60 -
O g vEG-D = 15,43In(x) - 3,571
= R2= 0,946
O ap
= yEG-I=1237In(x)+ 4,374
C 30 - v
- B2=0.903
20
vEG-M = 15,60In(x)- 16,10
10 Rz= 0942
D T T T T 1
] 500 1000 1500 2000

C(ug/ml)

Figure 17:Représentation des pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
différentes concentrations des extraits bruts aqueux de la parie aérienne du G. alypum. Extraits bruts
de G. alypum: EG-D extrait brut préparé par décoction, EG-I extrait brut préparé par infusion EG-M
extrait brut préparé par macération.
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Figure 18: Représentation des pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
différentes concentrations des extraits bruts aqueux de la parie aérienne du Z. al/bum. Extraits bruts de

Z. album préparés

par décoction :EZ-D extrait brut préparé par décoction, EZ-I extrait brut préparé

par infusion EZ-M extrait brut préparé par macération.
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Figure 19: Représentation des pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
différentes concentrations des fractions séparées a partir d’extrait brut aqueux préparé par décoction de
la parie aérienne du G. alypum. Fractions d’extraits bruts de G. alypum préparées par décoction (EG-
D): Fraction éther diéthylique (FG-D-ED), fraction acétate d’éthyle (FG-D-AE), Fraction n-butanol
(FG-D-nB) et phase résiduelle aqueuse (PRG-D).
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Figure 20: Représentation des pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
différentes concentrations des fractions séparées a partir d’extrait brut aqueux préparé par macération
de la parie aérienne du Z. album. Fractions d’extraits bruts de Z. album préparées par décoction (EZ-
D): Fraction éther diéthylique (FZ-M-ED), fraction acétate d’éthyle (FZ-M-AE), Fraction n-butanol
(FZ-M-nB) et phase résiduelle aqueuse (PRZ-M).
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Figure 21: Représentation des pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

différentes concentrations d’acide ascorbique.

A partir des équations des courbes logarithmiques obtenues, nous avons déterminé les Clsg
(concentration qui inhibent 50% du radical libre DPPH") de chacun des différents extraits ou
fractions étudiées, comparées avec celle d’acide ascorbique. Les différents résultats sont

regroupés dans le Tableau 08.
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Tableau 08: Les valeurs Cls,, du piégeage du radical libre DPPH, des extraits bruts et leurs fractions

du G. alypum et Z. album, comparées avec |’acide ascorbique

Témoins, extraits et fractions Clsp (ng/ml)
Acide ascorbique 3,74+0,11
EG-D 25,62 £ 0,34%*
EG-1 23,14 £0,49*
EG-M 85,36 + 1,04***
FG-D-AE 35,18 £ 0,54%**
FG-D-nB 28,31 £0,74%**
PRG-D 79,40 + 4,52%%*
EZ-D 719,3 + 8,02%**
EZ-1 755,7 £ 6,38%***
Partie aérienne de EZM 6,5+ 1,6077
Zygophyllum album | FZ-M-ED 289,3 £ 6,32ns
FZ-M-AE 533,2+34,31ns
FZ-M-nB 1820 + 12,91***
PRZ-M ~ 3634 +£301,8 ***
Les valeurs présentent les moyens de 3 mesures + SD. *: p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, ns= non

significatif.

EG-D extrait brut préparé par décoction, EG-I extrait brut préparé par infusion EG-M extrait brut préparé par
macération; Fractions d’extraits bruts de G. alypum préparées par décoction (EG-D): Fraction éther diéthylique
(FG-D-ED), fraction acétate d’éthyle (FG-D-AE), Fraction n-butanol (FG-D-nB) et phase résiduelle aqueuse
(PRG-D). EZ-D extrait brut préparé par décoction, EZ-I extrait brut préparé par infusion EZ-M extrait brut
préparé par macération; Fractions d’extraits bruts de Z. album préparées par décoction (EZ-D): Fraction éther
diéthylique (FZ-M-ED), fraction acétate d’éthyle (FZ-M-AE), Fraction n-butanol (FZ-M-nB) et phase résiduelle
aqueuse (PRZ-M).

D’apres les résultats des Clsy obtenus, les extraits bruts de G. alypum et Z. album ont
présenté des effets antioxydants faible par rapport a celle présenté par 1’acide ascorbique. Les
extraits bruts EG-I et EG-D ont enregistré une activité antioxydante meilleure par rapport aux
autres extraits bruts, avec des Clsy de l’ordre de 23,14 + 0,49 et 25,62 + 0,34ug/ml,

respectivement.

Par ailleurs, les fractions de G. alypum et Z. album récupérées apres fractionnement par
I’éther diéthylique ont présenté un pouvoir d’inhibition de radical DPPH plus important que

les autres fractions, avec des Clsp de 1’ordre de 20,54 + 0,48 et 289,3 + 6,32ug/ml,
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respectivement. Ces valeurs sont comparables au Clsyp de 1’acide ascorbique (3,74 =+

0,11pg/ml)

Généralement la plante G. alypum a présenté une activité antiradicalaire meilleure que
celle de Z. album. Les fractions de G. alypum, FG-D-ED, FG-M-nB et FG-M-AE, ont
enregistré des Clsy faible et un pouvoir de piégeage du radical libre DPPH meilleur, par
rapport a celle obtenues des autres fractions de Z. album de 1’ordre de 20,54 + 0,48, 28,31 +
0,74 et 35,18 £ 0,54, respectivement pour les fractions FG-D-ED, FGD-AE et FG-D-nB

Deux courbes de corrélation linéaire des teneurs en polyphénols totaux en fonction des
valeurs de Clso de DPPH des différentes fractions préparées des deux plantes étudiées ont été

tracées (Fig. 22 et 23).
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Figure 22: Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et les Clso du test DPPH des différentes
fractions de la partie aérienne du G. alypum

4000 7 Z. album

3000 -
R*=0.,864

2000 -

CI50 [pg/ml)

1000 -

U L] L] L] L] L] L] 1
a 5 10 15 20 25 30 35
Taux de polyphénols (pg EAG/mg d'extrait)

Figure 23: Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et les Cls, du test DPPH des différentes
fractions de la partie aérienne du Z. album
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Nous avons constaté une bonne corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux des
fractions préparées des extraits bruts aqueux de la partie aérienne de G. alypum et Z. album
et les Clso obtenus du piégeage du radical libre DPPH avec des R d’ordre de 0,524 et 0,864,

respectivement.

La fraction éther diéthylique récupérée de 1’extrait brut préparé par décoction de la partie
aérienne de G. alypum (FG-D-ED), qui a présenté la teneur en polyphénols totaux la plus
¢levée (331,88 + 17,80ug EAG/mg E), a enregistré la Clsy la plus faible et donc le pouvoir
antiradicalaire le plus puissant (Clsy d’ordre de 20,5ug/ml) (Fig. 19).

De méme, la fraction éther diéthylique récupérée de 1’extrait brut préparé par macération
de la partie aérienne de Z. album (FZ-M-ED), qui a présenté¢ la teneur en polyphénols totaux
la plus ¢levée (30,41 += 2,15ug EAG/mg E), a enregistré la Clsy la plus faible et donc le
pouvoir antiradicalaire le plus puissant (Clsy d’ordre de 289,3ug/ml) (Fig. 20).

3.1.2 Pouvoir réducteur de Fer (FRAP)

La recherche du pouvoir réducteur du fer des extraits ou fractions préparés de la partie
aérienne du G. alypum ou Z. album et d’acide ascorbique a été déterminée par 1’évaluation
d’absorbance a 700 nm en fonction des différentes concentrations. Les résultats sont
représentés sous forme des courbes d’une régression linéaire (Fig. 24 a 28)

i G. alypum
0,9 -
0,8 -

0,7 -
0,6 -

yEG-D = 0,536x + 0,098

Absorbance

0,5 - R2= 0,004
0,4 - vEG-T= 0,780x + 0,041
0,3 - R = 0,900
02 - yEG-M = 0,166x + 0,028
o1 R:= 0,007
0 : : : : .
] 1 4 5

2 3
C (mg/ml)

