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Résumé

Le Mdrier blanc (Morus alba L.), est une plante médicinale qui appartient a la famille des
Moracée. En médecine traditionnelle, les feuilles de cette plante sont utilisées comme

antidiabétiques.

Ce travail porte sur la recherche d’effet inhibiteur de 1’activité enzymatique de I'a-amylase,
en présence de 1’extrait brut eau-méthanol, des feuilles de Morus alba, préparés par infusion

suivie d’une macération et sa fraction acétate d’éthyle, obtenue par fractionnement.

Des tests phytochimiques qualitatifs et des dosages quantitatifs des polyphénols totaux et des
flavonoides des extraits préparés, ont été réalisés. L’effet de différentes concentrations de
chaque extrait sur l'activité de I'enzyme a-amylase a été évalué dans les conditions optimales
(pH 6,9 et T° 37°C).

Les résultats des tests phytochimiques ont révélé la présence des tanins, des flavonoides, des
quinones libres et des terpénoides. Le dosage des composés phénoliques ont montré que
I’extrait d’acétate d’éthyle est le plus riche en polyphénols totaux et en flavonoides avec des
teneurs d’ordre de 592,34+19.80 pg Eq AG/mg ES et 301,10+55 pg Eq C/mg ES

respectivement.

Par ailleurs, I’extrait brut eau-méthanol des feuilles de Morus alba a présenté une meilleure
activité inhibitrice vis-a-vis I’a-amylase avec une Clso d’ordre de 1,68 mg/ml, par rapport aux

autres extraits testés. Cette activité reste faible par rapport a 1’acarbose (ClIso = 0,003mg/ml).

En se basant sur ces résultats, nous avons conclu que les feuilles de Morus alba exerce un
effet inhibiteur sur I’activité de 1’a-amylase et donc sur la régulation de I’hyperglycémie ; par

une diminution de I’absorption intestinale du glucose.

Mots clés : Diabéte sucré, Morus alba, composes phénoliques, a-amylase, in vitro, effet
inhibiteur, Clso.



Abstract

The White Mulberry (Morus alba L), is a medicinal plant that belongs to the Moraceae

family. In traditional medicine, the leaves of this plant are used as anti —diabetics.

This work relates to the search for an inhibitory effect on the enzymatic activity of a-
amylase, in the presence of the raw water —methanol extract, of Morus alba leaves, prepared
by infusion followed by maceration and its ethyl acetate fraction, obtained by fractionnement.

Qualitative phytochemical tests and quantitative assays of total polyphenols and flavonoids
of the prepared extracts were carried out. The effect of different concentrations of each extract
on the activity of the amylase enzyme were tested under optimal conditions (pH = 6.9 and t°
37°C).

The results of phytochemical tests revealed the presence of tannins,flavonoids,free quinones
and terpenoids .the dosage of phenolic compounds showed that the ethyl acetate extract is the
richest in total polyphenols and flavonoids with order contents of 592,34+19.80 ug Eq AG/mg
ES et 301,10+55 ng Eq C/mg ES respectively.

In addition ,the crude water-methanolic extract of Morus alba leaves showed better
inhibitory activity against a amylase with an 1C50 of about 1.68mg/ml ,compared to the other

extract tested .this activity remains weak compared to the acarbose (1C50=0.003mg/ml).

Based on these results, we can say that the leaves of Morus alba exert an inhibitory effect on
the activity of amylase and therefore on the regulation of hyperglycemia; by decreased

intestinal glucose uptake.

Key word: diabetes mellitus, Morus alba, phenolic compounds, a- amylase, in vitro
inhibitory effect, IC50.
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Introduction

Le diabéte sucré, principalement le diabéte de type 2, est considéré depuis quelques années
comme un des fléaux du troisiéme millénaire, partout dans le monde, dans les pays
développés comme dans les pays en voie de développement. Le nombre de personnes
atteintes du diabéte sucré ne cesse a croitre de facon trés alarmante. On comptait 463 millions
de diabétiques en 2019 avec une estimation prévue de 578 millions personnes en 2030 et 700
millions en 2045 (FID, 2019).

L’hyperglycémie permanente, lorsque la glycémie a jelne est supérieur a 1,269 /1, est
spécifiguement un caractére principale dans cette pathologie. Elle est causée par une

insuffisance de sécrétion et/ou dans I’action d’insuline pancréatique (Imbert 2008).

Le traitement de cette maladie est basé sur I’utilisation des mesures hygiéno- diététiques, des
antidiabétiques oraux et/ou l’insulinothérapie pour les diabétiques de type 2, et seulement

I’insulinothérapie pour les diabétiques de type 1 (Charbonnel et Cariou, 1997).

L’une des stratégies courantes dans le traitement du diabéte sucré, est 1’inhibition de I’a-
glucosidase et ’a-amylase. Ces deux enzymes secrétées par le pancréas jouent un role

important dans la dégradation du glycogene et de I’amidon (Whitcomb et Lowe, 2007).

L’Algérie est considérée comme 1’un des pays les plus riches en plantes médicinales avec

plus de 3164 espéces (Vasisht et Kumar, 2004).

De nombreuses plantes sont considérées traditionnellement comme antidiabétiques. En
Algérie, les informations ethnobotaniques recueillies confirment la dépendance importante de

la population locale vis-a-vis les plantes médicinales (Allali et al., 2008 ; Azzi et al., 2012).

Le Mdrier blanc (Morus alba L.), ou M{rier commun, est une espéce fruitiere appartenant
a la famille des Moracées. Il fut largement cultivé pour ses feuilles, et qui sont un aliment

exclusif du ver a soie.

En médecine traditionnelle, les feuilles de Morus alba sont utilisées comme anti

hyperglycémiant, en réduisant 1’absorption du glucose dans les intestins (Lee et al., 2012).

Dans ce travail ; notre objectif est la recherche d’effet inhibiteur d’extrait brut eau-méthanol
et sa fraction organique acétate d’éthyle, des feuilles de Morus alba, sur 1™activité

enzymatique de I'a-amylase.

Notre travail sera réalisé selon les étapes suivantes :


https://fr.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A8ce
https://fr.wikipedia.org/wiki/Arbre_fruitier
https://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ver_%C3%A0_soie
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La premiére partie est consacrée a une étude bibliographique sur le diabete sucré, les

composés phénoliques, les enzymes a-amylase et a-glucosidase et la plante étudiée : Morus
alba.

La deuxieme partie est réservée a la description du protocole expérimental, I’interprétation et
la discussion des résultats obtenus.
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Synthese bibliographique Chap.l : Généralités sur le diabete sucré

1. Définition du diabéte

Le diabéte sucré est une maladie chronique qui survient lorsque le pancréas ne produit pas
assez d'insuline ou lorsque I'organisme est incapable d’utiliser I’insuline correctement (FID,
2019).

C’est une maladie métabolique, présentée par une perturbation des métabolismes
glucidiques, protéiques et lipidiques. Cette perturbation provoque un défaut dans la sécrétion

de I’insuline et/ou dans I’action de cette hormone. (Alberti et Zimmet, 1998).

2. Epidémiologie

Le diabete n’est plus une maladie des pays riches. En effet, 80% des personnes atteintes de
diabéte vivent dans des pays a faibles ou moyens revenus (OMS, 2016).

En 2000, I'estimation mondiale des adultes vivant avec le diabéte sucré était de 151 millions.
En 2009, il avait augmenté de 88% pour atteindre 285 millions et aujourd’hui 463 millions de
personnes qui vivent avec le diabéte. Ce chiffre peut atteindre 578 millions en 2030 et 700
millions en 2045 (Figurel) (FID, 2019).

@ Estimations

151 @ Projections
1
! 2003 s . R
1 (2:105=0 Estimated number of adults with
diabetes (in millions)(from IDF
2000 Diabetes Atlas editions 1% to 9*")

Figure 1 : Le nombre estimé d’adultes atteints de diabétes, dans le monde (FID 2019).

