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Résumé

Le diabéte sucré est une maladie métabolique caractérisée par une hyperglycémie
chronique qui peut provoquer plusieurs complications dans le corps. Un bon controle
glycémique permet d’empécher ou de réduire la survenue de ces complications. Il est traité
par I’insuline et les antidiabétiques oraux qui peuvent causer des effets secondaires graves,

contrairement aux plantes naturelles qui causent peu voir par du tout des effets secondaires.

L’objectif de ce travail repose sur la recherche de I’effet inhibiteur de 1’a-amylase par
les extraits de mucilage brut et purifié du fruit d’Arbutus unedo L. de la famille des Ericacée,
largement répondu dans la région de Tlemcen. Notre étude commence par une caractérisation
des extraits de mucilage en recherchant les acides aminés, les composés phénoliques, mesure
de pH, un spectre FT-IR et une analyse quantitative visant a 1’identification des taux de

proteines et de sucres.

Le rendement en extrait brut est de 1,45%1,10% et pour I’extrait purifi¢é est de
3,60%0,45% qui est un peu plus élevé a I’autre. Ainsi, les tests ont montre la présence des
acides aminés dans les deux extraits par contre les tannins sont trouvés seulement dans
I’extrait brut. Le résultat de 1’analyse physique de potentiel d’hydrogéne (pH) de I’extrait brut
montre une valeur de pH acide qui est de 3,43 contredisait au résultat de I’extrait purifié

basique avec une valeur de pH de 8,02.

Les teneurs en protéines sont 46,49+17,49% et 2,77+0,24% alors que les sucres sont
1,14+0,12% et 0,08+0,07% pour le mucilage brut et purifié respectivement. Tandis que

I’analyse par FT-IR montre des spectres caractéristiques des mucilages.

De plus, les résultats obtenus montrent une inhibition de 1'a-amylase par les extraits de
mucilage, mais avec des valeurs d'ICsp variables. L'extrait brut (ICso =2,153 mg/ml) de cette
plante a causé l'effet inhibiteur le plus puissant par rapport a I’extrait purifié (ICso =5,17
mg/ml), et qui reste inférieur par apport a la molécule de référence, Acarbose (IC50 =0,16

mg/ml).

A la lumiére des résultats obtenus dans notre étude, nous pouvons conclure qu ’Arbutus
unedo peut exercer un effet sur la régulation de I’hyperglycémie postprandiale par inhibition

de l'activité de I’a-amylase, et par la suite, une réduction de 1’absorption du glucose.

Mots clés : Arbutus unedoL. , a-amylase, mucilage brut, mucilage purifié.



Abstract

Diabetes mellitus is a metabolic disease characterized by chronic hyperglycemia that
can cause several complications in the body. Good glycemic control helps prevent or reduce
these complications. It is treated with insulin and oral antidiabetics that can cause serious side

effects, unlike natural plants that cause little to see by any side effects.

The objective of this work is based on the research of the inhibitory effect of o-
amylase by the extracts of raw and purified mucilage of the fruit of Arbutus unedo L. of the
Ericaceae family, widely responded in the region of Tlemcen. Our study begins with a
characterization of mucilage extracts by searching for amino acids, phenolic compounds, pH
measurement, a FT-IR spectrum and a quantitative analysis to identify protein and sugar

levels.

The extract yield is 1.45 1.10% and for the purified extract is 3.60 0.45% which is
slightly higher than the other. Thus, tests have shown the presence of amino acids in both
extracts whereas tannins are found only in the raw extract. The result of the physical analysis
of the hydrogen potential (pH) of the crude extract shows an acid pH value which is 3.43

contradicted the result of the purified extract with a pH value of 8.02.

Protein contents are 46.49 17.49% and 2.77 0.24% while sugars are 1.14 0.12% and
0.08 0.07% for raw and purified mucilage respectively. While the FT-IR analysis shows

characteristic spectra of mucilage.

In addition, the results obtained show inhibition of a-amylase by mucilage extracts,
but with variable 1C50 values. The raw extract (IC50 =2.153mg/ml) of this plant caused the
most potent inhibitory effect compared to the purified extract (IC50 =5.17mg/ml), which

remains lower by supply to the reference molecule, Acarbose (IC50 =0.16 mg/ml).

In the light of the results obtained in our study, we can conclude that Arbutus unedo
can exert an effect on the regulation of postprandial hyperglycemia by inhibiting the activity

of a-amylase, and subsequently, a reduction in glucose absorption.

Keywords: Arbutus unedo L., a-amylase, gross mucilage, purified mucilage.
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Introduction



Introduction

Le diabéte sucré a atteint 422 millions de personnes dans le monde et est responsable

de 4 millions de morts/ans.

Le diabete sucré est un groupe de maladies métaboliques caractérisé par une
hyperglycémie chronique résultant d’un défaut de la sécrétion et/ou I’action de I’insuline
(Organization, 2019) cette maladie peut impliquer une variété de facteurs génétiques et

environnementaux.

Les personnes atteintes de diabéte sucré peuvent avoir de nombreuses complications
graves, la plupart de ces complications s'aggraveront progressivement en augmentant

significativement le risque de morbidité et de mortalité.

L'objectif du traitement du diabete est de prévenir et de retarder I’apparition et la
progression des complications qui affectent l'organisme, ainsi que pour maintenir la

glycémie en valeurs normales (Zhang et al., 2023).

De remarquables progres thérapeutiques ont amelioré la prise en charge du diabéte au

cours des derniéres décennies.