Figure 24: Evaluation du pouvoir réducteur du Fer en présence des différentes concentrations des
extraits bruts aqueux de la parie aérienne du G. alypum. Extraits bruts aqueux de G. alypum: EG-D
extrait brut préparé par décoction, EG-I extrait brut préparé par infusion EG-M extrait brut préparé par
macération .
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Figure 25: Evaluation du pouvoir réducteur du Fer en présence des différentes concentrations des
extraits bruts aqueux de la parie aérienne du Z. album. Extraits bruts aqueux de Z. album: EZ-D extrait
brut préparé par décoction, EZ-I extrait brut préparé par infusion EZ-M extrait brut préparé par

macération .
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Figure 26: Evaluation du pouvoir réducteur du Fer en présence des différentes concentrations des
fractions séparées a partir d’extrait brut aqueux préparé par décoction de la parie aérienne du G.
alypum. Fractions d’extraits bruts de G. alypum préparées par décoction (EG-D): Fraction éther
diéthylique (FG-D-ED), fraction acétate d’éthyle (FG-D-AE), Fraction n-butanol (FG-D-nB) et phase
résiduelle aqueuse (PRG-D)
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Figure 27: Evaluation du pouvoir réducteur du Fer en présence des différentes concentrations des
fractions séparées a partir d’extrait brut aqueux préparé par macération de la parie aérienne du Z.
album. Fractions d’extraits bruts de Z. album préparées par macération (EZ-D): Fraction éther
di¢thylique (FZ-M-ED), fraction acétate d’éthyle (FZ-M-AE), Fraction n-butanol (FZ-M-nB) et phase
résiduelle aqueuse (PRZ-M).
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Figure 28: Evaluation du pouvoir réducteur du Fer en présence des différentes concentrations d’acide
ascorbique.

y=6,6564x
R:=0,9914

Absorbance

A partir des équations de régression linéaire des courbes d’absorbances en fonction des
différentes concentrations des extraits étudiés, nous avons déterminé les valeurs de CEsg
(concentration efficace de 1’extrait/fraction ou standard nécessaire pour réduire 50% du fer

contenue dans le milieu réactionnel) (Tableau. 09).
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Tableau 09: Les valeurs CEs des extraits bruts et des fractions du G. alypum et Z. album, comparées

avec |’acide ascorbique

Témoins, extraits et fractions CEs (mg/ml)
Acide ascorbique 0,079 + 0,001
EG-D 0,79 £ 0,14ns
EG-I 0,58 + 0,02ns
EG-M 2,83 £0,02ns
FG-D-AE 0,77 £ 0,02%**
FG-D-nB 0,55 + 0,04%**
PRG-D 3,35+ 0,11%**
EZ-D 16,18 £2,15%**
EZ-1 7,87 £ 0,93%%*
Partie aérienne de EZ-M 11,42 +0.66**
Zygophyllum album FZ-M-ED 3,88 £ 0,3**
FZ-M-AE 15,55 £0,19%**
FZ-M-nB 31,15 £0,73%**
PRZ-M 42,24 £ (,75%**

Les valeurs présentent les moyens de 3 mesures + SD. p < 0,01, *** p < 0,001, ns= non significatif (par rapport
au témoin). EG-D extrait brut préparé par décoction, EG-I extrait brut préparé par infusion EG-M extrait brut
préparé par macération; Fractions d’extraits bruts de G. alypum préparées par décoction (EG-D): Fraction éther
diéthylique (FG-D-ED), fraction acétate d’éthyle (FG-D-AE), Fraction n-butanol (FG-D-nB) et phase résiduelle
aqueuse (PRG-D). EZ-D extrait brut préparé par décoction, EZ-I extrait brut préparé par infusion EZ-M extrait
brut préparé par macération; Fractions d’extraits bruts de Z. album préparées par décoction (EZ-D): Fraction
éther diéthylique (FZ-M-ED), fraction acétate d’éthyle (FZ-M-AE), Fraction n-butanol (FZ-M-nB) et phase
résiduelle aqueuse (PRZ-M).

D’apres les résultats présentées dans le tableau 09, le pouvoir réducteur du fer le plus élevé
des extraits préparés de la partie aérienne de G. alypum a été enregistré en présence des
extraits bruts EG-I (CEsy = 0,58 = 0,02mg/ml) et EG-D (CEsp = 0,79 + 0,14mg/ml) et les
fractions FG-D-ED (CEsy = 0,51 £ 0,07mg/ml), FG-D-nB (CEsy = 0,55 £ 0,04mg/ml) et FG-
D-AE (CEsp = 0,77 + 0,02mg/ml). Ce pouvoir reste faible par rapport a celle enregistré en
présence de I’acide ascorbique (CEsy = 0,079 + 0,001mg/ml).

Par contre, le pouvoir réducteur du fer enregistré en présence des extraits préparés de la
partie aérienne de Z. album, est largement faible par rapport a celle enregistré en présence de
I’acide ascorbique (CEsy = 0,079 + 0,001mg/ml). Le meilleure pouvoir réducteur a été noté en

présence de la fraction éther diéthylique FZ-M-ED (CEsy =3,88 + 0,3mg/ml).
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Deux courbes de corrélation linéaire entre les valeurs de CEso du test de FRAP et les
teneurs en polyphénols totaux des différentes fractions préparées des deux plantes étudiées

ont été tracées (Fig. 29 et 30).
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Figure 29: Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et les CEsy du test FRAP des
différentes fractions de la partie aérienne du G. alypum.
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Figure 30: Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et les CEsy du test FRAP des
différentes fractions de la partie aérienne du Z. album.

Nous avons enregistré une forte corrélation (R? = 0,992), entre les teneurs en polyphénols
totaux des fractions préparées des extraits bruts aqueux de la partie aérienne de Z. album et les
CEs obtenues par le test du pouvoir réducteur du Fer (FRAP). Par contre, nous avons noté
une faible corrélation (R? = 0,374), entre les teneurs en polyphénols totaux des fractions
préparées des extraits bruts aqueux de la partie aérienne de G. alypum et les CEsy obtenues du

test FRAP.
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Par ailleurs, nous avons constaté que la fraction éther diéthylique de la partie aérienne de
G. alypum (FG-D-ED), qui a présent¢ la teneur en polyphénols totaux la plus élevée (331,88 =
17,80 ug EAG/mg E), a enregistré la CEs la plus faible et donc le pouvoir antioxydant le plus
puissant (CE 5o d’ordre de 0,51 £+ 0,07mg/ml) (Fig. 26).

Une ¢étude comparative entre chaque extrait brut et ses fractions de chaque plante a été
évaluée, soit pour le test d’inhibition du radical libre (DPPH) soit pour le test de réduction de

Fer (FRAP). Les résultats sont représentés sous forme des histogrammes (Fig. 31 et 32).
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Figure 31: une comparaison d’activité antioxydant (DPPH et FRAP) entre I’extrait de décoction de G.
alypum et ses fractions, ns= non significatif, *: p < 0,05, *** p < 0,001. Fractions d’extraits bruts de
G. alypum préparées par décoction (EG-D): Fraction éther diéthylique (FG-D-ED), fraction acétate
d’¢éthyle (FG-D-AE), Fraction n-butanol (FG-D-nB) et phase résiduelle aqueuse (PRG-D).
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Figure 32: une comparaison d’activité antioxydant (DPPH et FRAP) entre I’extrait de macération de
Zygophyllum album et ses fractions, ns= non significatif, *** p < 0,001. Fractions d’extraits bruts de
Z. album préparées par macération (EZ-M): Fraction éther diéthylique (FZ-M-ED), fraction acétate
d’éthyle (FZ-M-AE), Fraction n-butanol (FZ-M-nB) et phase résiduelle aqueuse (PRZ-M).

L’¢étude statistique a révélé que seul les parties résiduelles aqueuses préparées par
décoction de G. alypum et par macération Z. album, qui ont enregistré des valeurs de Clsg et
CEj5 significativement tres élevées (P<0,001), par rapport aux valeurs de Clsy et CEsp d’acide

ascorbique pour les deux tests effectués de piégeage de DPPH ou réduction de Fer.

Les fractions éther diéthylique, récupérées des deux plantes, (FG-D-ED et FZ-M-ED) ont
montré le pouvoir antiradicalaire (Test DPPH) et antioxydant (Test FRAP) les plus puissants
par rapport aux extraits bruts et fractions étudiés. Ces activités restent toujours faibles, non ou
peu significatif (P<0,05) par rapport a celle de I’acide ascorbique (Clso= 3,74 £ 0,11pg/ml et
CEs) =0,079 + 0,001 mg/ml) (Fig. 31 et 32).

Dans I’ensemble de ces résultats, nous avons constaté que, les fractions riches en
polyphénols totaux ont un effet antiradicalaire (Test DPPH) et antioxydant (Test FRAP) les
plus puissants, par rapport aux autres €chantillions.

La puissance des extraits et leurs fractions sont organisé selon 1’ordre de FG-D-ED> FG-

D-AE> FG-D-nB> PRG-D et FZ-M-ED> FZ-M-AE > FZ-M-nB> PRZ-M.
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3.2 Evaluation d’activité antihémolytique
Les extraits bruts et les fractions préparés de la partie aérienne de G. alypum et de Z. album
sont testés, in vitro, sur des suspensions ¢€rythrocytaires, pour évaluer leurs effets

antihémolytiques en présence du radical AAPH.