En Algérie, et salon la Fédération Algérienne des Associations de Diabétiques (FAAD), 5

millions des populations sont touchées par le diabéte sucre (FAAD, 2016).



Synthese bibliographique Chap.l : Généralités sur le diabete sucré

3. Types de diabéte

Selon I’Association Américaine du Diabéte (ADA) et 1’organisation mondiale de la santé

(OMS), le diabete sucré peut étre classé en 4 types.
3.1. Diabeéte type 1

Connu sous les noms : diabéte insulinodépendant ou diabéte juvénile ou diabéte de 1’enfant.
Il est provoqué par une réaction auto-immune au cours de laquelle le systéme immunitaire de
I'organisme attaque les cellules béta du pancréas, qui sont incapable de produire de I’insuline
ou avec une insuffisante totale (FID, 2019 ; OMS, 2016).

3.2. Diabéte type 2

Appeler aussi diabete gras, diabete insulinorésistant ou diabete adulte (Goldenberg et al,
2013).

C’est le type le plus fréquent. Il touche environ 90% des cas et son apparition est souvent

apres 1’age de 40 ans et plus précisément chez les obéses (Prasad et Groop., 2015).

Ce type de diabéte est déterminé par une résistance de 1’insuline ou une carence relative de la
sécrétion d’insuline. Son évolution est apparait par un degré d’hyperglycémie suffisant pour
provoquer des atteintes organiques et fonctionnelles dans des différents tissus sans symptéme

clinique (Monnier, 2010).
3.3. Lediabete gestationnel (DG)

Cette forme se caractérise par une hyperglycémie pendant la grossesse. Il peut survenir a
n'importe quel moment de la grossesse (il est cependant plus fréquent aprés 24 semaines) et

disparait généralement une fois que la femme a accouché (FID, 2019).
3.4. Autres types

Il est moins rependu. Ce type est appelé diabéte secondaire ou spécifique grace a sa relation
a des défauts génétiques des cellules B du pancréas, des défauts génétiques de 1’action de
I’insuline, des maladies du pancréas exocrine, des endocrinopathies, secondaire a la prise de
médicaments ou de substances chimiques, secondaire a une infection, des formes non
communes de diabétes immuns ou des diabéetes associés a des syndromes génétiques (Ernst
Heidi et al.; 2011).
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4. Critere de Diagnostiques

Selon PADA (2018), il existe plusieurs facons de diagnostiquer le diabete sucré :

4.1. Glycémie a jeun (FPG) :

Ce test Vvérifie la glycémie a jeun. Le jelne signifie aprés n'avoir rien mangé ni bu (sauf de
I'eau) pendant au moins 8 heures avant le test. Ce test se fait généralement le matin, avant le
petit déjeuner.

Le diabete est diagnostiqué a une glycémie a jeun supérieure ou égale a 126 mg / dl (Tableau
1)

Tableau 01 : les valeurs de la glycémie a jeun (FPG)

Résultat Glycémie a jeun (FPG)
Normal moins de 100 mg / dI
Pré diabete 100 mg /dla 125 mg/dl

Diabete 126 mg / dl ou plus

4.2. Test de tolérance au glucose par voie orale (OGTT) :

L'OGTT est un test de deux heures qui vérifie la glycémie avant et 2 heures apres avoir bu

une boisson sucrée spéciale. 1l indique au médecin comment le corps traite le sucre.

Le diabéte est diagnostiqué a une glycémie de 2 heures supérieure ou égale a 200 mg /dI

(Tableau 2).

Tableau 02 : les valeurs du test de tolérance au glucose par voie orale (OGTT)

Résultat Test de tolérance au glucose par voie
orale (OGTT)

Pré diabete 140 mg/dla 199 mg/dl

Diabete 200 mg / dl ou plus
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4.3. Test de glycémie aléatoire (également appelé occasionnel) :

Ce test est un test sanguin a tout moment de la journée lorsqu’on remarque de graves

symptomes du diabéte.
Le diabete est diagnostique a une glycémie supérieure ou égale a 200 mg / dl.
4.4. Heémoglobine glyquée (HbAlc) :

Le dosage de I’hémoglobine glyquée permet d’obtenir une estimation de la glycémie
moyenne au cours des deux a trois derniers mois de suivi d’un patient. Sa valeur est
généralement exprimée en pourcentage et permet la surveillance de 1’équilibre glycémique
des patients diabétiques (Procopiou, 2006). Il s’agit principalement d’un élément de suivi de
I’équilibre glycémique, & un niveau supérieur ou égal a 6,5% d’HbAlc (Tableau 3) (ADA.,
2008).

Tableau 3 : Valeurs de I’hémoglobine glyquée (HbALc)

Résultat HbA1C

Normal moins de 5,7%
Pré diabete 5,7% a 6,4%

Diabéte 6,5% ou plus

5. Complications du diabete sucré

5.1. Complications aigués métaboliques :

Les complications aigués du diabete ou a court terme se déclenche généralement en cas du
diabéte de type 1 ou a cause de certains médicaments, en cas de diabete de type 2 ou d'autres
formes de la maladie. Elles peuvent entrainer une maladie chronique ou le décés (FID 2019).

Ces complications sont présentées par :
v Accidents hypoglycémiques.

v" Trois complications hyperglycémiques du diabéte : acidocétose diabétique, syndrome

d’hyperglycémie hyperosmolaire et acidose lactique (Orban et Ichai, 2008).

)]
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5.2. Complications chroniques :

Les complications chroniques du diabéte ou a long terme se présentent généralement chez
les personnes atteintes de diabéte de type 2. Elles peuvent également survenir peu de temps
aprées lI'apparition du diabete de type 1. Un dépistage précoce et un traitement approprié sont
essentiels si I'on veut éviter toute invalidité et le déces (FID 2019). Ces complications

comprennent deux composantes :

v' La microangiopathie : trois tissus sont particulierement le siége de cette complication :

la rétine, le glomérule rénal et le nerf périphérique.
v' Lamacroangiopathie : artéres du cceur et arteres du cerveau (Belhadj et al., 2016).
6. Traitements du diabéte sucré
6.1. Mesures hygiéno-diététiques
Les mesures hygiéno-diététiques permettent a la fois :
» d’améliorer les perturbations de 1’équilibre glycémique.
» prévenir I’apparition des complications micro et macrovasculaire.

Elles doivent étre simples, réalistes, adaptées a chaque patient en fonction de son age, son

poids et son mode de vie. Elle nécessite :
» un regime alimentaire équilibre.
» une perte de poids.
» des exercices physiques régulieres (Blicklé, 2003 ; Bories, 2012).
6.2. Traitements médicamenteux

Ce traitement du diabéte reste nécessaire en cas d’échec de mesures hygiéno-diététiques.
Plusieurs médicaments administrés par voie orale sont disponibles pour normaliser le taux de

la glycémie (Graillot et al., 2012).
% Les insulinosécréteurs

IIs sont présentés par les sulfamides et les glinides. Leurs roles se résument dans
I’augmentation et la stimulation de la sécrétion de I’insuline et possedent un inconvénient de

complication cardiovasculaire et un risque d’accident hypoglycémique (Holman et al., 2008).
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« Les insulinosensibilisateurs

IIs sont connus par les classes des glitazones et les inhibiteurs de I'alpha-glucosidase. Ils
possedent des effets secondaires sérieux tels que les troubles intestinaux et aussi un effet

hépatotoxique.

Parmi ces agents on trouve 1’acarbose et miglitol qui ont la capacité de ralentir I’absorption
intestinale du glucose (Halimi et al. 2000 Godbout et Chiasson, 2007) et les Rosiglitazone
qui améliore d’action de I’insuline (Elte et Bblickle, 2007).