La phytothérapie est une médecine naturelle qui est basée sur I'emploi des plantes
antidiabétiques et de leurs extraits. Elle a constitué ’essentiel de la pharmacopée tout au long

de I'antiquité et jusqu’aux temps actuelles (Schlienger, 2014).

Ces procédés thérapeutiques ont une action directe ou indirecte sur les voies du
diabéte en tant qu’enzyme inhibitrice *“ I’alpha amylase” (Alam et al., 2019). L’inhibition de
cette enzyme retarde le temps d’hydrolyse de glucides, permettant le controle glycémie

plasmatique postprandiale (Li et al., 2022).

En Algérie, plusieurs plantes sont utilisées traditionnellement pour traiter le diabéte
sucré ; parmi elles, Arbutus unedo L., qui est une plante persistantes caractéristiques de la
région méditerranéenne, ainsi que d’autres régions avec des étés chauds et des hivers pluvieux

doux (Morgado et al., 2018).

L’objectif de cette étude est de tester in vitro I’effet inhibiteur des extraits de
mucilages de fruit d’Arbutus unedo L. sur I’activité de I’a-amylase ainsi que la caractérisation

des extraits de mucilage.

Pour cela, les étapes suivantes sont réalisées :



Introduction

00 Préparation des extraits de mucilages : brut et purifie.

(1 Les tests de caractérisation des extraits de mucilage.
[1 Evaluation de I’effet inhibiteur des extraits des mucilages sur ’activité de I’a-amylase.

Le présent travail est réalisé au niveau du laboratoire de recherches Antibiotiques,

Antifongiques physico chimique : synthese et activité biologique.
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1 Diabéte sucré

1.1 Définition

Le diabéte est une maladie métabolique définie par I’élévation chronique de la
concentration
de glucose dans le sang dont I’origine est un trouble li¢ a la sécrétion de I’insuline et/ou un

trouble de I’action de cette hormone (DeFronzo et al., 2015).

L’insuline est une hormone hypoglycémique produite par les cellules B pancréatiques.
Elle implique dans le contréle du glucose dans le sang puisque c’est la seule hormone ayant

une action hypoglycémiante (Magnan et Ktorza, 2005).

Les personnes atteintes du diabéte peuvent ressentir des symptdémes dont I’intensité est
variable telle que la polyurie, la polydipsie, la perte de poids, la polyphagie et une plus grande
sensibilité a certaines infections et une vision altérée ainsi qu'a la croissance (Colberg et al.,
2010).

1.2 Classification
1.2.1 Le diabéte de type 1

Le diabete de typel est une maladie spécifique d’organe déclenchée par plusieurs
facteurs. Il se caractérise par une carence en insuline a cause de la destruction de la cellule B
des Tlots de Langerhans pancréatique, il touche généralement le sujet jeune avant 30 ans
(Canada, 2018).C’est une atteinte de nature soit auto-immune la plus fréquente, dans laquelle
une immunité cellulaire anormale détruit les cellules p pancréatiques (Tenenbaum et al.,

2018).

1.2.2 Le diabéte de type 2

Le diabete de type 2, nommé précédemment diabéte non insulinodépendant est la
forme la plus fréquente du diabete, C’est une maladie chronique et évolutive dans le temps
caractérisé par une hyperglycémie liée soit a une résistance a 1’insuline et une carence relative

en insuline ou une anomalie de la sécrétion d’insuline (Michels et al., 2003).

1.2.3 1.2.3. Le diabete gestationnel

Le diabete gestationnel est 1'une des principales complications médicales de la
grossesse, caractérisé par un taux de sucre dans le sang anormalement élevé chez la femme
enceinte. Il apparait en général vers la fin du 2eme trimestre de grossesse (Vambergue,

2010). Généralement cette forme est transitoire et disparait aprés l’accouchement. Les
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femmes atteintes de diabéte gestationnel sont plus susceptibles d'avoir un diabete de type 2 a
l'avenir (Fougere, 2019).

1.2.4 Autres types du diabéte
Il existe également quelques types moins courants de diabéte secondaire et associé a
une cause bien définis, surtout les maladies d'origine génétique, il s’agit aussi aux diabétes

pancréatiques ou associés a d’autres maladies ou a des médicaments (Punthakee et al., 2018).

1.3 Critére de diagnostic du diabete

Les critéres diagnostiques du diabete sont fondés sur I’analyse d’échantillons de sang

veineux et des méthodes utilisées en laboratoire.

v' Glucose plasmatique a n’importe quel moment égale ou supérieure a 2 g/l
et symptomes typiques d’un diabete sucré.

v Une hémoglobine glyquée >6,5% comparable a un taux de glucose plasmatique a
jeline (c’est-a-dire apres période de jetine de >8 heures) >7 mmol/l (> 1,26 g/1).

v" Glucose plasmatique 2 heures aprés charge orale provoquée de glucose ( > 2g/l)

(Pirson et al., 2016).