Les érythrocytes préalablement mise en contact avec le radical AAPH sont incubées avec
des concentrations croissantes des extraits et des fractions (10, 20, 40, 80 et 160ug/ml) pour
évaluer D’activit¢ anti-radicalaire d’AAPH et étudier la relation dose-dépendent de la
concentration des molécules étudiées. Les résultats sont exprimés sous forme de courbe

sigmoide d’hémolyse, contre un controle dite Témoin (Fig. 33 et 34).
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Figure 33: Cinétiques d’hémolyse obtenues apres traitement d’érythrocytes en présence des extraits
bruts de la partie aérienne de Z. album (10, 20, 40, 80 et 160ug/ml). Extraits bruts de Z. album : EZ-D
extrait brut préparé par décoction, EZ-I extrait brut préparé par infusion EZ-M extrait brut préparé par
macération. Témoin utilis¢é comme controle négatif et 1’acide ascorbique comme controdle positif, les
valeurs sont les moyennes de 3 mesures = SD.
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Figure 34: Cinétiques d’hémolyse obtenues aprés traitement d’érythrocytes en présence des extraits
bruts de la partie aérienne de G. alypum (10, 20, 40, 80 et 160ug/ml), Extraits bruts de G. alypum:
EG-D extrait brut préparé par décoction, EG-I extrait brut préparé par infusion EG-M extrait brut
préparé par macération. Les valeurs sont les moyennes de 3 mesures + SD.

L’effet antihémolytique présente un retardement d’hémolyse illustré graphiquement par un
déplacement de la courbe d’hémolyse vers la droite du contrdle négatif (Témoin). Les valeurs
de temps de demi-hémolyse de 50% (HTso) des érythrocytes lysés des extraits, fractions et
acide ascorbique ont été calculé a partir des courbes sigmoides tracés. Les résultats obtenus

d’HTs sont regroupées dans les tableaux (10, 11 et 12).
3.2.1 Evaluation d’effet antihémolytique en présence des extraits bruts aqueux

Nous avons testé, en premier lieu, I’effet protecteur des extraits bruts aqueux de G. alypum

etde Z. album préparés par décoction, infusion ou macération (Tableau 10).

62



RESULTATS ET INTERPRETATIONS

Tableau 10: Le temps de demi-hémolyse (HTs,= min) des différentes concentrations des extraits bruts
aqueux de G. alypum et de Z. album. Acide ascorbique est un control positif

10pg/ml 20png/ml 40pg/ml 80pg/ml 160png/ml
Acide ascorbique | 177,9+2,03 | 235,74+ 11,23 | 218,3+£232 | 2755+4,08 258,6 + 5,06
EG-D 192,5+ 1,81 183,1+3,55 | 1954+£2.28 | 189,7+1,63 206,9 + 1,42
EG-1 184,5+4,71 1752 +4,16 | 145,1+7,73 165,1 £1,49 219,3£2,25
EG-M 173,6 + 4,41 188,9+2,77 | 146,1£0,88 | 171,8+4,57 221,9+3,71
EZ-D 172 +4,27 220 + 4,97 257 + 8,45 274,5+2,75 270,8 + 2,55
EZ-1 1932+6,36 | 2244+7,89 | 251,1+5,13 231,1+9,2 191,1 £6,83
EZ-M 180,8+8,49 | 184,1+9,87 | 220,7+4,21 243 + 5,85 284 + 6,34

Les valeurs sont exprimées en moyennes + écart type (n=4), la comparaison est effectuée contre un control
négatif (162,7 + 6,74 min). Extraits bruts G. alypum: EG-D extrait brut préparé¢ par décoction, EG-I extrait brut
préparé par infusion EG-M extrait brut préparé par macération;

Extraits bruts Z. album: EZ-D extrait brut préparé par décoction, EZ-I extrait brut préparé¢ par infusion EZ-M
extrait brut préparé par macération

L’extrait brut aqueux de G. alypum préparé par décoction (EG-D) a présenté un pouvoir

antiradicalaire qui retarde 1’hémolyse en présence des concentrations 10, 20, 40 et 80pg/ml

par rapport au témoin et aux autres extraits bruts.

L’extrait brut aqueux de G. alypum préparé par macération (EG-M) a noté un pouvoir
antiradicalaire de retardement d’hémolyse le plus important a une concentration de
160pug/ml. Par contre, Les concentrations testées de G. alypum ont présenté un pouvoir
protecteur moins efficace par rapport a celle présenté par 1’acide ascorbique (Fig. 35)
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Figure 35: histogramme des temps de demi-hémolyse (HTs,= min), des différentes concentrations des
extraits bruts aqueux préparés de la partie aérienne du G. alypum comparé par rapport témoin négatif.
Les valeurs sont exprimées en moyennes =+ écart type (n=4), la comparaison est effectuée contre un
control négatif (162,7 + 6,74 min). *: p <0,05, ** p<0,01, *** p < 0,001, ns= non significatif.
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Les extraits bruts aqueux de Z. album préparés par décoction (EZ-D) et macération (EZ-M)
ont présenté un effet dose-dépendent (Fig. 36). Les HTsg les plus élevé sont celles d’EZ-D
(274,5 £ 2,75ng/ml a 80ug/ml et 270,8 + 2,55ug/ml a 160pug/ml) et EZ-M (284 + 6,34ug/ml a
160pug/ml).
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Figure 36: histogramme des temps de demi-hémolyse (HTs5,= min), des différentes concentrations des
extraits bruts aqueux préparés de la partie aérienne du G. alypum comparé par rapport témoin négatif.
Les valeurs sont exprimées en moyennes =+ écart type (n=4), la comparaison est effectuée contre un
control négatif (162,7 + 6,74 min). *: p < 0,05, *** p <0,001, ns= non significatif.

En comparaison entre les deux plantes étudiées, les extraits de Z. album ont présenté un
effet protecteur d’hémolyse érythrocytaire plus élevé par rapport a celui de G. alypum. Cette

activité reste faible en comparaison avec celle du contréle positif (acide ascorbique) (Tableau

10).
3.2.2 Evaluation d’effet antihémolytique en présence des fractions

Les tableaux 11 et 12 regroupent les différents HTsy (min) des différentes concentrations
des fractions des extraits bruts aqueux de G. alypum et Z. album préparées par décoction (EG-

D) et macération (EZ-M).
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Tableau 11: le temps de demi-hémolyse (HTs;= min) des différentes concentrations des fractions
d’extrait brut de G. alypum préparé par décoction (EG-D)

10ug/ml 20pg/ml 40pg/ml 80pg/ml 160pg/ml
FG-D-ED - 253,6 £ 5,59 273,9+3,6 256,2+ 6,6 222,1+10,01
FG-D-AE 217+ 6,49 194 +2.43 231,4+ 3,36 230+ 5,69 282 + 5,85
FG-D-nB 175,8 £5,21 226 + 5,48 230,8 £ 5,64 289 +2.83 280,9 + 1,88
PRG-D 2194+34 217,5+ 4,94 243,77+ 1,57 273,6 5,61 313,7+ 1,63

Les valeurs sont exprimées en moyennes + écart type (n=4), la comparaison est effectuée contre un control
négatif (137,7 + 5,43 min). Fractions d’extraits bruts de G. alypum préparées par décoction (EG-D): Fraction
éther diéthylique (FG-D-ED), fraction acétate d’éthyle (FG-D-AE), Fraction n-butanol (FG-D-nB) et phase
résiduelle aqueuse (PRG-D)

Tableau 12: le temps de demi-hémolyse (HTs;= min) des différentes concentrations des fractions

d’extraits bruts de Z. album préparées par décoction (EZ-M)

10ug/ml 20pg/ml 40pg/ml 80pg/ml 160pg/ml
FZ-M-ED 172+ 4,27 220 + 4,97 257+845 | 274,5+2,75 | 270,8 +2,55
FZ-M-AE 1932+636 | 2244+7.89 | 251,1+5,13 | 231,1+9.2 | 191,1+6,83
FZ-M-nB 180,8+ 8,49 | 184,1+9,87 | 220,7+421 | 243+585 | 284+634
PRZ-M 1434+ 11,74 | 146,5+ 147 | 162,4+1,48 | 186,1+7,84 | 243,6+ 11,56

Les valeurs sont exprimées en moyennes + écart type (n=4), la comparaison est effectuée contre un control
négatif (151,1 + 12,94 min). Fractions d’extraits bruts de Z. album préparées par macération (EZ-M): Fraction
éther diéthylique (FZ-M-ED), fraction acétate d’éthyle (FZ-M-AE), Fraction n-butanol (FZ-M-nB) et phase
résiduelle aqueuse (PRZ-M)

Les différentes fractions préparées de la partie aérienne du G. alypum ont présenté
globalement des HTs, €levés par rapport a celle présenté par le témoin, ce qui est explique ses
effets inhibiteurs d’hémolyse par rapport aux extraits bruts. A une concentration de 10pg/ml,
les fractions FG-D-AE et PRG-D (217 £ 6,49 et 219,4 + 3 ,4min, respectivement) ont présenté
un effet antiradicalaire ¢levé comparable a celle de ’acide ascorbique a cette méme

concentration (177,9 + 2,03min).