% L’incrétinomimétiques

IIs sont connus par les inhibiteurs de la DPP-4 (Dipeptidyl peptidase-4) et Analogues du
GLP-1 (Glucagon-like peptide-1). Leurs roles sont de réguler la sécrétion d’insuline et de
glucagon et de stimuler la sécrétion d’insuline par le pancréas. lls peuvent causer des

pancréatites et des diarrhées (Drucker, 2006 ; Fonseca et al., 2010 ; Deacon, 2011).
7. Utilisation des plantes médicinales dans le traitement du diabéte sucré

Dans le monde, beaucoup d’enquéte ethnobotanique et ethnopharmacologique ont été
menées, afin de détecter ou valoriser les plantes qui ont la capacité de soulager le diabéte
sucré. On trouve déja que ces plantes ont été utilisées dans nombreuses pharmacopées
traditionnelles comme antidiabétiques (Bedekar et al. 2010).

Une enquéte ethnobotanique réalisée auprés de 470 sujets diabétiques dans quatre Wilayas
de I’Ouest algérien, a permis de recenser 60 plantes médicinales utilisées pour le traitement de
diabéte sucré. Parmi ces plantes: Trigonella foenum-graecum, Rosmarinus officinalis,
Citrullus colocynthis, Tetraclinis articulata, Artemesia herba alba, Origanum compactum,
Punica granatum, Zygophyllum album et Artemesia absinthium (Azzi et al., 2012).
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1. Nomenclature

Nom codifié : E.C.3.2.1.1.

Nom commun : a-amylase.

Nom systématique : 1,4-a -D-glucane ,4-glucanohydrolase.

Synonymes : glycogénase, endoamylase, takaamylase, maxilase (Schamburg et Slzmann,
1991 ; Dauter et al., 1999).

2. Caractéristiques de I’a-amylase
++ Poids moléculaire : entre 40.000 et 90.000 daltons.
% pHoptimumde:5a8.

¢ Température optimum : 40°C et 70°C.

X/
o

Effecteur : les ions CI', Zn™, Mg™, Mn™ et Fe** sont également des activateurs de ’a

amylase.
3. Définition
L’a-amylase [a-(1,4)-D-glucane glucanohydrolase] est une endoenzyme omniprésentes, et
qui appartienne a la famille des hydrolases (Mercier, 1985 ; Keating et al., 1998). Elle joue
un réle dans la dégradation en hydrolysant des liaisons osidiques de l'amylose, de

I'amylopéctine, I'amidon, du glycogene et d'autres polysaccharides contenant des liaisons o
(1,4) D-Glucose (Ait Kaki-El-Hadef et al., 2012).

4. Structure

L’amylase est une protéine qui posséde un poids moléculaire de 57,6 KDa. Elle est composée
d’une seule chaine polypeptidique de 512 acides aminés (Whitcomb et Lowe, 2007). Trois

domaines structuraux ont été recensés chez I’a-amylase : A, B et C (Figure 2).
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Figure 2 : Diagramme en ruban de structure de I'a-amylase pancréatique humain (rose et gris
: domaine A, bleu le domaine B et rouge domaine C), I'ion chlorure (vert) et I'ion calcium
(jaune) (PDB, 2006).

« Le domaine A, le plus grand, qui est formé d’un cylindre d’hélices alpha contenant 8
feuillets béta ou se retrouve le site actif ainsi que le site de liaison de 1’ion chlorure

(Whitcomb et Lowe, 2007).

% Le domaine B, le plus petit, qui est adjacent a la structure du domaine A, composé
principalement de feuillets béta sous forme d’une cavité ou se trouve le site de liaison

de I’ion calcium.

X/

% Le domaine C a la région N-terminale de la molécule semble peu susceptible de jouer
un roéle direct dans le mécanisme catalytique. Il est moins étroitement associé aux
domaines A et B (Mac Gregor et al., 2001).

5. Origines :

L’a-amylase a des différentes origines (bactérienne, fongique, animale et végétale), et ca
n’affecte pas I’activité amylolytiques. Elles sont obtenues a partir de I’extraction des tissus
végétaux et animaux ou fermentation par des cellules microbiennes (Nouadri, 2011).

11
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6. Mécanisme d’action

La dégradation d’amidon se fait en deux étapes : une dans la bouche et I’autre dans 1’intestin
gréle. L’a-amylase salivaire commence la digestion de 1’amidon alimentaire hydraté par
hydrolyse des liaisons a (1— 4). Ensuite, elle continu dans D’intestin par 1’a-amylase
pancréatique qui fait le clivage des liaisons a (1— 4) terminales et les a (1— 4) voisines des
liaisons a (1—6). Ces amylases synthétisent des polysaccharides et oligosaccharides (Figure
3). (Quezada-Calvillo et al., 2008).

Glu 261
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Qo 0 o % 7N\

! { s

— H - H
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\C/ ‘.:/ J\ ,0
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Figure 3 : Mécanisme catalytique d’enzyme a-amylase (Merabti, 2006).
7. Les inhibiteurs de I’alpha amylase
Au cours des derniéres années, plusieurs enquétes ont évalué I'efficacité
des inhibiteurs d'a-amylase dans le traitement du diabéte (Buisson et al., 1987).

L’a-amylase joue un role important dans le mécanisme digestif des hydrates de carbones
complexes, alors I’inhibition de cette enzyme va retarder la digestion des oligosaccharides et
des disaccharides, et elle va retarder I'absorption du glucose dans les intestins, ce qui va
réduire le taux de glucose dans le sang, et la diminution de I'nyperglycémie postprandiale
(Lebovitz, 1997).

L'Acarbose, le voglibose et le miglitol sont largement utilisés par les patients atteints du
diabéte sucré, mais ces inhibiteurs ont beaucoup d’effets indésirables comme les troubles de
foie, des tumeurs rénales etc.... (Shobana et al., 2009). Les inhibiteurs d’a amylase d’origine

végétale offrent une stratégie attirante pour le contrdle de diabéte (Tundis et al., 2010).

12
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Tableau n°® 04 : Exemples des plantes étudiées pour leurs effets inhibiteurs d’alpha amylase.

La plante La partie utilisée IC50 La référence
Picralima nitida Feuilles 6,50mg/ml Mutiu et al., 2013
Andrographis 50,9mg/ml Rammohan et al.,
paniculata Feuilles 2008
Xincheng et al., 2012
Cichorium racines 4,36mg/ml
glandulosum
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1. Nomenclature

Nom codifié : EC (3.2.1.20) (Nimpiboon et al., 2011)
Nom systématique : glucane 1-4 o glucosidase (Nimpiboon et al., 2011)
Nom recommandé : Maltase (Zhang et al., 2015)

Synonymes : Amyloglucosidase, y- amylase, a —glucosidase lysosomale, exo-1,4- a-

glucosidase, glucose amylase, y-1,4-glycan glucohydrolase, maltase acide, 1,4- a —D glucane

glucohydrolase, glucoamylase, a-glucoside hydrolase, 1,4-glucoside a-D-glucosidase, maltase
glucoamylase (Jannavi, 2013 ; Ren et al., 2011 ; Sim et al., 2010 ; Sim et al., 2008).

2. Caractéristiques de I’a-glucosidase :

e Température optimale : 45c°.

e pH optimum : 4,5- 9,0.

e Effecteurs : Mg?* et Ca?*.

3. Définition

Les glucosidases catalysent la dégradation hydrolytique des polysaccharides en
oligosaccharides et en hydrates de carbone monomeres. Elles sont impliquées dans un grand
nombre de processus biologiques fondamentaux du métabolisme des sucres : la digestion des
polysaccharides alimentaires dans la bouche et Dintestin gréle, la dégradation des

polysaccharides au niveau du lysosome, ou encore la glycosylation des protéines au niveau du

réticulum endoplasmique et de 1’appareil de Golgi.