1.4 Les complications du diabéte sucré
1.4.1 Les complications a court terme (aigues)

e Acidocétose
C’est une complication métabolique due a un manque d'insuline associé a une
augmentation des hormones de contre-régulation, cette association conduit a une
augmentation de la production de glucose hépatique et rénal et induit une lipolyse avec
production de corps cétoniques qui est capable de provoquer un coma acidocétosique
(Tenoutasse et al., 2010).

e Hypoglycémie
L’hypoglycémie est une complication indissociable du traitement du diabéte, c’est
avoir une glycémie ou un taux de glucose interstitiel trop bas inférieur a 0,5 g/L, qui survient

surtout chez patiente diabétique traitée avec de I’insuline (Orban et Ichai, 2011).

e Le coma hyperosmolaire : hyper osmolarité hyper glycémique (SHH)
C’est une forme séveére de décompensation diabétique. Elle se caractérise par une
hyperglycémie (> 30 mmol/l) et une déshydratation sévere car elle survient chez des sujets

incapables de compenser sa perte (polyurie sans polydipsie) et non I’acidose cétonémique

6
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(cétonémie (si dosée) < 3 mmol/l) avec une hyper osmolarité (Tonicité> 320 mOsm/I).Le
SHH différe de I’acidocétose diabétique par sa physiopathologie, son traitement et sa

mortalité plus élevée (Lucas-Amichi et Andronikof, 2015).

1.4.2 Les complications a long terme (chronique)

Les complications chroniques du diabéte comprennent deux composantes : la micro-
angiopathie ou les complications surviennent dans les yeux (la rétinopathie), les riens
(néphropathie) et les nerfs (neuropathie) et la macro-angiopathie qui atteinte les arteres du

cceur et du cerveau (King, 2008).

1.5 Traitements du diabéte sucré

L'objectif des traitements du diabete est de diminuer la mortalité et les syndromes
métaboliques liés au diabete afin de vivre une vie aussi normale que possible. Le traitement
du diabéte vise donc a ramener la glycémie (taux de sucre dans le sang) dans les limites de la
normale, mais pas seulement. L’assurassions d’une meilleure prévention dépend la
contribution du patient qui concerne d’éviter tous les facteurs de risque et donc de contrdler
le mode de vie (Wens et al., 2007).

1.5.1 Traitementsde DT1

Apres chaque repas, la glycémie post prandiale s’¢léve et déclenche par la suite la
sécrétion de I’insuline par ’organisme. Pour une personne non diabétique, la glycémie peut
augmenter légérement, puis s’abaisser a un taux normal, et le glucose est converti en réserves
et en énergie. Ce systeme ne fonctionne pas correctement chez les personnes qui développent
un diabéte. Le traitement du diabete du type 1 repose sur des injections sous-cutanées
d’insuline plusieurs fois par jour par des seringues a insuline jetables, des aiguilles fines et des
stylos, des analyseurs glycemiques et des auto-piqueurs qui permettent de faire les injections
facilement. L’autosurveillance de la glycémie est réalisée grace a I’utilisation la pompe a
insuline et du pancréas artificiel. Par ailleurs, I’hémoglobine glyquée (HbAlc) apporte un

moyen d’estimation de la glycémie qui doit étre inférieure a 6,5% (Robert, 2009).

L’insuline humaine obtenue par le génie génétique possede la méme structure que

I'insuline produite
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par un pancréas humain. Il peut étre préparé en association avec du zinc ou avec une protéine,
la protamine (insuline NPH). Ceci explique les différences de cinétique de résorption aprés
injection sous-cutanée (Dorchy, 2006).

1.5.2 Traitements de DT2
1.5.2.1 Mesures hygiéno-diététiques

La diététique est un élément essentiel du traitement du diabéte, repose sur une
modélisation du déséquilibre entre I’alimentation et les apportes calorique. L’activité
physique modérée telle que la marche joue un réle majeur dans la prévention du diabéte par le
contr6le du poids. L’hygiéne alimentaire consiste & privilégier les aliments qui augmentent
peu le taux de sucre dans le sang (les fruits, les Iégumineuses) pour d’éviter d’augmenter le
rapport calorique, ensuite la restriction calorique doit étre portée sur les graisses (les graisses
saturéees). En fait, la composition d'un régime alimentaire pour diabétiques est similaire a celle

recommandée par les nutritionnistes pour la population générale (Rorive et al., 2005).

1.5.2.2 Traitements médicamenteux

Si les adaptations du mode de vie ne suffisent pas a normaliser la glycémie, des
médicaments antidiabétiques sont prescrits. Le traitement doit viser a corriger la sécrétion de
I’insuline  par D’administration des médicaments insulinosécréteurs et/ou a réduire

I’insulinorésistance par des agents insulinosensibilisateurs (Scheen et al., 2007).

A. Les médicaments antidiabétiques oraux “ADOs ” anti hyperglycémiants
> Les biguanides
Ils sont représentés par la metformine qui diminue la production hépatique de glucose
et augmente 1’insulinosensibilité du tissu musculaire. En I’absence de contre-indications
I’acidose lactique, insuffisance rénale, 1’augmentation des risques cardiovasculaires, la
metformine représente donc la premiére intention pour le diabéte sucré de type 2 et 'un des

agents anti-hyper glycémique le plus prescrit dans le monde (Salvatore et al., 2019).
> Inhibiteur de I’a-glucosides intestinales

Comme leur nom [I’indique il inhibe la dégradation des glucides complexes en
monosaccharides absorbables. Ce médicament retarde donc 1’absorption des glucides et
aboutit a une réduction des glycémies postprandiales. Il est caractérisé par son efficacité
limitée de baisser le taux d’HbAlc et la bénignité de ses effets indésirables (troubles
digestifs). Dans cette catégorie d’antidiabétique on trouve 1’acarbose, voglibose, miglitol (A.