La fraction FG-D-ED a 20pg/ml et 40pg/ml, FG-D-AE, PRG-D a 40pg/ml, FG-D-nB a
40pg/ml et 80pug/ml et PRG-D a 160ug/ml ont présenté un effet puissant a celle d’acide
ascorbique dans les mémes concentrations testées. L’activité antihémolytique de FG-D-nB et
PRG-D ont présenté un effet dose-dépendent (FG-D-nB: 175,8 + 5,21 <226 + 5,48 <230,8 +
5,64 <289 £ 2,83min pour 10, 20, 40 et 80pg/ml et PRG-D: 217,5 £5 <243,7 + 1,57 <273,6
+ 5,61 <313,7 + 1,63min, pour 20, 40, 80 et 160ug/ml) (Tableau. 11).
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En comparaison avec le témoin négatif (151,1 + 12,94 min), toutes les concentrations des
fractions de Z. album sauf (10 et 20pg/ml de PRZ-M), ont présenté des courbes d’hémolyses
décalées vers la droite du témoin, ce qui signifie que les HTsy calculés sont élevés a celui du
témoin. Ces activités restent faibles par rapport a celle d’acide ascorbique (Tableau 12), De
plus, la relation dépendante de dose-effet est bien illustré dans la fraction FZ-D-nB (180,8 +
8,49 < 184,1 £ 9,87 <220,7 £4,21 <243 + 5,85 <284 + 6,34min)

3.2.3 Recherche d’une linéarité des extraits/ fractions et ’activité antihémolytique

La relation entre les concentrations des extraits/fractions et 1’activité antthémolytique a été
étudiée, des valeurs de At sont calculés (c’est la différence entre HTs, d’extrait/fraction et
HTsy de témoin) (annexe). Une linéarité trés importante a été remarqué dans des courbes de
fractions de G. alypum (PRG-D, R*= 0,97) et de Z. album (FZ-M-nB, R’= 0,94 et PRZ-M,
R’= 0,99) (Fig. 40 et 41). Par contre, la corrélation linéaire est trés faible dans les courbes
représentés par les extraits bruts, sauf pour ’extrait de EZ-M qui a présenté une courbe

linéaire avec un R*= 0,94 (Fig. 38 et 39).

La corrélation linéaire représentée par les fractions est trés €¢levée a celle représentée par la
molécule pure utilisé comme standard (acide ascorbique, R’=0,47), (Fig. 37). Les valeurs de
At calculées (annexe) présentent mieux 1’effet protecteur des extraits et des fractions utilisés
contre I’hémolyse des hématies provoqué par le radical AAPH. La concentration de 160ug/ml
de PRG-D a présenté un At= 176 plus élevé a celle d’acide ascorbique (At=131,1) confirmant
le décalage des courbes sigmoides vers la droite de témoin, tandis que, les concentrations de
40ug/ml de EG-I et EG-M, 10pg/ml (FZ-M-nB et PRG-D et 20pug/ml de PRZ-M ont présenté
des At négatifs (Annexe).
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Figure 37: la corrélation linéaire étudiée entre les concentrations testées et les valeurs At d’acide
ascorbique.
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Figure 38: la corrélation linéaire étudiée entre les concentrations testées et les valeurs At des extraits
bruts de la partie aérienne de G. alypum; Extraits bruts de G. alypum: EG-D: extrait préparé par
décoction, EG-I: extrait préparé par infusion, EG-M: extrait préparé par macération
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Figure 39: la corrélation linéaire étudiée entre les concentrations testées et les valeurs At des extraits
bruts de la partie aérienne de Z. album; Extraits bruts de Z. album: EZ-D: extrait préparé¢ par
décoction, EZ-I: extrait préparé par infusion, EZ-M: extrait préparé par macération
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Figure 40: la corrélation linéaire étudiée entre les concentrations testées et les valeurs At des fractions
préparées par décoction de G. alypum. Fractions d’extraits bruts de G. alypum préparées par décoction
FG-D-ED: fraction d’éther dié¢thylique, FG-D-AE: fraction d’acétate d’éthyle, FG-D-nB: fraction de
n-butanol et PRG-D: partie résiduelle aqueuse
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Figure 41: la corrélation linéaire étudiée entre les concentrations testées et les valeurs At des fractions
préparées par décoction de G. alypum. Fractions d’extraits bruts de Z. album préparées par macération
(EZ-M): FZ-M-ED: fraction d’éther di¢thylique, FZ-M-AE: fraction d’acétate d’éthyle, FZ-M-nB:
fraction de n-butanol et PRZ-M partie résiduelle aqueuse.

3.3 Evaluation d’effet antidiabétique

3.3.1 L'effet inhibiteur de I’enzyme a-amylase

Les extraits bruts aqueux de la partie aérienne de G. alypum et Z. album et leurs fractions

¢éther diéthylique, acétate d’éthyle et n-butanol sont testés pour la recherche de leurs effets

inhibiteur vis-a-vis a-amylase,

Pour ce faire, des courbes des pourcentages d’inhibition en fonction de I’a-amylase en
fonction des différentes concentrations d’extraits ou des fractions, ont été tracées (Fig. 42 et

43), comparées a celle de 1’ Acarbose (controle positif) (Fig. 44).
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Figure 42: Représentation des pourcentages d’inhibition de 1’a-amylase en fonction des différentes
concentrations des extraits bruts aqueux de la partie aérienne de G. alypum. Extraits bruts de G.
alypum: EG-D extrait brut préparé par décoction, EG-I extrait brut préparé par infusion EG-M extrait
brut préparé par macération.
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Figure 43: Représentation des pourcentages d’inhibition de 1’a-amylase en fonction des différentes
concentrations des extraits bruts aqueux de la partie aérienne de Z. album. Extraits bruts de Z. album:
EZ-D extrait brut préparé par décoction, EZ-I extrait brut préparé par infusion, EZ-M extrait brut
préparé par macération.
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Figure 44: Représentation des pourcentages d’inhibition de 1’a-amylase en fonction des différentes
concentrations d’ Acarbose utilisé comme controle positif
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Figure 45: Représentation des pourcentages d’inhibition de 1’a-amylase en fonction des différentes
concentrations des fractions récupérées de I’extrait brut aqueux préparé par décoction de la partie
aérienne de G. alypum comparé a celle de 1’acarbose. Fractions des extraits bruts de G.
alypum préparées par décoction (EG-D): Fraction éther diéthylique (FG-D-ED), fraction acétate
d’éthyle (FG-D-AE), Fraction n-butanol (FG-D-nB) et phase résiduelle aqueuse (PRG-D).

D’apres les résultats obtenus des courbes d’inhibition en fonctions des concentrations
d’extraits et fractions étudiés, les extraits bruts de G. alypum ont présenté un pourcentage
d’inhibition maximal de 60%, enregistré a une concentration de 2,5 mg/ml. De méme, les
extraits bruts de Z. album ont présenté une inhibition allons jusqu’a 75% a 10 mg/ml. Cette

activité est considérée faible par rapport a celle de I’Acarbose qui a marqué un pourcentage

d’inhibition maximal de 98% a 1mg/ml (Fig. 44).
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Les résultats de Clsy (la concentration nécessaire pour I’inhibition de 50% de 1’activité
enzymatique) sont déterminés a partir des équations de régriassion logarithmique des courbes

tracées. Ils sont illustrés sous forme des histogrammes (Fig. 46).
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Figure 46: histogrammes des concentrations inhibitrices Cls, des différentes concentrations des
extraits bruts et des fractions préparés de la partie aérienne du G. alypum et Z. album comparé contre
I’acarbose. Les valeurs sont exprimées en moyennes + écart type (n=3). *: p < 0,05, **: p < 0,01 et
**% p<0,001.