De toutes les enzymes présentes dans la nature, ce sont les plus abondantes, les plus évoluées
et comptent parmi les plus efficaces. Elles arrivent a augmenter jusqu’a 10 fois la vitesse de la

réaction de coupure de la trés stable liaison glucosidique C-O (347 kJ.mol?) (Saihi 2015).
4. Structure

L’a- glucosidase est une glycoprotéine qui appartient a la famille des glycosides hydrolases
(Soro, 2007). Elle peut étre monomeérique ou homodimérique (Shirai et al., 2008). Elle est

constituée de 4 grands domaines et deux sous-domaines (figure 05).
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Figure 4 : Structure monomérique de I’a- glucosidase (Ernst et al., 2006).

v" Domaine N (N-terminal) : jaune.
v' Domaine A (B/o) (central catalytique) : rouge.
v Sous-domaine B (boucle A B 3 —A a3) : violet.
v Sous-domaine B (boucle A B 4 —A a4) : orange.
v" Domaine D (C-terminal) distale : vert.
v" Domaine C (C- terminal) proximale : bleue.

5. Mécanisme d’action

Les a- glucosidases catalysent I'hydrolyse de la liaison glucosidique alpha (1-4). Elles
agissent sur de nombreux osides, dégradant les disaccharides, oligosaccharides et
polysaccharides (glycogéne, amidon...) soit a I’extrémité terminale, soit en position terminale

non réductrice.

Il transfert ce résidu sur une molécule d'accepteur (transglucosylation). Ces réactions se fait
par le maintien de la configuration anomérique a par un mécanisme a double déplacement
constituant une rétention de la configuration du carbone anomere (Figure5) (Hancock, 2006 ;
Soro, 2007).
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Figure 5 : Mécanisme d’action des glucosidase a rétention de configuration (Hancock et al.,
2006).

5. Les inhibiteurs d’alpha glucosidase

Les inhibiteurs de I'alpha-glucosidase agissent comme des inhibiteurs compeétitif et réversible

de I'alpha glucosidase nécessaire pour dégrader les glucides.

Les inhibiteurs, comme l'acarbose, miglitol et voglibose (Figure 7), sont cliniquement utilisés

comme des antidiabétiques. Ils jouent un réle important dans le traitement du diabete sucré,
en retardant l'absorption des glucides importé, et en diminuant la glycémie postprandiale
(Nair et al., 2013 ; Salehi et al., 2013 ; Sulistiyani et al., 2016). L’acarbose est un
pseudotétrasaccharides qui est différent des oligosaccharides de notre alimentation par
I’attachement d’un groupe aminoglucidique sur le groupe alpha-glucopyranose. Cette
molécule se lie sur la bordure en brosse de I’intestin gréle et ralentissent de 1’absorption des
sucres (Shim et al., 2003).

Figure 6 : Les structures des inhibiteurs de 1’a- glucosidase : (A) voglibose, (B)
miglitol, (C) acarbose (Lysek et al., 2006).
17
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Le tableau suivant représente quelques plantes médicinales ayant un effet inhibiteur vis-a-vis

de I’a-glucosidase.

Tableau 5 : Exemple de plante a activité inhibitrice de 1’a-glucosidase.

Partie

Taux d’inhibition

Plante e . Références
utilisée Concentration
Picralima nitida Feuilles 67,3% a 5mg/ml Mutiu et al., 2013
Andrographis paniculata | Feuilles 89% a 6,5mg/mi Rammohan et al., 2008
Cichorium glandulosum Les racines | 40% a 1,25 g/ml Xincheng et al., 2012
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1. Noms vernaculaires

Morus alba L. est une espece appartenant a la famille Moracées. Elle est connue par

plusieurs noms vernaculaires des différentes langues :
» En arabe : Ettoute El Abiad.
» En frangais : Le Murier blanc.
» En anglais mulburry ; white mulburry (Zafar, et al., 2013).
2. Classification taxonomique :

Selon (Zafar et al., 2013) le Murier peut étre classée comme suit :

Régne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Super division Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Hamamelididae
Ordre Urticales
Famille Moraceae
Genre Morus

Espéce alba

Nom binomial Morus alba L.

3. Description botanique

La plante M. alba est un arbre monoique d’une hauteur allant de 8-15m, caducifolié, aune

tige cylindrique et rugueuse :

> Feuilles: a limbe long (6-18 cm) plus ou moins lobé et denté, base tronguée ou
faiblement cordée, sommet arrondi avec une courte dent terminale ou en pointe courte.
face supérieure vert foncé, duveteuse et luisante et face inférieure bleue vert et glabres

mais éventuellement pubescentes sur les nervures principales (Figure 7-A).
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> Pétiole : 2-4 cm canalicules.

» Fruit : Glomérule charnu (groupe) de fruits blancs rosés ou noirs portés par un pédoncule

presque aussi long qu’eux, de saveur sucrée (Figure 7-B) ; (Rameau et al., 2008).

> Les racines ont un grand diamétre pres de la couronne radiculaire, et se ramifie a quelque
pieds de la couronne en nombreuses racines fibreuses. (Figure 7-C) ; (Bunger et al.,

1938)

» L’écorce est brun clair a gris, lisse, devenant divisé en crétes écailleuses étroites (Taylor

1965) (Figure 7-D).

C : Racines D : Ecorces

Figure 7 : photos des différentes parties de Morus alba (Devi et al., 2013).

4. Répartition geographique

Morus alba est omniprésent dans toute I'Asie, I'Afrique, I'Europe et I'Amérique du Sud et du
Nord. Elle se trouve dans un large éventail de zones tropicales et dans les régions vallonnées
de I'Himalaya a une hauteur de 3300 m. Il est originaire du Pakistan, de I'Inde et du Népal
(Zafar et al., 2013).
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5. Composition chimique

Fruit du murier blanc est une trés bonne source d'acide ascorbique, dont plus de 90% est
présent sous une forme réduite. 1l contient également du carotene, de la vitamine B1, acide

folique, acide folinique, isoquercétine, quercétine, tanins, flavonoides et saponines.

La feuille de mdrier blanc contient des triterpénes (lupéol), des stérols (B-Sitostérol), des
flavonoides (rutine, moracétine, quercétine-3-triglucoside et isoquercitrine), des coumarines,
des huiles volatiles, des alcaloides, des acides aminés et des acides organiques. (Singh et al.,

2013).

Les tableaux 6 et 7 présentent, respectivement, les teneurs en minéraux et en composés

phénoliques dans les feuilles de Morus alba.

.Tableau 6 : Teneur en minéraux dans les feuilles de Morus alba (Srivastava et al., 2007)

Elément Feuilles séchées Feuilles fraiches
Fer. (mg/100) 19,00 - 35,72 4,70 - 10,36
Zinc (mg/100) 0,72 - 3,65 0,22 -1,12
Calcium (mg/100) 786,66 - 2226,66 380 - 786
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Tableau 7 : Analyse quantitative des composés phénoliques présents dans les feuilles de M.
alba (Thabti et al., 2012)

Composes Teneurs (mg/100g)
1 1-Caffeoylquinnic acid 58,42 — 58,90
2 Caffeic acid 1579,77 — 1588,25
3 5-Caffeoylquinnic acid 1380,80 — 1382,28
4 4-Caffeoylquinnic acid 124,61 — 124,93
5 Quercetin-3-O-rhamnoside -7-O-glucoside 272,60 — 273,06
6 Quercetin-3,7-D-0O-B-D-glucopyranoside 137,949 — 137,991
7 Kaempferol-7-O-glucoside 211,432 — 211,488
8 Rutin 193,69 — 194,77
9 Quercetin-3-O-glucoside 972,466 — 972,494
10 | Quercetin-3-O-(6-malonyl)- B -D-glucopyranoside 1258,58 — 1258,84
11 Quercetin-3-O-glucoside-7-O-rhamnoside 849,06 — 849,30
12 Kaempferol-3-Oglucopyranosyl-(1,6)- p -D- 615,98 — 616,66

glucopyranoside

13 Kaempferol-3-O-(6-malonyl) glucoside 1332,91 — 1333,75
Acide phénolique totaux 3148,966 — 3148,994
Flavonoide totaux 5846,30 — 584672
Total 8995,426 — 8995,546
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6. Utilisation thérapeutique et traditionnelle :