J. Scheen, 2015).
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> Les inhibiteurs des cotransporteurs sodium-glucose de type 2 iSGLT2 (ou les

gliflozines)
Canagliflozine/ dapagliflozine /empagliflozine

Les iSGLT2 agissent en inhibant la réabsorption du glucose au niveau tubulaire rénal,
en forcant une glucosurie. Par cette action indépendante de I’insuline ils améliorent le
contrdle de la glycémie, a jeun et postprandiale, et diminuent le taux (HbALc), sans induire le

risque accroitre d’hypoglycémie (Scheen, 2018).

» Thiazolidinediones (TZDs) ouglitazones
Pioglitazone, Rosiglitazone agissent comme agonistes des récepteurs nucléaires
PPAR-y (peroxysome proliferator-activatedreceptor gamma) surtout présents dans les
adipocytes provoquent la diminution de la résistance a I’insuline dans le foie, dans les tissus
périphériques, et reduisent la glycémie, la gluconéogenése hépatique et de la lipémie. Leurs

avantages devraient étre soigneusement évalués par rapport aux risques (Giglio et al., 2022).

B. Les médicaments antidiabétiques oraux “ADOs” hypoglycémiants
(secrétagogues)
» Les sulfonylurées (sulfamides)

Nombreuses molécules sont actuellement appartenues a la classe des sulfamides tels
que le gliclazide, la glimépiride, le glipizide, et la glibenclamide. Ils se lient a un récepteur
spécifique présent sur la membrane des cellules béta pancréatiques, appelé
sulfonylureareceptor (SUR). En agissant sur les cellules B ils stimulent la sécrétion d'insuline
par fermeture des canaux potassiques, indépendamment du niveau de la glycémie. Parmi ces

effets secondaires présente le risque d'hypoglycémie, le gain de poids (Bouaré, 2022).

» Les inhibiteurs de la dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) ou les gliptines
Sitagliptine, Saxagliptine, Vildagliptine
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Figure 1: Illustration des sites et des mécanismes d'action principaux des différentes classes
d'antidiabétiques oraux (Scheen, 2015b).

Se placent en concurrence avec les sulfamides. Le mécanisme des inhibiteurs de la
DPP-4 est d'augmenter les niveaux incrétines : Glucose-dépendent Insulinotropic Polypeptide
(GIP) une hormone libérée de I’intestin gréle qui améliore la libération de I’insuline apreés le

repas et diminue les taux d’hémoglobine glyquée (HbALc) (Scheen, 2015a).

1.5.2.3 Traitement du diabéte sucre par les plantes médicinales

Les plantes ont été utilisées dans un but thérapeutique dans la plupart des domaines de
la pathologie. Depuis I’antiquité, une multitude d’herbes, d’épices et différent parties de la
plante ont été décrites dans le traitement la maladie et la régulation du métabolisme
glucidique partout dans le monde. Pres de 1200 espéces de plantes sont utilisées en médecine
populaire pour traiter le diabéte. Le traitement est basé sur 1'utilisation des plantes sous forme

de décoction, d’infusion, macération, etc. (Holaly et al., 2017).

2 Alpha Amylase
2.1 Définition

Le tractus digestif humain a une variété dalpha-amylases, notamment I'amylase
pancréatique qui facilite le processus de digestion de I’amidon présent dans I'alimentation en
hydrolysant la liaison a (1-4)glycosidique (Mahnashi et al., 2023) générant du maltotriose et

10
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du maltose (a partir d’amylose) ou de glucose, de maltose et de dextrine limite

(d’amylopectine) (Mafakher et al., 2023).

2.2 Structure de I’a-amylase

L’a-amylase (E.C 3.2.1.1) est le meilleure enzyme amylolytique appartenant a la
classe des hydrolases (Janedek et al., 2014) contenant 512 acides aminés dans une chaine
unique d'oligosaccharides d'un poids moléculaire de 57,6 k Da. Il posséde une structure en
trois dimensions capable de se lier au substrat et, par I'action de groupes catalytique, favorise
la rupture des liaisons glycoside. C’est une enzyme calcique qui a un réle important dans la
stabilité de la structure tridimensionnelle et un activateur allostérique (Souza et Magalhaes,
2010). Cette proteine contient 3 domaines caractéristiques : A, B et C (Figure 2) (Zhang et
al., 2017). Le domaine catalytique A est le plus vaste, avec une structure en forme de tonneau
(B/a) 8 Le domaine B qui est inséré entre le brin B3 et I’hélice a3 du (B/a) s. Le domaine C a
une structure de B-feuille attachée au domaine B par simple boucle. Le site catalytique de
cette enzyme se placer dans une fente entre les domaines A et B et se compose de trois residus
acides aminés : un glutamate (Glu230) et deux résidus d’aspartate (Asp206) et (Asp297)
(Mafakher et al., 2022).

Domain B

Figure 2: La structure cristalline de I'alpha amylase (Zhang et al., 2017).

11
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Les o-amylases sont des enzymes a action endogéne qui prend en charge la
dégradation des macromolécules d'amidon a I’intérieur afin de les métaboliser en molécules
plus petites (Tiwari et al., 2015). En général, on pensait que les a-amylases décomposent
I’amidon polymérisé de facon aléatoire c.-a-d. : la rupture de n’importe quelle liaisons o (1-
4) (Gupta et al., 2003). Mais différents modeles d’action de I’amylase ont été distingués, tels

que :

Les amylases a action d’attaque multiple : est définie comme le nombre de liaisons
brisées apres la premiére attaque hydrolytique (aléatoire) avant de se dissocier dues le substrat
pendant la durée de vie d’un complexe E-S. La direction de cette attaque est vers I’extrémité

non réductrice du substrat.