Selon les histogrammes illustrés dans la figure 46, la fraction d’éther diéthylique récupérée
par fractionnement liquide-liquide de ’extrait brut de G. alypum préparé par décoction (FG-
D-ED) a présenté un effet d’inhibition vis-a-vis I’a-amylase trés important par rapport aux
autres extraits bruts et fractions (Clso= 0,57 £ 0,05mg/ml). Cette inhibition reste faible et peu

significative (P<0,05) par rapport a celle d’Acarbose (ClIsp= (0,012 mg/ml).

Par ailleurs, des Clsg tres significativement (P<0,001), par rapport a celle de 1’ Acarbose,

ont été enregistré pour les extraits bruts de Z. album (Clsg entre 5,63 et 6,69mg/ml)

Les résultats de Clsy, des fractions de Z. album ont présenté un effet inhibiteur tres faible.
Les concentrations testées n’ont pas permis de calculer les Clsy (une inhibition de 40% a été

enregistrée a Smg/ml, concentration utilisée comme concentration maximale).
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3.3.2 L'effet inhibiteur de I’enzyme a-glucosidase

Dans cette technique, seules les fractions récupérées par décantation liquide-liquide des
extraits bruts préparés des deux plantes sont testées. Les résultats sont présentés sous forme
des courbes de pourcentage d’inhibition de 1’a-glucosidase en fonction des différentes
concentrations des fractions testés (Fig. 47, 48 et 49), comparées a celle de I’Acarbose

(controle positif) et de la Quercétine.
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Figure 47: Courbes des pourcentages d’inhibition d’a-glucosidase en fonction des différentes
concentrations des fractions de G. alypum. Fractions des extraits bruts de G. alypum préparées par
décoction (EG-D): Fraction éther diéthylique (FG-D-ED), fraction acétate d’éthyle (FG-D-AE),
Fraction n-butanol (FG-D-nB) et phase résiduelle aqueuse (PRG-D).
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Figure 48: Courbes des pourcentages d’inhibition d’a-glucosidase en fonction des différentes
concentrations des fractions de Z. album. Fractions des extraits bruts de Z. album préparées par
macération (EZ-M): Fraction éther diéthylique (FZ-M-ED), fraction acétate d’éthyle (FZ-M-AE),
Fraction n-butanol (FZ-M-nB).
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Figure 49: Courbes des pourcentages d’inhibition d’a-glucosidase en fonction des différentes
concentrations d’Acarbose et quercétine.

L’histogramme illustré au-dessous (Fig. 50) présente clairement la différence entre les Cls

de chaque fraction comparée par rapport a I’ Acarbose ou la Quercétine.
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Figure 50: Histogramme présentatif une comparaison d’Cls, de différentes fractions de G. alypum et
Z. album par rapport a celle de la Quercétine. Les valeurs sont les moyens de 3 répétitions n=3. *: p <
0,05, ***: p < 0,001, ns= non significatif.

La fraction d’éther diéthylique récupérée apres fractionnement liquide-liquide de I’extrait
brut préparé par décoction de G. alypum (FG-D-ED) a présenté un effet puissant vis-a vis
I’activité enzymatique de 1’a-glucosidase comparant aux autres fractions de G. alypum (Clsg
d’ordre de 0,52 £ 0,02mg/ml). Ces activités inhibitrices restent faible, par rapport a celle de
I’Acarbose et la Quercétine (Clsp d’ordre de 0,180 £ 0,00lmg/ml et 0,004 + 0,001mg/ml,

respectivement).

74



RESULTATS ET INTERPRETATIONS

De méme, I’effet de la fraction acétate d’éthyle récupérée de I’extrait brut préparé par
macération de Z. album (FZ-M-AE) sur I’action d’a-glucosidase a montré une inhibition trés
importante avec une Clso d’ordre de 1,8 + 0,21mg/ml. Cette activité est faible par rapport a

celle de I’Acarbose et la Quercétine (Fig. 50)

Selon les concentrations étudiées (6-30mg/ml), de la phase résiduelle de Z. album (PRZ-
M) n’a pas présenté une activité inhibitrice de 1’a-glucosidase, ou la concentration maximale a

montré une inhibition maximale de 35% d’effet inhibiteur d’enzyme.

L’étude statistique sur les fractions de G. alypum, a donné des valeurs de Clsy variable

statistiquement et trés significatifs (P<0,001) par rapport a celle de la Quercétine

Tandis que la valeur de Cls de la fraction acétate d’éthyle de Z. album (FZ-M-AE) est en
augmentation statistiquement peu significative (P<0,05), contrairement aux autres fractions
qui ont présenté une variation tres significative (P<0,001), par rapport aux valeurs de Clsy des

témoins positifs.
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Récemment, 1’utilisation des plantes devient de plus en plus intéressante, partout dans le
monde, soit dans le domaine industriel, pharmaceutique, cosmétique ou thérapeutique. La
phytothérapie a aidé de développer des principes actifs et des médicaments a base de plantes
utilisées dans le traitement des maladies. De nombreuses chercheurs sont dirigés vers la
valorisation des plantes médicinales afin de les identifier et les caractériser (Talbi et al.,
2015). Dans ce contexte, plusieurs plantes médicinales utilisées pour le traitement du diabéte

sucré ont été recensées (Azzi et al., 2012; Chinsembu, 2018; Hamza et al., 2019).

Dans notre laboratoire, des nouvelles études sur les plantes médicinales dans la région de
Tlemcen et la valorisation de ses activités ont été étudiés, nous citons les travaux de Adida et
al., 2014; Bechiri et al., 2015; Chekroun et al., 2015; Chekroun et al., 20165 Adjdir et al.,
2019, Moderas et al., 2019).

Globularia alypum et Zygophyllum album sont des plantes médicinales spontanées,
utilisées dans le traitement de diabéte. Elles sont utilisées non seulement par la population
algérienne, mais aussi par la population tunisienne et marocaine (Mnafgui et al., 2016;
Wannes et Marzouk, 2016; Idm’hand et a/., 2020). Des études in vitro et in vivo ont confirmé
leurs utilisations traditionnelles pour le traitement du diabéte sucré (Jouad et al., 2002; Es-

Safi et al., 2007; Ksouri et al., 2013 et Mnafgui et al., 2016).

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de la flore locale d’intérét
thérapeutique, utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement du diabéte sucré ou ses
symptomes. Il se base sur la recherche des effets antioxydants et I’évaluation de d'effet
inhibiteur vis-a-vis de l'a-amylase et de ’a-glucosidase des extraits bruts et riche en

polyphénols, préparés de la partie aérienne Globularia alypum et Zygophyllum album.

La méthode d’extraction de Markham, 1982 suivis dans cette étude est basé sur 1’utilisation
des solvants organiques d’une polarité croissante pour solubiliser le maximum des molécules
bioactifs selon leurs solubilités dans le milieu utilisé. Les solvants utilisés dans 1’extraction
des fractions sont: 1’éther de pétrole qui sert a éliminé les lipides, les cires et surtout les
chlorophylles, I’éther diéthylique qui permet de solubiliser les flavonoides aglycones et les
aglycones méthoxylés et les molécules soluble dans cette faible polarité, 1’acétate d’éthyle qui
sert a séparer les flavonoides mono-glucosides et certaines molécules solubles dans ce solvant
et le n-butanol qui permet de récupérer les molécules soluble dans ce solvant et les

flavonoides di et tri-glucosides (Kebieche, 2009)
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Dans ce contexte, les extraits bruts aqueux préparés par trois méthodes d’extractions
(Décoction, infusion et macération) et leurs fractions (éther diéthylique, acétate d’éthyle et n-

butanol) de la partie aérienne des deux plantes, ont été préparés.

Les résultats du rendement d’extraction des extraits bruts de G. alypum et Z. album ont
présenté des pourcentages peu variables entre 16,2% et 19,6% pour les extraits bruts de G.
alypum et 12,8% et 13,6% pour les extraits bruts de Z. album. Cette différence est due a des
facteurs multiples tels que I’espece et la famille de la plante, la méthode et la température

d’extraction (Su et al., 2006).

Les fractions, obtenues apres fractionnement liquide-liquide des extraits bruts, ont présenté
des rendements variables. La méthode d’extraction, la solubilité et la polarité des composants
vis-a vis les solvants utilisés, I’espéce végétale étudiés, la partie étudiés, lieu et la période de

récolte sont les principaux facteurs responsables de cette variété (Bousoualim et al., 2016).

Le screening phytochimique réalisé sur les extraits bruts aqueux préparés de la partie
aérienne des deux plantes nous a permis de caractériser de nombreuses familles des molécules
bioactives. La partie aérienne de G. alypum a révélé une richesse de cette plante en composés
phénoliques (les flavonoides, les tanins, les quinones libre), en terpénoides, en saponines et en
composés réducteurs. La présence des composés phénoliques est confirmée par les résultats
rapportés dans les travaux d’Amessis-Ouchemoukh et al., 2014. Par contre, la partie aérienne
de Z. album a révélé la richesse de cette plante en composé terpéniques (majoritairement les
saponines), en composés réducteurs et en faible quantité en composés phénoliques. Ce résultat

est confirmé par I’étude de Ksouri et al., 2013.