Les études expérimentales effectuées sur Morus alba ont mis en évidence différentes

activités biologiques et pharmacologiques qui sont répertoriées dans le tableau 8

Tableau 8 : Utilisation traditionnelle des differentes parties de Morus alba

Activité biologiques

Parties et extraits utilisés

Références

Antioxydante

Branches, feuilles et racines.
Extrait méthanolique

Shahid et al., 2012

Antidiabétique

Les feuilles

Extrait méthanolique

Bahman et al., 2009

Antimicrobienne

Les feuilles

Chloroforme et methanol

Manjula et al., 2009

Anticancéreuse

Les feuilles

Extrait méthanolique

Chon Su et al., 2009

Extrait hydroalcoolique

Les feuilles
Anxiolytique Yadav et al., 2008
Extrait méthanolique
Les feuilles
Nephroprotective Nematbakhsn et al., 2013

Hepatoprotective

Les feuilles

Extrait hydroalcoolique

Heiballah et al., 2009

Hypocholestérimique

les racines

extrait méthanolique

Hesham et al., 2006

Antiolopaminergique

Adhikro et al., 2008

Antistress

Les racines

Extrait méthanolique

Vandana et al.2009
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Partie expérimentale Matériel et méthodes

Notre travail est réalisé au sein du laboratoire de recherche « Antibiotiques, Antifongiques,
Physico-chimie, Synthése et activités biologiques (LAPSAB), Département de biologie,
Faculté des sciences de la nature et de la vie, des sciences de la terre et I’'univers, Université

Abou Bekr Belkard (Tlemcen)

L’objectif de cette étude et de tester in vitro I’effet d’extrait brut hydrométhanolique, sa
fraction acétate d’éthyle et la phase résiduelle préparés des feuilles de Morus alba sur

I’activité é de I’a amylase.
Deux parties sont réalisées :

» Etude phytochimique : Tests phytochimiques et le dosage des polyphénols totaux et
flavonoides des extraits préparés.

» Etude biologique : Recherche de I’effet inhibiteur des extraits préparés des feuilles de

Morus alba sur I’activité de I’a amylase.
1. Matériel vegétal
1.1. Préparation du matériel végetal :

Le matériel végétal utilisé dans notre étude est les feuilles de Morus alba, récoltées au moins

de décembre 2019, dans la région de Ghazaouat wilaya de Tlemcen (Algérie).

Les feuilles ont été¢ séchées a I’abri de la lumiere, de ’humidité et a une température

ambiante pendant un mois afin de préserver au maximum d’intégrité des molécules.

Apres séchage, les feuilles séchées ont été broyées a 1’aide d’un mortier en petits morceaux
(Figure 08).
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Figure 8 : A : Les feuilles de Morus alba séchée et broyée (photo de laboratoire)

B : Les feuilles de Morus alba récoltées avant le séchage et broyage

1.2. Extraction du matériel végétal :

Les extraits utilisés au cours de notre étude sont préparés selon le mode d’extraction en

infusion suivie par une macération et par fractionnement (liquide/liquide).

1.2.1. Préparation de I’extrait brut (hydrométhanoliques) par infusion suivi par une

macération :

20g de feuilles de Morus alba séchées et broyées est mis en contact avec 400ml d’un
mélange eau/méthanol bouillant (30:70 ; v/v). La préparation est laissée macérer sous
agitation et a une température ambiante pendant 48 h a 1’abri de la lumiére. Apres filtration, le

méthanol du filtrat récupéré a été évaporé a I’aide d’un rotavapor.
L’extrait brut hydrométhanolique (EB) récupéré est séché dans 1’étuve a 37°C.
1.2.2. Préparation des extraits acétate d’éthyle par fractionnement (liquide /liquide) :

L’extrait hydrométhanolique récupéré est soumis a des extractions liquide /liquide, a 1’aide

d’une ampoule a décanté, par des solvants a polarités déférentes :

++ Le chloroforme, est utilisé en premier, pour éliminer les pigments et les graisses.

+» La phase aqueuse récupérée est traitée par acétate d’éthyle (3 lavage).
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¢ La phase organique acétate d’éthyle récupérée est évaporée a sec a I’aide d’un rotavapor
a60°C.
% Fraction acétate d’éthyle (FAE) est récupeérée.

%+ La phase résiduelle aqueuse (PR) est récupérée aprés séchage dans 1’étuve a 37°C.

L’extrait brut hydrométhanolique (EB), la fraction acétate d’éthyle (FAE) et la phase
résiduelle aqueuse (PR) sont conservés a I’abri de la lumiére, afin de réaliser des tests

phytochimiques et biologiques.

1.2.3. Calcul de rendements :

Le pourcentage de rendement pour chaque extrait a été calculé par la formule suivante :
R(%) = M /MO x 100

(%) : Rendement exprimé en %.
M : Masse en gramme de I'extrait sec résultant

MO : Masse en gramme du matériel végétal.

2. Tests phytochimiques

Les extraits préparés ont fait 1’objet des tests phytochimique, qualitatifs, a fin de détecter la
présence ou 1’absence de certaines familles chimiques. Ces tests sont réalisés par les méthodes

décrites par Bruneton (1993) et Harbone (1998).
2.1. Composés phénoliques :
» Tanins :

A 1ml de chaque extrait, nous avons ajouté 200ul de FeCls (1%). La présence des tanins est

indiguée par une coloration verdatre ou bleu noiratre.
» Flavonoides :

A 1ml d’extrait, nous avons ajouté 1ml de HCI concentré puis quelques copeaux de tournures
de magnésiums. L’apparition d’une couleur rouge, rose ou orange confirme la présence des

flavonoides.

» Quinones libres :
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A 1ml d’extrait, nous avons ajouté 100ul d’hydroxyde de sodium NaOH (1%). La présence

des quinones libres est confirmée par 1’apparition des couleurs vire au jaune, rouge ou violet.
» Anthraquinones :

A 1ml d’extrait, nous avons ajouté 1ml de NH4OH (10%). La présence des anthraquinones

est indiquée par une coloration violette.
2.2. Composés azotes
» Alcaloides

Dans deux tubes contenant 500ul d’extrait ; nous avons ajouté quelques gouttes HCI (2%).
Puis nous avons ajouté 500ul de réactif de Mayer dans le 1°" tube et 500ul de réactif de
Wagner dans le 2°™ tube. La présence des alcaloides est indiquée par 1’apparition d’un

précipité blanc et marron, respectivement.
2.3. Composés terpéniques
» Test de slakowski :

A 1 ml d’extrait nous avons ajouté 400 pl de chloroforme et 600 pl d’acide sulfurique. La
présence des terpénoides est confirmée par 1’apparition de deux phases et une couleur

marron a I’interphase.
» Saponines :

10ml de chaque extrait est agité pendant 15 secondes. Une mousse de lcm persistante
pendant 20 min confirme la présence des saponines.