L’action d’attaque multiple est une intermédiaire entre la chaine unique et le
mécanisme multi-chaine. Dans le premier, la polymere molécule est successivement
hydrolysée complétement avant dissociation du complexe E-S tandis que, dans le second une
seule liaison est hydrolysée par rencontre effective (Bijttebier et al., 2008).

La catalyse de I'enzyme implique I’intervention des trois acides aminés du site actif :
Asp 231 (nucléophile catalytique), Glu 261(donneur catalytique de I’hydrogéne) et Asp 328
(l’aide de catalyse). En fait, la réaction catalytique se déroule en 3 étapes (Nielsen et al.,
2001) :

Etape 1. Formation du complexe enzyme/substrat : L'enzyme se lie en affinant a
I'intérieur ou aux extrémités réductrices de la chaine provoque leur déformation et elle est
stabilisée par de nombreuses liaisons hydrogenes entre les acides aminés du site de fixation

enzymatique et les groupes polaires (OH) de la chaine du carbonique.

Etape 2. L’attaque de la liaison o (1-4) : La rupture de la liaison osidique sur le C4
de la chaine est a I’origine de I’attaque de Glu sous sa forme protoné. Il produit un atome
d'hydrogéne pour I'atome d'oxygéne de la liaison oside. D’autre part, ’acide aspartique ionisé
au pH optimal de I’enzyme il établit un lien covalent avec le carbone anomérique (C1), qui

permet ensuite la libération de la 1ére partie de la chaine du carbone.

Etape 3. Le retour a I’état initial de I’enzyme : Le clivage la liaison covalente entre
’acide aspartique et le C1 est réalisée par une molécule d’eau qui va hydroxylé ce carbone
anomérique, L’acide glutamique, chargé négativement, recueille le proton a partir de la

molécule d'eau. Le groupe OH instable résiduel se lie au carbone anomérique ou C1. Cette
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réaction permet I'expulsion de la deuxiéme partie de la chaine de carbone (Youmbai et
Sahraoui, 2021).

2.3 L’inhibition de ’alpha amylase

I1'y a beaucoup de stratégies thérapeutiques pour I’intervention du diabéte de type II.
Les inhibiteurs compétitifs de ces enzymes peuvent étre une stratégie importante pour
empécher avec succes 1’augmentation de la glycémie en ralentissant I’absorption du glucose
(Mahnashi et al., 2023).Cependant, on sait que les meédicaments sont associés a divers effets
secondaires donc ’utilisation des ressources naturelles riches en métabolites secondaires est le
potentiel d’étre privilégiée pour I'inhibition d I’a-amylase. La figure 3 résume quelques
classes des composés présents dans les fruits, les légumes et les champignons (Papoutsis et

al., 2021).

- . Inhibition of ]
' we |
a-amylase and a-glucosidase | 3 Q,’
>
‘ l actvities 8
+ Flavonoids H + Flavonouds
* Phenolic acids * Phenolic acids a ‘w'
& + Anthocyanins * Anthocyanins
= + Tannins = Proteins =
E * Polysaccharides | — P . g:apsaicil?oids ":_i.
e Carotenoids « Carotenoids =
“ * Vitamm C U = Saponins 2
« Fatty acids
* Monoterpenes S R lavaaoids ﬂ
» » Phenolic acids -
+ Polysaccharides -
= Fatty acids ; Q
- @ ' i
| 2 @“ « Pymrole alkaloids | ¢ - -
* Tnterpenes
- V3
Mushrooms

Figure 3: Quelgue ressource naturelle a une activité inhibitrice de l'alpha amylase

(Papoutsis et al., 2021).
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2.4 Les activateurs de I’alpha amylase

Etant donné que cette enzyme joue un rdle essentiel dans le contréle de la glycémie, de
nombreuses études ont été réalisées sur les composées qui influent sur son activité. Les ions
chlorure (CL") sont des activateurs allostériques bien connus de cette enzyme. D’autres anions
ont aussi une incidence sur l'enzyme pancréatigue humaine. A titre d'exemple, le
nitrate(NO3), le chlorate (CIO3) et le formate (HCOO) sont des activateurs de I'enzyme, de la
méme facon que le chlorure, ou des ions acides ont été trouvés pour augmenter ’effet de

chlorure auparavant limité (Kashani-Amin et al., 2013).

2.5 Caractéristiques de I’a-amylase

Les alpha-amylases offrent généralement les meilleurs résultats sur une large gamme
de pH de 6,7 a 7,0 et tolerent des milieux alcalins mieux que les solutions acides. Leur activité
se dégrade avec le temps, avec élévation de la température, et avec une concentration accrue
de saccharides glucose et maltose, qui inhibent I’action hydrolytique (Tomasik et Horton,
2012).

2.6 Différentes origines

Les alpha-amylases sont des enzymes répandues dans tous les régnes "chez les

animaux, les plantes végétales, les bactéries et les champignons.”

2.6.1 Origine animale

Deux sources de I’a amylase animale existent, I'un a partir de la salive humaine dans
laquelle la digestion de I’amidon commence dans la cavité buccale par une o-amylase
salivaire appelée ptyaline. C’est une métalloenzyme calcique, I'une des enzymes les plus
essentielles de la salive. Puis la digestion se continue dans I’intestin gréle par ’a-amylase
pancréatiqgue (Tiwari et al., 2015). Tandis que le deuxiéme source c’est l'a-amylase
pancréatique de porc (APP) (Koukiekolo, 2001).