Le dosage des polyphénols totaux (composés phénoliques, flavonoides et tannins) a permis
de confirmer quantitativement la richesse des extraits bruts de la partie aérienne G. alypum en
composés phénoliques. L’extrait brut de G. alypum préparé par décoction a présenté la teneur
la plus ¢élevée en composés phénoliques (196,5 = 10,76ug EAG/mg E, 228,79 = 11,71ng
EC/mg E, 23,36 = 11,71pg EC/mg E, respectivement pour le dosage des polyphénols, des
flavonoides et des tanins condensés). De méme, la fraction organique éther diéthylique de
cette plante (FG-D-ED) a enregistré les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux et en
flavonoides d’ordre de 331,88 + 17,80ug EAG/mg E et 223,46 + 2,37ug EC/mg E,

respectivement.

Des travaux réalisés par Amessis-Ouchemoukh et a/., 2014; Boussoualim et al., 2016;

Feriani et al., 2017 et Asraoui et al., 2021, sur des extraits de cette plante préparés par
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différentes méthodes d’extractions, ont enregistré des résultats variables par rapport aux

résultats exprimés dans notre travail.

Dans cette étude Z. album est considéré moins riche en polyphénols et flavonoides que G.
alypum. Nous avons enregistré des teneurs faibles en composés phénoliques pour les
différents extraits et fractions préparés de la partie aérienne de Z. album. Les teneurs en
polyphénols totaux n’ont pas dépassé 30,41ug EAG/mg E pour les extraits bruts et 30,41 +
2,15ug EAG/mg E pour les fractions.

Ces résultats sont trés importantes a celui obtenus par 1’extrait hydro-éthanolique de Z.
album préparé par macération dans 1’étude rapporté par Belguidoum et a/., 2015. 11 est noté
que la température élevée utilisée dans les méthodes d’extractions (décoction), aide a extraire
plus de composants, tandis que la macération présente la mode d’extraction qui assure

I’extraction des composants actifs.

Plusieurs facteurs peuvent influer sur la teneur en composés phénoliques. Plusieurs études
ont montré que le lieu de récolte, degré de maturité de la plante, la partie utilisée, les facteurs
génétiques et également la durée de stockage, le mode et le solvant d’extraction, ont une forte
influence sur la qualité et la quantité en polyphénols (Hamia et al., 2014; Belguidoum et al.,

2015).

L’analyse par HPLC a permis d’identifier quelques acides phénoliques et flavonoides pour
les fractions d’éther diéthylique et d’acétate d’éthyle des deux plantes. Les résultats obtenus

ont montré la richesse de la fraction FG-D-ED en composés phénoliques.

Nous avons noté la présence de 5 types de composés phénoliques répartit en acides
phénoliques (acide gallique, acide p-coumarique) et flavonoides (quercétine, naringenine et
rutine) pour la fraction éther diéthylique (FG-D-ED) de G. alypum; et 3 types de composés
phénoliques: ’acide gallique, 1’acide syringique et un flavonol (quercétine) pour la fraction
¢ther diéthylique (FZ-D-ED) de Z. album. A noté que l’acide férulique a été présent
seulement dans la fraction acétate d’éthyle (FG-D-AE) de G. alypum.La différence de
polarité des solvants et le mode d’extraction (décoction et macération) expliquent le type et le

nombre des molécules solubles dans chaque solvant.

La richesse en composés phénoliques a été rapporté par les analyses effectuées par HPLC
sur des extraits préparés de G. alypum (Es-safi et al., 2007; Feriani et al., 2017 et Asraoui et
al., 2021). De plus, une autre ¢tude a permis de détecter la présence de flavone, flavonol,

flavanone, dérivé de flavon-3-ols et d’autres par des analyses d’HPLC réalisés sur G. alypum
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(Amessis-Ouchemoukh et al., 2014). La méme étude a rapporté la présence des dérivés
rhamnoside, malvidin et quercétine dans des extraits de Z. album. Ces études confirment la

dominance de la quercétine dans les analyses HPLC effectuées sur ces deux plantes.

Les composés phénoliques sont considérés comme des antioxydants puissants. L’activité
antioxydante est due principalement a la nature de composés bioactifs, sa concentration, ses
interactions moléculaires et principalement a sa structure chimique (Maurya et Devasagayam,
2010; Asnaashari et al., 2014; Tsao, 2015). Selon les données obtenues par notre étude
effectué sur des extraits/ fractions de G. alypum et Z. album. Seulement les fractions d’éther
diéthylique des deux plantes qui sont trés riche en composés phénoliques ont présenté des
effets antioxydants remarquable comparant aux autres échantillons. Ses composés
phénoliques ont la tendance a piéger les radicaux présentés par le radical DPPH et les
transférer a un composant équilibré; comme ils peuvent réduire les électrons libres des
molécules réactifs comme le Fer (pouvoir réducteur de Fer: FRAP). De plus, la quantité et la

qualité des composants phénoliques observés dans I’analyse d’HPLC confirment ces résultats.

La présence des molécules OH portées par les C des noyaux pyrane des composés
phénoliques et la nature des fonctions portées par les C (hydroxyle, carboxyle ou sucre)
jouent un role essentiel dans la puissance d’activité antioxydante. Parmi ces molécules nous
citons la quercétine (OH porté par C3, C5, C7, C3’ et C4’), la rutine (Ia méme substitution des
OH et un sucre porté par C3) (des flavonol) et un flavanone de nature naringenine (OH porté
par C5, C7 et C4’), ainsi que I’acide gallique (OH porté par C1, C2 et C3) et I’acide p-
coumarique qui est caractérisé par une absence de fonction hydroxyl sur sa structure de base

(OH seulement porté par ’anneau pyrane C2) (Chaudhuri et al., 2007; Swapnil et a/., 2014).

La fraction éther diéthylique (FG-D-ED) de G. alypum, riche en quercétine, 1’acide
syringique et la rutine a montré une meilleure activité antiradicalaire (Clsy d’ordre de 20,54 +
0,48ug/ml) et un meilleur pouvoir réducteur en Fer (CEsy d’ordre de 0,51 + 0,07mg/ml), plus
fort que les autres extraits/fractions. Ces activités restent toujours faibles, par rapport a celle

de I’acide ascorbique (Clso= 3,74 = 0,11pg/ml et CEsp = 0,079 + 0,001mg/ml).

Les résultats obtenus dans notre étude pour G. alypum sont trés supérieurs a celui publiés
par Es-safi et al., 2007; Asraoui et al., 2021. Tandis que celle obtenus pour Z. album sont

inférieurs a celui rapporté par Belguidoum et al., 2015.

Le globule rouge est un moyen biologique trés utile grice a sa manipulation et sa

récupération facile par un simple prélévement sanguin et I’absence de noyau et des organites.
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Il contient un systeme de défense comprennent des enzymes antioxydant et d’autres non
enzymatiques. Il est utilis¢ dans notre étude pour la recherche d’effet antihémolytique des
extraits/ fractions de G. alypum et Z. album. L’attaque radicalaire est induite apres incubation
des érythrocytes avec une concentration d’AAPH qui provoque une cascade de peroxydation
lipidique et oxydation protéique qui se termine par une libération excessive des especes
réactifs (Sato et al., 1995). Cet état de stress oxydatif déclenche un systeme de défense
endogene permet a la cellule de résister par ses propres moyens de défense contre les especes

réactives d’oxygenes.

L’acide ascorbique et I’a-tocophérol sont des antioxydants endogeénes par excellence
peuvent interagir avec les antioxydants exogénes comme les flavonoides pour exercer une
meilleure protection contre la lyse érythrocytaire (Chaudhuri et al., 2007). La présence des
molécules bioactives tels que les polyphénols, peuvent servir a protéger les cellules contre
I’attaque radicalaire et retarder 1’hémolyse oxydative (Niki et al., 1998; Kandikattu et al.,
2015). 1l est noté que les flavonoides exercent ses effets soit par 1’augmentation de la
concentration intracellulaire de glutathion (GSH), ou le blocage d’afflux de Ca™ soit par le
piégeage des radicaux libres et la chélation des métaux lourds (Gitika et al., 2006). De méme,
dans le cas d’hémolyse oxydative, les composés phénoliques ont la tendance d’interagir avec
le radical AAPH et/ou les protéines extra et transmembranaire pour augmenter 1’effet

protecteur des antioxydants contre les espéces radicalaires (Tsao, 2015).