3. Dosage des composes phénoliques

Les extraits brut eau-méthanol et la phase résiduelle aqueuse sont solubilisés dans 1’eau
distillée a une concentration de 1 mg/ml et extrait organique acétate d’éthyle est solubilisé
dans le DMSO et I’eau distillée a une concentration de 1 mg/ml pour le dosage des

polyphénols totaux et des flavonoides.
3.1. Dosage des polyphénols totaux :
e Principe

La teneur en polyphénols totaux a été évaluée selon la méthode décrite par Vermerius et
Nicholson en 2006. Le réactif utilisé est le réactif de Folin-Ciocalteu de couleur jaune. Il est

constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et 1’acide
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phosphomolybdique (H3PMo01204) qui se réduit lors de 1’oxydation des phénols, en un
mélange d’oxyde bleu du tungsténe (WsO23) et de molybdénes (MogO23). La coloration bleu
présente un maximum d’absorption & 700 nm dont I’intensité est proportionnelle a la quantité

de composés phénoliques présents dans 1’échantillon (Vermerius et Nicholson, 2006).

e Mode Opératoire :
Les composés phénoliques totaux sont quantifiés de la maniére suivante :

% Me¢élanger 100 pl d’extrait avec 2 ml de la solution de carbonate de sodium (NaCO3) a
(2%) ;

%+ Agiter et incuber pendant 5 min ;

% Ajouter 100 pl du réactif Folin-Ciocalteu (1N) ;

% Incuber a une température ambiante et a 1’abri de la lumiere pendant 30 min ;
% Mesurer I’absorbance au spectrophotométre a 700 nm contre un blanc ;

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

utilisant I’acide gallique comme étalon a un intervalle de concentration de 50 a 400ug/ml.

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

d’extrait sec (ug Eq AG/mg ES).

Chaque essai a été répéte 3 fois.

3.2. Dosages des flavonoides :
e Principe

Le taux des flavonoides est quantifié par la méthode spectrophotométrique au trichlorure
d’aluminium (AICl3) et la soude (NaOH), selon la méthode décrite par Ardestani et

Yazdanparast en 2007.

Le trichlorure d’aluminium, utilis¢é comme agent chromogene, forme un complexe jaune avec
les flavonoides et aprés I’ajout de la soude, la couleur devient rose et absorbe dans le visible a

510 nm (Ardestani et Yazdanparast, 2007).

e Mode opératoire :

% Meélanger 250 ul de I’extrait avec 1 ml d’eau distillée et 75 pl d’une solution de nitrite
de sodium NaNO> (15%) ;

¢+ Incuber pendant 6 min a température ambiante ;
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% Ajouter 75 ul de trichlorure d’aluminium AIClz (10%) ;

X/
°e

Aprés 6 min d’incubation, ajouter 1 ml d’hydroxyde de sodium (4%) ;

X/
*

% Compléter le volume total a 2,5 ml avec I’cau distillée ;
¢+ Agiter et incuber pendant 15 min ;
¢ Mesurer I’absorbance au spectrophotometre a 510 nm contre un blanc.

En paralléle, une gamme d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions opératoires

en utilisant la catéchine comme étalon a des concentrations de 50 a 400 pg/ml.

Les résultats sont exprimés en microgramme Equivalent Catéchine par milligramme

d’extrait sec (ugEq C/mg ES).
Chaque essai est répété 3 fois.

Les teneurs en polyphénols totaux et flavonoides dans les extraits étudieés sont calculées a

partir des courbes de régression linéaire.

4. Recherche de ’effet inhibiteur des extraits de Morus alba sur I’ amylase
4.1. Réactifs utilisés
4.1.1. Solution de I’a amylase :

L’origine de I’a-amylase utilisée dans notre étude est le pancréas de porc (E.C.3.2.1.1). Elle
se présente sous forme lyophilisée, son poids moléculaire est de 13000 Da avec une activité
spécifique de 13UI/ml. L optimum de 1’activité a-amylase d’origine porcine est pH 6,9 pour

une température de 37°C. Cette enzyme est conservée a +4°C.
4.1.2. Solution de substrat :

Nous avons utilis¢ I’amidon soluble de pomme de terre. 1g d’amidon dissous dans 100 ml de
solution tampon phosphate (0,02 M, pH 6,9). Le mélange est chauffé a une température de
50-70°C, sous agitation.

4.1.3. Solution d’extrait :
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Les extraits secs de la plante étudiée (EB, FAE et PR) sont dissous dans la solution tampon
phosphate (0,02 M, pH 6,9). Une gamme de concentration croissante a été préparée variante
de 144 mg/ml.

A noter : une quantité de DMSO est ajoutée a 1’extrait organique afin de le solubilisé.
4.1.4. Solution d’acarbose :

Une solution d’acarbose commercialis¢ (Glucobay 50 g) a différentes concentrations
variantes de 0,00125 a 1 mg/ ml est préparée dans le tampon phosphate (0,02 M, pH 6,9)
(Kez 2018).

4.1.5. Réactif chromogene 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) :

Dans un erlenmeyer, 1 g de I’acide 3,5-dinitrosalicylique est dispersé dans 40 ml d’eau
distillée. La solution obtenue est de couleur jaune opaque. En paralléle, nous avons préparé
une solution de NaOH (2N) dans 20 ml d’eau distillée dans laquelle nous avons dissous 30 g
de tartrate double de sodium de potassium sous agitation. Une fois les deux solutions sont
mélangées, le réactif devient limpide avec une couleur orange. Le volume final est ajusté a

100 ml avec de 1’eau distillée. Le réactif obtenu est conservé a I’abri de la lumiére et a +4°C.

4.2. Evaluation de I’effet inhibiteur de I’a amylase
e Principe

Cette méthode consiste a évaluer ’effet inhibiteur des extraits de la plante étudiée sur la

I’activité de I’a-amylase d’origine porcine. Le substrat utilisé est 1’amidon.

L’acarbose est une molécule de référence utilisé comme témoin positif dans I’inhibition de

cette enzyme.

En milieu alcalin et a chaud, I’oxydation des groupements aldéhydes et cétones libres des
sucres provoque la réduction de I’acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) de couleur jaune
orange en acide 3-amino 5-nitrosalicylique de couleur rouge orange qui absorbe a 540 nm.
L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de sucres réducteurs présents dans

le milieu réactionnel (Heidari et al., 2005 ; Thalapaneni et al., 2008).

» Mode opératoire :
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Pour chaque concentration obtenue a partir des extraits, nous avons testé 1’effet sur I’activité

de I’a-amylase. Nous avons prépare :
Tube d’essai :
¢ 200 pl de solution enzymatique sont ajoutés a 200 ul de solution d’extrait ;

% Le tout est agité et incubé pendant10 min a 37°C ;

X/
°e

200 pl de la solution d’amidon sont, ensuite, ajoutés ;

X/
°e

les tubes sont incubés pendant 15 min & 37°C.

R/
A X4

400 pl de DNSA sont ajoutés.

%+ Les tubes sont introduits dans un bain marie bouillant pendant 5 min et déposés, apres,
dans un bain glagcant ce qui provoque un choc thermique conduisant a 1’arrét de la
réaction entre le maltose et le DNSA.

¢ L’absorbance est mesurée a 1’aide d’un spectrophotométre a 540 nm.

La réaction d’inhibition a été répétée 3 fois pour chaque extrait.

Dans les mémes conditions nous avons préparés :

¢ Un tube blanc (pour le control négatif) : 400 pl de solution tampon + 200 pl d’amidon ;

% Un tube control négatif : 200 pl de solution tampon + 200 pl d’amidon + 200 pl de

solution enzymatique ;

¢ Un tube blanc (pour ’extrait) : 200 pl de solution tampon + 200 pl de solution d’extrait
+ 200 pl d’amidon.

Expression des résultats :

Le pourcentage d’inhibition (1%) est calculé par I’équation suivante :
1% = [(AA - AB)/ AA] x 100

AA : I’absorbance de control négatif.

AB : I’absorbance d’échantillon.

Les CI50 (concentration inhibitrice de 50%) pour chaque extrait sont calculées a partir des

courbes de régressions logarithmiques d’inhibition.

5. Analyses statistiques :
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Les analyses quantitatives (dosage des polyphénols et flavonoides) ont été realisees par 3

répétitions. Nous avons calculé les moyennes et les écartypes a partir des formules suivantes :

Moyenne MOY= Xxi/n

Ecart-type G=\/V3r
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1. Caractéristiques des différents extraits

L’extrait brut eau méthanol (30/70 v/v), sa fraction organique acétate d’éthyle et la phase
résiduelle aqueuse préparé par une infusion suivie d’une macération, a partir des feuilles de

Morus alba, ont présenté des aspects, des couleurs et des rendements variables.