2.6.2 Origine végétale

Les actions enzymatiques notamment de l'a-amylase dans les cellules du scutellum et
de l'aleurone au cours de la germination des céréales jouent un rdle important dont
I'nydrolyse partielle de lI'amidon conduit ainsi la formation des sucres (glucose, maltose ...)

qui constitue une source d’énergie pour le développement de I’embryon (Fardet, 2019).
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2.6.3 Origine microbienne et fongique

Les a-amylases proviennent de sources bactériennes en particulier le genre Bacillus, et
de sources fongiques y compris les Aspergillus et certaines espéces de Penicillium sont plus

couramment utilisées dans I’industrie en raison de leur haut rendement, résistance au pH et de
leur stabilité thermique (Movahedpour et al., 2022).
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1 La phytothérapie

La phytothérapie est une discipline évoluée au cours du temps destinée a prévenir et
traiter certains troubles fonctionnels et/ou pathologies a 1’aide d’utilisation de les plantes
entieres ou une partie de la plante. Il repose sur I’efficacité de toutes les molécules contenues

dans une plante médicinale.

En phytothérapie, il est possible d’utiliser la plante médicinale elle-méme ou sous
différentes formes telles que les médicaments, les compléments alimentaires et les dispositifs
medicaux (Mavel, 2021).

1.1 Les plantes medicinales
1.1.1 Définition

Les plantes médicinales sont des drogues végétales utilisées pour ses propriétés
thérapeutiques, elles forment un réservoir pour les pharmacopées du monde. En effet, On peut
utiliser une ou plusieurs de leurs parties, racines, feuilles, fleurs. Ces composés
biologiquement actifs peuvent étre isolés a 1’aide de divers procédés tels que la macération, la
décoction et I'infusion. Depuis I’antiquité, les plantes médicinales sont utilisées comme des

médicaments pour la prise en charge des maladies humaines (Ouedraogo et al., 2021).

1.1.2 Formes d’utilisation

Les plantes médicinales ont fait I'objet d'une grande diversité de remedes naturels tels
que :

1. L’infusion
C’est une méthode qui consiste a tremper le matériel végétal dans un volume d'eau
spécifiée froide ou bouillie et laissé I’infuser pendant une durée court définie (Azwanida,
2015).
2. Décoctions
Cette maniére de procéder vise a extraire les composes thermostables, de matériaux de
plantes dures (p. ex., racines et écorces) .Elle consiste a déposer les plantes sechées dans le
percolateur, ajoutés avec de I’eau bouillante pendant une période donnée a une vitesse

modérée. Elle permet d’obtenir des extraits concentrés (Azwanida, 2015).

3. Macération
Ceci consiste a mettre une plante fraiche ou séchée, en contact avec un solvant froid

pendant plusieurs heures ou jours. Cette méthode permet d’extraire en douceur les principes
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actifs. Suite a la filtration le résultat obtenu appelé le macérat. Ce dernier est le plus long a
obtenir et qui se conserve le moins de temps (Chabrier, 2010).

1.2 Les plantes antidiabétiques

Le diabéte et ses complications sont un probleme majeur dans la gestion thérapeutique
des diabétiques et le succes du traitement serait trés intéressant. Récemment, ont pris
conscience qu'un supplément thérapeutique composé d'extraits de plantes qui contribuent
dans le fonctionnement cellulaire particuliérement dans la prévention, 1’apparition et le
traitement du diabete, et qui fournissent également médicaments effectif dans le monde entier
(Bouaré, 2022).

1.3 Meétabolites de la plante

Les plantes possédent des métabolites dits «primaires» : les protéines, les glucides y
compris le mucilage et les lipides qui sont produits dans toutes les cellules et qui jouent un

réle majeur dans le métabolisme et la reproduction de ces cellules (Guignard, 2006).

Par opposition il y a les métabolites« secondaires » qui se différent d'une espece a un
autre. On peut classer en plusieurs grands groupes : les polyphénols, les alcaloides, les
terpenes et stéroides. Chacune de ces classes contient un ensemble trés diversifié de composés

biologiquement actifs (Krief, 2003).

1.4  Les polysaccharides (PS)

Aussi appelés (glycanes ou polyosides) sont des macromolécules formées par
la polymérisation des oses liés entre eux par des liaisons osidiques covalentes (Dimopoulou,
2013). Les polysaccharides végétaux appartiennent a trois groupes principaux; les
polysaccharides de structure (cellulose, pectines et hémicelluloses) qui entourent la paroi de
chaque cellule (Angone et al., 2010). Les polysaccharides de réserve tels que (amidon,
inuline) aussi des oligosaccharides contenant des liaisons résistantes aux enzymes
hydrolytiques humaines (fructo-oligosaccharides[FOS] ,xylo-oligosaccharides[XOS],galacto-
oligosaccharides [GOS]) (Partie, 2021). Les gommes comme (gomme arabique), et enfin les
mucilages sont des mélanges de polysaccharides hétérogeénes qui forment en contact de I’eau

des gels (Daraghmah et Qubbaj, 2021).
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1.4.1 Les mucilages

Le mucilage est une substance gluante polyosidique caractérisée par la formation d’un
hydrogel qui encapsule la graine lors I’exposition des graines matures avec [’eau.
Couramment, le mucilage se place sous forme de matrice extracellulaire entre la paroi

cellulaire primaire et la membrane plasmatique (Tsai et al., 2021).