A partir des résultats obtenus dans notre étude, les concentrations des extraits bruts testés
de G. alypum ont montré des effets protecteurs d’hémolyse contre 1’attaque radicalaire
expliquée par les valeurs d’HTsy qui sont supérieurs a celui du témoin, Ces résultats sont
presque similaires a celui obtenu par Bousoualim et al., 2016. A des concentrations ¢€levées
(80ug/ml et 160ug/ml), les extraits bruts de Z. album ont présenté, aussi, un retardement
d’hémolyse qui lui permet d’avoir une certaine puissance vis-a vis 1’attaque radicalaire. Par
ailleurs, toutes les fractions de G. alypum possédent un effet protecteur contre 1’hémolyse
oxydative, cette activité a présenté des valeurs d’HTsy égaux ou supérieurs a celle d’acide

ascorbique.

La phase résiduelle PRG-D est la fraction la plus puissante qui a montré a 160ug/ml des
effets ¢élevés a celle d’acide ascorbique. Ces résultats sont plus importants que ceux rapporté

par Boussoualim el al., 2016.
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L’analyse qualitative et quantitative des fractions de G. alypum par HPLC a noté
I’existence de quercétine et rutine comme des antioxydants treés puissants (Kessler et a/, 2002;
Ghorbani, 2017). Leurs richesses en fonction hydroxyl et composés réducteurs peuvent étre

responsable d’activité antihémolytique enregistrée par G. alypum.

Par contre, les résultats obtenus par les fractions de Z. album sont considérés moins
puissant a celui présentés par G. alypum. La présence d’acide syringique dans les fractions de
Z. album (une structure riche en fonction OCHj3) a la tendance de former des complexes en
présence des métaux (Fe (SA); et Fe (SA)3), ce qui peuvent diminuer 1’activité antioxydante

contre I’hémolyse oxydative des hématies (Kumar et al., 2020).

La recherche d’activité antidiabétique a été étudiée par I’évaluation de I’effet inhibiteur des
extraits/fractions préparés des deux plantes sur les enzymes intestinales a-amylase et a-

glucosidase.

Selon les résultats obtenus, la quercétine a présenté un effet inhibiteur puissant avec une
Clso d’ordre de 0,004mg/ml tres proche a celle de 1’Acarbose (Clsy d’ordre de 0,180mg/ml).
Les extraits bruts préparés des deux plantes ont enregistré des concentrations inhibitrices
(Clsp) €levées vis-a-vis I’a-amylase comprise entre 2,4 et 6,69 mg/ml. Alors que, la fraction
FG-D-ED a marqué un effet inhibiteur des enzymes a-amylase et a-glucosidase remarquable

avec des Clsod’ordre de 0,57 et 0,52mg/ml, respectivement.

D’apres la littérature, une combinaison entre les groupements cétoniques insaturés et les
fonctions hydroxyles des flavonoides peut étre responsable de la plupart des activités
biologiques, soit anticancéreuses, antimicrobiennes, cytoprotéctives, antioxydants et
antidiabétiques (Unnikrishnan et al., 2014). Par ailleurs, les composés phénoliques portant des
groupements hydroxyle confeérent une activité inhibitrice de I'a-amylase et de 1’a-glucosidase.
Il a ét¢ démontré que la quercétine et la catéchine agissent comme des inhibiteurs compétitifs
vis-a-vis les deux enzymes digestives a, et par conséquence elles peuvent diminuer la

glycémie postprandiale (Calhau et al., 2014, Kandra et al., 2004).

De méme, des études ont montré que le rutine, quercétine, naringenine, chrysine et d’autres
sont considérés comme des controleurs par excellence du diabéte sucré (Unnikrishnan et al.,

2014).

81



Conclusion
et

FPerspectives



CONCLUSION

L’utilisation des plantes médicinales ne cessent pas a croitre partout dans le monde.
Plusieurs études sont publi¢es sur 1’identification de nouvelles plantes, sur la caractérisation
des nouvelles molécules bioactives et sur I’évaluation et la recherche de nouvelles activités
biologiques. Depuis plusieurs années, les chercheurs ont confirmé I’importance de
I’utilisation des plantes grace a ses constituants bioactifs, principalement les composés
phénoliques. Ces antioxydants puissants exercent leur effet en minimisant le déséquilibre
provoqué par le stress oxydatif responsable de la propagation de plusieurs maladies telles que

le diabéte sucré.

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a deux plantes utilisées traditionnellement
par la population algérienne pour le traitement du diabete sucré, Globularia alypum et
Zygophyllum album, dont le but est de recherche leurs effets antioxydants et évaluer leurs

activités antidiabétiques par inhibition des enzymes intestinales.
A la lumiére des travaux réalisés et les résultats obtenus, nous avons conclu que :

e Le rendement d’extraction des extraits bruts aqueux préparés de la partie aérienne de

Globularia alypum et Zygophyllum album est variable (entre 12,8-19,6%)

e Les rendements d’extractions obtenus par fractionnement d’extrait aqueux préparé par

décoction de Globularia alypum et par macération de Zygophyllum album sont plus
faibles.

e Le screening phytochimique a indiqué la présence de divers groupes de composés
phytochimiques dans les extraits bruts préparés par infusion, décoction ou macération de

la partie aérienne de G. alypum et de Z. album.

e La partie aérienne de G. alypum est une plante riche en composés phénoliques
(flavonoides, tanins et quinones libre), en terpénoides, en saponines et en compose€s
réducteurs. Par contre, la partie aérienne de Z. album a révél¢ la richesse de cette plante
en composé terpeniques (majoritairement les saponines), en composés réducteurs et en

faible quantité en composés phénoliques (flavonoides, les quinones libre et Coumarines) ;

e Le dosage des composés phénoliques a démontré que tous les extraits et fractions étudiés

ont renfermé des teneurs considérables en ces composés.

e D’aprés le dosage des composés phénoliques, les extraits bruts préparés de la partie

aérienne du G. alypum ont présenté¢ des teneurs ¢€levées en polyphénols totaux (entre
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196,5 + 10,76 et 134,82 = 7,05ug EAG/mg E), par rapport aux extraits bruts préparés de
la partie aérienne du Z. album (entre 30,41 £2,01 et 22,88 + 6,76ug EAG/mg E).

L’extrait brut aqueux préparé par décoction du G. alypum a enregistré la teneur la plus

¢élevée en flavonoides, d’ordre de 228,79 + 11;

Les fractions éther diéthylique des deux plantes étudiées ont présenté des teneurs plus
¢levées en polyphénols totaux et en flavonoides d’ordre de 331,88 + 17,80 ug EAG/mg E
et 223,46 + 2.37ug EC/mg E et 30,41 + 2,15 ng EAG/mg E et 85,42 + 1,39 ug EC/mg E,
pour les fractions obtenues a partir de I’extrait brut aqueux préparé par décoction de G.

alypum et par macération de Z. album, respectivement;

La quercétine, la rutine et la naringenin, I’acide p-coumarique et I’acide gallique sont les
principaux composés phénoliques détectés dans la fraction d’éther diéthylique de 1’extrait
brut aqueux préparé par décoction de G. alypum, aprés une analyse chromatographique

RP-HPLC-PDA.

L’acide gallique, 1’acide syringique et la quercétine sont les seuls composés phénoliques
détectés, aprés une analyse chromatographique RP-HPLC-PDA, dans les fractions
d’éther diéthylique et acétate d’éthyle de 1’extrait brut aqueux préparé par macération de

Z. album.

Tous les extraits et fractions préparés de la partie aérienne de G. alypum et de Z. album
ont présenté un degré variable de piégeage des radicaux libres DPPH et de réduction du
fer. Les fractions récupérées a partir des extraits bruts aqueux préparés par décoction a
partir de la partie aérienne du G. alypum, ont enregistré 1’activité antioxydante la plus
puissante. La fraction éther diéthylique a présenté la plus haute capacité de piégeage des
radicaux libres DPPH avec une Clsy d’ordre de 20,54 + 0.48ug/ml et le meilleur pouvoir
de réduction de fer, avec une CEsy d’ordre de 280 = 0,04pg/ml.

Les extraits de Z. album ont présenté un effet protecteur d’hémolyse érythrocytaire plus
¢levé par rapport a celle de G. alypum. Cette activité reste faible en comparaison avec

celle du controle positif (acide ascorbique).