Le rendement a été calculé par rapport a 20 g du matériel végétal sec et les résultats ont été

exprimés en pourcentage massique (p/p) (Tableau 10)

Tableau 9 : Caractéristiques des différents extraits préparés des feuilles de Morus alba

Extrait Rendement Aspect Couleur Solubilité

%

Extrait brut Eau- 10,25% Cristaux Marron foncé Eau distillée
méthanol (EB)

Fraction 1,02% Poudre Marron claire | Eau distillée-DMSO
organique acétate

d’éthyle (FAE)

Phase aqueuse 9,40% Poudre Marron foncé Eau distillée

résiduelle (FR)

Selon les résultats regroupés dans tableau 9, nous avons remarqué que les trois extraits sont

de couleur marron.

La fraction organique acétate d’éthyle et la phase résiduelle aqueuse sont récupérés sous
forme poudre. Contrairement a I’extrait brut eau-méthanol qui est récupéré sous forme

cristallisé.

L’extrait brut eau-méthanol et la phase résiduelle aqueuse sont solubles dans 1’eau distillée ;

alors que I’extrait organique acétate d’éthyle est solubilisé dans 1’eau distillée et le DMSO.

Par ailleurs, nous avons enregistré que le rendement le plus élevé est celui de I’extrait brut
eau- méthanol avec un pourcentage massique d’ordre de 10,25%, suivi par la phase résiduelle
aqueuse avec un rendement d’ordre de 9,40%. Par contre, ’extrait organique acétate d’éthyle

a présenté le rendement le plus faible avec un pourcentage de 1,02% (Tableau 9).
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2. Tests phytochimiques

Les résultats qualitatifs des tests phytochimiques réalises sur les extraits préparés des feuilles
de Morus alba ont montré la présence ou I'absence de certains groupes chimiques. Ces tests

sont en relation avec des réactions spécifiques de coloration et de précipité.
Ces résultats sont regroupés dans le tableau 10.

Tableau 10 : Résultats des tests phytochimiques réalisés sur les trois extraits préparés des

feuilles de Morus alba.

Métabolite secondaire Extrait brut Eau- Fraction Phase aqueuse

méthanol organique acétate résiduelle
(EB) d’éthyle (FAE) (FR)
Tanins +++ ++ +
Flavonoides - + -
Quinones libres - + +++
Saponines - ++ )

Anthraquinones - - -

Alcaloides Mayer - - -

Wagner - - -

Terpénoides | Slakowski | +++ +++ +++

+ : Présence ; - : Absence

Selon les résultats obtenus dans tableau ci-dessus, nous avons remarqué que les trois extraits

préparés des feuilles de Morus alba sont riches en tanins et terpénoides.

En plus, nous avons révélé la présence des flavonoides, des quinones et des saponines dans

I’extrait organique acétate d’éthyle et les quinones dans la phase résiduelle aqueuse.

Par contre, nous avons noté 1’absence d’anthraquinones et d’alcaloides dans les trois extraits

prépareés.
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3. Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides :

Les analyses quantitatives des polyphénols totaux et des flavonoides ont été réalisées par

méthode spectrophotométrique a 1’aide d’un spectrophotométre UV-visibles.

Les polyphénols totaux ont été quantifiés suivant la méthode du Folin-Ciocalteu ; alors que la
quantité des flavonoides a été estimée en milieu alcalin par méthode de trichlorure

d’aluminium.

Les teneurs en polyphénols totaux sont déterminées a partir de 1’équation de régression
linéaire de la courbe d’étalonnage d’acide gallique (y =0,0019 x, R?=0,9956) (figure 9). Les
résultats sont exprimés en microgramme Equivalent d’acide gallique par milligramme

d’extrait (ug Eq AG/ mg ES).

Les teneurs en flavonoides sont déterminées a partir de 1’équation de régression linéaire de la
courbe d’étalonnage de la catéchine (y = 0,003x, R?=0.9952) (figure 10). Les résultats sont
exprimés en microgramme Equivalent de la catéchine par milligramme d’extrait (ug Eq C/ mg
ES).
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Figure 9: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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Figure 10 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.

Le tableau 11 présente les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides dans 1’extrait brut
eau méthanol, sa fraction organique et la phase résiduelle préparés des feuilles de Morus alba.

Tableau 11 : Teneur en polyphenols totaux et en flavonoides des trois extraits préparés des

feuilles de Morus alba.

Extrait brut Eau- | Fraction organique Phase aqueuse
méthanol (EB) acétate d’éthyle résiduelle (FR)
(FAE)
Polyphénols totaux
(ng Eq AG/mg ES) 171,69 + 8,91 592,34 + 19,80 204,38 + 83,36
Flavonoides
52,85 + 16,83 301,10 + 55,00 56,66 * 3,33
(ng Eq C/mg ES)

Le dosage est repété 3 fois et les résultats sont exprimés en moyenne * écartype.

D’apreés les résultats obtenus, nous avons enregistré que la fraction organique acétate d’éthyle
a présenté les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux et en flavonoides d’ordre de
592,34 + 19,80 ug Eq AG/mg ES et 301,10 + 55,00 ug Eq C/mg ES, respectivement. Suivie
de la phase résiduelle aqueuse et I’extrait brut eau-méthanol qui ont marqué des teneurs en
polyphénols totaux entre 204,33 + 83,36 et 171,69 + 8,91 ng Eq AG/mg ES, et en flavonoides
entre 56,66 + 3,33 et 52,85 + 16,83 pg Eq C/mg ES.
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4. Effet des extraits de Morus alba sur I’activité de I’a-amylase (in vitro)

Afin de déterminer l'effet de extrait brut eau-methanol et ses fractions des feuilles de Morus
alba sur l'activité de 1'a-amylase in vitro, nous avons testé I'effet de différentes concentrations
de chaque extrait sur l'activité de 1'enzyme a-amylase dans les conditions optimales (pH 6,9 et
une température de 37°C) avec une concentration finale de substrat (amidon) a 1%.

L’effet inhibiteur de 1’ Acarbose (témoin positif) sur ’activité de I’enzyme a été testé dans les

mémes conditions (Kez, 2018)

Les résultats sont exprimés dans un premier temps en pourcentage d’inhibition €t ensuite par

les Clsg.

Les courbes logarithmiques des pourcentages d’inhibition en fonction des différentes
concentrations d’extraits préparés de Morus alba sont représentées dans les figures 11, 12,13

et 14.

y = 35,623In(x) + 10,874
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Figure n°11 : Courbe logarithmique des pourcentages d’inhibition en fonction des

concentrations de la fraction organique acétate d’éthyle des feuilles de M. alba
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Figure 12 Courbe logarithmique des pourcentages d’inhibition en fonction des

concentrations de 1’extrait brut eau- méthanol des feuilles de M. alba.
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Figure 13: Courbe logarithmique des pourcentages d’inhibition en fonction des

concentrations de phase aqueuse résiduelle des feuilles de M. alba.
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Figure 14 : Courbe logarithmique des pourcentages d’inhibition en fonction des

concentrations de 1’acarbose (Kez, 2018).

Le Clso de chaque extrait est calculée a partir de sa courbe de régression logarithmique des
pourcentages d’inhibitions en fonction des concentrations d’extraits ou d’Acarbose. Les

résultats sont résumés dans le tableau 12.

Tableau 12 : Valeurs de la Clsg des extraits préparés des feuilles de Morus alba

Extraits preparés des feuilles de Morus alba Cl 50 (mg/ml)

Extrait brut Eau-méthanol (EB) 1,68
Fraction organique acétate d’éthyle (FAE) 2,97
Phase aqueuse résiduelle (FR) 2,46
Acarbose 0,03

D’apres les résultats obtenus, nous avons constaté que les trois extraits ont un effet inhibiteur
vis-a-vis I’a-amylase. Cette activité augmente proportionnellement avec 1’augmentation des

concentrations des extraits.