Le mucilage est une substance polymériqgue complexe fortement ramifiée, sa
composition chimique est largement dominée par les glucides hétérogénes qui se composent
de monomeéres tels que D-xylose, L-arabinose, D-galactose, L-rhamnose, L-mannose, D-
glucose, ou L-fucose liés par des liaisons glycosidiques et méme les acides uroniques (acide
D- galacturonique ou acide D-glucuronique).On constate également la présence des protéines,
lipides, minéraux et eau de. Les composants mineurs trouvés dans le mucilage comprennent

les tanins, les flavonoides, les stérols et les alcaloides (Dybka-Stepien et al., 2021).

1.4.1.1 Les polysaccharides dérivés du mannose : « mucilages neutres »
Les mannanes sont des polyméres constitués par une chaine principale comportant des

résidus mannose liés par des liaisons -(1,4). On distingue 4 types :
1/ les mannanes linéaires dit « pur » formé d’un résidu de mannose.
2/ les glucomannanes.
3) les galactomannanes.
4) les galactoglucomannanes.

Ces polyosides susceptibles étre solubles ou insolubles dans I’eau par rapport a leur
degré de substitution par le galactose et/ou de la présence de groupements acétyles qui

estérifient les fonctions(OH) du mannose (Chateigner-Boutin et al., 2020).
» Glucomannanes (GM)

C’est une fibre alimentaire, trés visqueuX extrait de la racine de 1’igname d’éléphant ou

Konjic, qui est originaire d’Asie (Keithley et Swanson, 2005).

Ce copolymere linéaire est soluble dans I’eau avec une masse molaire qui se varie de
4.105 & 2.106 g.mol-1 .1l est constitué d’une chaine polysaccharidique de D-mannopyranosyle
et D-glucopyranosyle liés en B-(1—4) avec des groupes acétyliques attachés a la chaine

principale (Nervo, 2010).
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C’est que les liens B-(1—4) ne peuvent pas étre hydrolysés par ’amylase salivaire et
pancréatique de I’humain, le GM déplacer dans le cdlon ou il se fermente par des bactéries
résidantes. Il peut absorber jusqu’a 50 fois de son propre poids en eau (Keithley et Swanson,
2005).

» les galactomannanes

Les galactomannanes ont une structure polymérique hétérogéne, constituée d’une chaine
principale d’unités de mannose liées par des liaisons [3-1,4-glycosidiques et d’unités de coté

galactose lié au mannose par des liaisons a-1,6-glycosidiques (Yadav et Maiti, 2020).

Ils sont des polysacches de réserve d’énergie des graines de légumineuses
endospermiques, ont deja été utilisés en tant que pré biotiques dans les produits alimentaires.
Il existe quatre principales sources de galactomannans : le criquet haricot, guar, tara et
fenugrec. Ils sont méme utilisés comme facteurs de viscosité et leur solubilité augmentent en

fonction du degré de substitution galactosylique (Prajapati et al., 2013).
» les galactoglucomannanes(GGM)

Ce sont les majeures hémicelluloses dans les résineux. Ils sont composés d’unités -d-
mannopyranosyl (Manp) et d-glucopyranosyl liées en B-(1-4) avec des groupes secondaires d-
galactopyranosyl simples liés en a-(1-6) de Manp. L’acétylation a lieu au niveau les groupes

hydroxyles C-2 ou C-3 du Manp avec un degré d’environ 0.26 (Zhao et al., 2020).

1.4.2 Application de mucilage

v Application pharmaceutique

Le mucilage trouve différentes utilisations dans des applications larges en tant qu’adjuvant
dans les produits pharmaceutiques tels que : diluants, liant, désintégrant dans les comprimés,
épaississants dans les liquides oraux, colloides protecteurs dans suspensions, agents de
formation de film dans les films transdermiques et parodontaux et agents gélifiants pour
application topique sur la peau (Archana et al., 2013).

A cause des diverses propriétés trouvées pour le mucilage, il est largement utilisé dans le
domaine médical par la voie topique ou orale pour les systémes urinaires, respiratoire, gastro-
intestinal, reproducteur et musculo-squelettique, les troubles de la peau. De plus, ils
s’étendent également au diabéte, cancer, stimulation immunitaire, et ont des propriétés

antioxydantes et antimicrobiennes (Tosif et al., 2021).
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v Application alimentaire

Il peut ameéliorer la durée de conservation, la capacité de stockage et limite la perte
d’humidité, donc, largement utilis¢é comme un film comestible dans les industries d’emballage
alimentaire (Tosif et al., 2021).

Nombreuses études ont montré que I'utilisation du mucilage dans 1’industrie alimentaire, y
compris les produits de boulangerie, les émulsions de viande, les produits laitiers fermentés,
la créme glacée et d’autres aliments sert a améliorer et préserver la qualité des produits

(Goksen et al., 2023).

v Application cosmétique
Les mucilages de certaines sources telles que le coing et d’aloés sont utilisés dans les
crémes, lotions et savons grace a leur capacité de rétention d’eau ainsi que leurs propriétés

hydratantes (Dybka-Stepien et al., 2021).
2 Présentation d’Arbutus unedo
2.1 Définition

Arbutus unedo L. habituellement appelé arbutus, est un arbuste persistant appartenant
a la famille des éricacées (Bajoub et al., 2023).C’est une plante originaire de la région
méditerranéenne, pousse naturellement dans les populations ou comme arbres solitaires en

Egypte, Maroc, Tunisie, Algérie ... (Ozcan et Uslu, 2023).
L’arbousier est une plante connue a Tlemcen sous le nom de «sessnou» ou « Lendj».