Les fractions obtenues par fractionnement d’extrait aqueux préparé par décoction de G.
alypum induisent une hémolyse oxydative retardé a celle des fractions obtenues par
fractionnement d’extrait aqueux préparé par macération de Z. album a des concentrations

faibles et élevés.
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e Les différents extraits et fractions préparées des plantes étudiées ont présenté la capacité
inhibitrice sur I’activité des enzymes a-amylase et a-glucosidase avec des valeurs de Clsg
variables. Par ailleurs, la fraction acétate d’éthyle préparée par décoction a partir de la
partie aérienne du G. alypum, a présenté I’activité inhibitrice la plus puissante vis-a-vis
I’enzyme a-amylase et 1’a-glucosidase, avec des Clsod’ordre de 0,57 + 0,05mg/ml et 0,52

+ 0,02mg/ml, respectivement. Cette inhibition reste faible par rapport a celle d’acarbose ;

Les résultats obtenus, nous a permis de conclure que les activités antioxydante,
antidiabétique et antihémolytique des deux plantes G. alypum et Z. album pourraient
contribuer a ses bienfaits thérapeutiques traditionnellement revendiqués sur le diabéte sucré et
le stress oxydatif. Les fractions riches en polyphénols pourraient étre considérées comme une
source d'antioxydants naturels qui peut étre valorisées pour la prévention et le traitement du

diabéte sucré et ses complications.
D’autres études sont suggérer pour approfondir cette étude, ou nous citons en perspective:

e Identification, caractérisation, et séparation des différentes fractions des composés
actifs par les méthodes d’analyses chimiques : Chromatographie sur colonne, HPLC,

CPG, RMN,...;
e Recherche des effets toxiques aigues et chroniques des fractions séparées;

e Evaluation de D’activit¢ antioxydante par d’autres méthodes: Etudier quelques
enzymes impliquées dans le stress oxydatif: superoxyde dismutase, glutathion

peroxydase, catalase,...

e Recherche d’effet hypoglycémiant, antihyperglycémiant, antihyperlipidémiant
d’extraits et des fractions séparés des plantes étudiées, sur les rats normaux et rendus

diabétiques;

e Recherche de mécanisme d’action de ces extraits a 1’échelle cellulaire: recherche de
I’effet insulino-sécrétoire de ces extraits dans les ilots de Langerhans isolés, I’effet sur
la captation du glucose par les tissus insulino-sensibles (adipocytes ou cellules

hépatiques isolées);

e Dr’autres études sont nécessaires pour la recherche et I’évaluation de d’autres activités

biologiques possible in vitro et in vivo.
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Tableau 01: (Moreno et Peinado, 2012; Hirata et al., 2014; Marzag et al., 2014; Cheemanapalli et al.,
2018; Kiokias et al., 2020;

Molécule Structure chimique | Molécule identifié et séparé Référence
Acide gallique (acide “Os,-OH Phénylethanoide Es-safi et al., 2007
benzoique) =

HO™ ~7 “OH
OH
Acide syringique GOOH Syringin Es-safi et al., 2007;
(acide benzoique) Feriani et al., 2017,
HLCO OCH3
OH
Acide p-coumarique Q Coumaroyl hexosyl glucitol | Feriani et al., 2017
(acide WOH
hydroxycinnamique) HO
Acide Ferulique 0 6-O-feruloyl-b-D- Feriani et al., 2017
(acide b X NoH glucopyranosyl (1-6)-glucitol
hydroxycinnamique) HO (globularitol
Quercetine (flavonol) on | Quercetin-glucoside Haji et al., 2018
o o ] Quercetin 3-sulfate Ksouri et al., 2013
\@ " Dérivés Flav-3-ols, flavone Villiers et al., 2015
Rutine (flavonol) i Isorhamnetin-3-O-rutinoside | Ksouri et al., 2013
il Flavonol glycoside
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\Q; | Villiers et al., 2015
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Figure 03: Histogrammes présentent le temps de demi-Hémolyse (HTs5) calculés apres traitement des
hématies par les fractions des extraits bruts de G. alypum préparées par décoction (EG-D): Fraction
éther diéthylique (FG-D-ED), fraction acétate d’éthyle (FG-D-AE), Fraction n-butanol (FG-D-nB) et
phase résiduelle aqueuse (PRG-D) a différents concentrations. La comparaison est effectuée contre un
Témoin (T) et ’acide ascorbique. Les valeurs sont les moyennes de 3 mesures = SD, ***: p <0.001.
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Figure 04: Histogrammes présentent le temps de demi-Hémolyse (HTs5) calculés apres traitement des
hématies par les fractions des extraits bruts de Z. album préparées par macération (EZ-M): Fraction
éther diéthylique (FZ-M-ED), fraction acétate d’éthyle (FZ-M-AE), Fraction n-butanol (FZ-M-nB) et
la phase résiduelle (PRZ-M) a différents concentrations. La comparaison est effectuée contre un
Témoin (T). Les valeurs sont les moyennes de 3 mesures = SD, *: p < 0.05, ***: p < 0.001, ns= non
significatif.

Tableau 02: les valeurs de At, ont ét¢ mesuré des extraits et des fractions préparés a partir des parties
aériennes de G. alypum et Z. album

10pg/ml 20pg/ml 40ng/ml 80pg/ml 160png/ml

Acide ascorbique 17 72.8 55,6 115,7 131,1
EG-D 29.8 20.4 32.7 27 44.2
EG-1 21.8 12.5 -17.6 2.4 56.6
EG-M 10.9 26.2 -16.6 9.1 59.2
FG-D-ED - 115.9 136.2 118.5 84.4
FG-D-AE 79.3 56.3 93.7 92.3 144.3
FG-D-nB 38.1 88.3 93.1 151.3 143.2
PRG-D 81.7 79.8 106 135.9 176
EZ-D 9.3 57.3 94.3 111.8 108.1
EZ-1 30.5 61.7 88.4 68.4 28.4
EZ-M 18.1 21.4 58 80.3 121.3
FZ-M-ED 20.9 68.9 105.9 123.4 119.7
FZ-M-AE 42.1 73.3 100 80 40

FZ-M-nB 29.7 33 69.6 91.9 132.9
PRZ-M -1.7 -4.6 11.3 35 92.5

Extraits bruts de G. alypum: EG-D extrait brut préparé par décoction, EG-I extrait brut préparé par
infusion EG-M extrait brut préparé par macération. Extraits bruts de Z. album: EZ-D extrait brut
préparé par décoction, EZ-I extrait brut préparé par infusion, EZ-M extrait brut préparé¢ par
macération.

Fractions des extraits bruts de G. alypum préparées par décoction (EG-D): Fraction éther diéthylique
(FG-D-ED), fraction acétate d’éthyle (FG-D-AE), Fraction n-butanol (FG-D-nB) et phase résiduelle
aqueuse (PRG-D). Fractions des extraits bruts de Z. album préparées par macération (EZ-M): Fraction
éther diéthylique (FZ-M-ED), fraction acétate d’éthyle (FZ-M-AE), Fraction n-butanol (FZ-M-nB).
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Tableau 03: les concentrations inhibitrices (Clsy) de I’enzyme a-amylase et a-glucosidase des extraits
bruts et fractions des parties aériennes de G. alypum et Z. album comparé contre ’acarbose.

IC5o (mg/ml) (a-amylase)

IC5o (mg/ml) (a-glucosidase)

Quercetine - 0.004 £ 0.001
Acarbose 0.012 £0.004 0.180 = 0.001
EG-D 2.40+£0.03 -

EG-1 2.76 £0.44 -
EG-M 2.15+£0.70 -
EZ-D 6.69 £0.25 -

EZ-1 5.63+£0.23 -
EZ-M 6.11+£0.26 -
FG-D-ED 0.57 £0.05 0.52+0.02
FG-D-AE 1.65+£0.10 1.29 £0.04
FG-D-nB 1.55+0.21 1.61 £0.04
PRG-D 2.18+0.15 2.55+0.002
FZ-M-ED - 4.5+041
FZ-M-AE - 1.8+£0.21
FZ-M-nB - 14.13+£0.73

Extraits bruts de G. alypum: EG-D extrait brut préparé par décoction, EG-I extrait brut préparé par
infusion EG-M extrait brut préparé par macération. Extraits bruts de Z. album: EZ-D extrait brut
préparé par décoction, EZ-I extrait brut préparé par infusion, EZ-M extrait brut préparé par

macération.

Fractions des extraits bruts de G. alypum préparées par décoction (EG-D): Fraction éther diéthylique
(FG-D-ED), fraction acétate d’éthyle (FG-D-AE), Fraction n-butanol (FG-D-nB) et phase résiduelle
aqueuse (PRG-D). Fractions des extraits bruts de Z. album préparées par macération (EZ-M): Fraction
éther di¢thylique (FZ-M-ED), fraction acétate d’éthyle (FZ-M-AE), Fraction n-butanol (FZ-M-nB).
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