La meilleure activité inhibitrice a été enregistrée en présence de 1’extrait brut eau-méthanol
avec une Clso d’ordre de 1,68 mg/ml, suivie par I’extrait de la phase résiduelle et la fraction
organique acétate d’éthyle avec des Clsp d’ordre de 2,46 mg/ml et 2,97mg/ml,
respectivement. Mais cette activité reste faible par rapport au témoin (Acarbose) qui a noté

une Clsg d’ordre de 0,03 mg/ml.
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Discussion

Le diabéte sucré est un groupe de troubles métaboliques avec un caractére principal commun
de I'nyperglycemie. 1l est associé a des complications micro et macro-vasculaires, qui sont les
principales causes de morbidité et de décés (Suleiman et al., 2019).

Actuellement plusieurs plantes médicinales ont gagne une importance pour le traitement du

diabéte sucré en raison de ses composés bioactifs (Punitha et al., 2006).

Morus alba est une plante médicinale qui appartient a la famille des Moracée. Elle est
cultivée dans le monde entier (Devi, et al., 2013).

Des recherches modernes et des essais cliniques ont confirmé plusieurs activités biologiques
attribuées a cette plante. Elle a des propriétés antidiabétiques (Brahman et al., 2009), anti-
stress (Vandana et al., 2009), anti helminthique (Maheshwar et al., 2010), antimicrobienne
(Sohn et al., 2004), antimutagene (Agabeyli et al., 2012), antioxydante (Chonsu et al.,
2009), anti cancéreuse (Chansu, 2009), anxiolytique (Yadavet al., 2008), anti
dopaminergiques (Adhikrao et al., 2008), contre les troubles intestinaux et les maladies des

voies respiratoires (Munasib, 2012) et comme immun modulatrice (Shendige et al., 2010).

Dans le présent travail, nous avons étudié I’action inhibitrice de ’enzyme 1’a-amylase, en
présence de I’extrait brut eau-méthanol, des feuilles de Morus alba, préparé par une infusion
suivie par une macération et sa fraction organique acétate d’éthyle, obtenue par

fractionnement liquide/liquide.

Les extraits préparés a partir de notre plante ont donné un rendement d’ordre 10,25% pour

I’extrait brut, 1,02% pour I’extrait acétate d’éthyle et 9,40% pour la phase résiduelle

Paola et al., (2009) ont enregistré a partir de 2 régions différentes des rendements d’ordre de

20,4% et 18,7% pour I’extrait éthanolique des feuilles de Morus alba.

De méme, EI Sayyad et al., (2011) ont enregistré un rendement de 15% pour I’extrait brut
aqueux des feuilles de Morus alba préparé par décoction.

Ces résultats sont supérieurs par apport a ceux que nous avons trouvé. Cette différence peut
étre expliquée par la méthode extraction utilisée, I’origine de la plante, solvant utilisé, et la

période de récolte.

L’étude phytochimique qualitative qui a été réalisé sur les extraits préparés de notre plante a
indiqué la présence des tanins, des flavonoides, des quinones libres et des terpénoides et

I’absence des alcaloides et des anthraquinones.
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Contrairement a ces résultats, Singh et al, (2020) ont montré la présence des alcaloides,-des
flavonoides, des coumarines et des tanins dans la majorité des extraits préparés des feuilles
de Morus alba.

Le dosage quantitatif des composés phénoliques, effectué sur les mémes extraits a permis
d’enregistrer les taux les plus élevés en polyphénols totaux et flavonoides dans 1’extrait
acétate d’éthyle avec des teneurs d’ordre de 592,34+19,80 ug Eq AG/mg ES et 310,10£55 pg
Eq C/mg ES, respectivement. Alors que, les teneurs les plus faibles sont notées dans I’extrait
brut avec des taux d’ordre de 171,69+8,91 ug Eq AG/mg ES et 52,85+16,83 ng EqC/mg ES,

respectivement.

Les résultats réalises par Seon Kim et al., (2011) ont noté des teneurs en polyphénols et en
flavonoides d’ordre de 32,6+1,3 Eq AG/mg ES et 1,03 £ 0,06pugEq C/mg ES, respectivement

des feuilles de Morus alba récoltées dans deux régions différentes

De méme, I’¢étude de Pereira et al. (2011) a montré que I’extrait éthanolique des feuilles de
Morus alba présente des tencurs en flavonoides d’ordre de 4,34 + 0,008; 3,782 + 0,016;
4,362 + 0,005; 4,893 + 0,013 mg EqC/g ES, pour des échantillons récoltées en mois Mars,
Juin, Septembre et Décembre, respectivement et une teneur en polyphénols d’ordre de 6,467 +
0,012; 5,503 + 0,007; 6,016 + 0,020 et 6,943 + 0,046 mg Eq AG /mg pour les mémes

échantillons, respectivement.

Nous pouvons constater que les variations observées dans la composition phytochimique et
les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides entre les différentes études citées peuvent

étre liées a I’origine géographique de la plante, la période de la récolte et le solvant utilisé.

Concernant ’activité inhibitrice des extraits étudiés des feuilles de Morus alba vis-a-vis I’a-
amylase, I’extrait brut eau méthanol a montré une meilleure activité avec un Clso d’ordre de
1,68 mg/ml, suivie par la phase résiduelle et la fraction organique acétate d’éthyle avec des
Clso d’ordre de 2,46 mg/ml et 2,97mg/ml, respectivement. Ces résultats sont faible par apport

la molécule de référence I'acarbose qui a présenté une Clso de 0,03mg /ml.

Bahman et al. (2009) ont enregistré une activité faible des extraits des feuilles de Morus
alba par rapport a nos résultats avec des Clsg entre 17,39 et 17,80 mg/ml.

En comparaison avec d’autres extraits de plante, cette activité obtenus est faible par apport a
ceux enregistré par kez (2018) et Mehssem (2018), qui ont noté des Clso d’ordre de 0,15+
0,0lmg/ml et 1,339+0,030mg/ml pour des extraits hydrométhanolique, préparés par
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maceration de la partie aérienne des Pistacia lentiscus et Lavandula angustifolia,

respectivement.

L’étude de I’activité antidiabétique de Morus alba nous a permis de bien la considérer comme
inhibiteur de I’ a-amylase, en raison de leur capacité de modifier leur cinétique enzymatique

en réduisant la dégradation de 1’amidon dans le milieu réactionnel.
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Conclusion

A T’issue de notre étude nous avons pu mettre en évidence la composition phytochimique des
feuilles de Morus alba, séchées, et broyées, récoltées dans la région de Ghazaouat, wilaya de
Tlemcen. Ainsi, nous avons consacré ce travail a I’évaluation de I’effet inhibiteur de 1’ a-
amylase de I’extrait hydrométhanolique et sa fraction acétate d’éthyle des feuilles de cette

plante.

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont montré que les feuilles de Morus alba
contiennent des polyphénols (flavonoides, tanins et quinones libres) et des terpénoides

L’extrait d’acétate d’éthyle est le plus riche en polyphénols totaux. Mais cela ne nous a pas
indiqué qu’il posséde I’effet inhibiteur le plus puissant, car on a enregistré une Clso de

1,68mg/ml pour I’extrait brut eau-méthanol.

Notre résultat final démontre que les feuilles de Morus alba peuvent étre considérées comme

agents antidiabétiques naturels riches en constituants bioactifs.
Bien que ces résultats soient encourageants, d’autres études sont encore nécessaires :

» Utiliser d’autres solvants organiques pour optimiser le rendement d’extraction, le
fractionnement et la purification des composés phénoliques ;
> ldentifier les composés phénoliques par des techniques spectrométriques et

chromatographiques : RMN, Spectrométrie de masse, HPLC, ...
> Tester les extraits in vivo sur des modéles d’animaux,

» Rechercher d’autres mécanismes d’action antidiabétiques des extraits de cette plantes.
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