Elle a réveler une forte résistance a conditions environnementales extrémes et a la capacité de

se regénérer apres incendie de forét (EI Haouari et al., 2021).

2.2 Classification d’Arbutus unedo
Selon les classifications botaniques, la position taxonomique de est représentée dans le
tableau 01.
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Tableau 1: Classification taxonomique d'Arbutus unedo (Moualek, 2018).

Régne Végétal
Embranchement Spermatophytes
Sous- Embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédanes
Sous-classe Gamopétales
Ordre Ericales
Famille Ericacaeeae
Genre Arbutus

Espeéce Arbutus unedo

2.3 Nomenclature
Nom scientifique : Arbutus unedoL.(Wahid et al., 2019).
Nom Francais : Arbousier (Moualek, 2018).
Nom commun : Arbre a fraises (Moualek, 2018).
Nom Bérbére: Sasnou , assisnou(Wahid et al., 2019 ; Moualek, 2018).
Nom Anglais: Strawberry tree (Ozcan et Haciseferogullar, 2007).

Nom Arabe : Lendj (Koula et Souhila, 2014).

2.4 Répartition géographique

L’Arbutus unedo, souvent appelé arbre aux fraises, est présent dans diverses régions
du globe. Elle est beaucoup plus fréquente dans les régions a climat non continental avec une
distribution méditerranéenne, se trouvant dans le nord-est de I’ Afrique (excluant I’'Egypte et la
Libye), a I’ouest et au sud de ’Europe et dans I’Asie occidentale. D’ailleurs elle peut étre

trouvée en Amérique du Nord (Wahid et al., 2019).

En Algérie, I’arbousier est bien représenté dans le tell algérien, principalement dans

les foréts
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de chéne-liege (des régions de Jijel, Skikda et El Taraf) (Tounsia, 2015).

Figure 4 : Répartition géographique mondiale d'Arbutus unedo

(Moualek, 2018).

2.5 Description botanique

L’arbousier est un arbuste a feuilles persistantes (Fig.9) avec une hauteur de 1,5a 3 m,

mais occasionnellement peut atteindre de 9 a 12 m (Celikel et al., 2008).

Les jeunes rameaux sont rougeatres, rugueux et poilus, et 1’écorce est brun pale
(Fig.5). Les fleurs blanchatres arrangées en grappes (Fig.7) sont bisexués, a symétrie axiale et

a 10 étamines. Elles sont gamosépales et gamopétales et sont caducs (Rejeb et al., 2021).

Les feuilles sont de couleur vert foncé et a tige courte, simples, arrangées en
alternance, avec des bords dentelés, coriaces (Fig.6). Et pour les fruits du ce fraisier sont
sphériques de couleur orangée a rouge (Fig.8), se mdrissent fréquemment en automne et en

hiver, en retard Septembre /mi-octobre a début décembre (Bebek Markovinovi¢ et al., 2022).
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Figure 8 : Fruit
d'arbousier a différent
états de maturation

(Martins et al., 2022).

Figure 6 : Feuilles
d'arbousier

o (http://www jardin-ecologique.fr).

Figure 7 : Fleurs en
forme de cloche
(Martins et al., 2022).

Figure 5 :I'écorce
d'arbousier

(https://jardinage.lemonde.fr/dossi

Figure 9 :L'arbuste de I'arbutus er-248-arbousier-arbutus-

unedo (Mohammedi, 2020).

2.6 Composition chimique

Les analyses photochimiques faites par plusieurs auteurs (Ait-Youcef, 2006
; Miguel et al., 2014 ; Moualek, 2018 ; Rejeb et al., 2021) montrent que la composition

chimique des différentes parties d’ Arbousier est trés variée.
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Tableau 2: La composition chimique de différentes parties de l'arbousier.

Partie de la Composés phénoliques Sucres Autres
plante
Tannins Fructose » Protéines
Flavonols Glucose = vitamine E
Anthocyanes Saccharose = vitamine c
Fruit Acide ellagique CeI_Iquse . Ac_ide a-linolénique
dérivés d’acide amidon »=  Minéraux
gallique = potassium
= calcium
= phosphore
Tannins Arbutoside * I’hydroquinone
Flavonoides Unédoside
Catéchine
Feuille Quercitrine
Arbutin
Anthocyanes =  Composés
Flavonoides mutagéenes
Flavonols
Racine Arbutin

Acide caféique

2.7 Usage traditionnel

Depuis longtemps toutes les parties de I’Arbutus undo L. ont des rbles en

Méditerranéen médecine populaire comme des remédes traditionnels en raison de leur teneur

¢levée en composés phytochimiques caractérisent par leurs propriétés en diverse d’activités

biologiques a savoir anti-inflammatoires, anti-hypertension et dans le traitement des maladies

gastro-intestinaux , urologiques et cardiaques (Mohammedi, 2020) aussi pour les effets

antimicrobiens, antioxydants , et antidiabétiques (Bebek Markovinovi¢ et al., 2022).

2.8 Toxicité

Toutes les parties d’arbousier sont dangereuses surtout les feuilles si la dose est élevée

car cette plante contient une toxine *“ I’andromonoécie” qui est responsable de vomissements

et d’hypotension artérielle et pouvant méme provoque la mort.

A faible dose, il est consommé et qu’il ne présente pas de la toxicité (Aouadhi, 2010).
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Etude expérimentale Materiel et Méthodes

1 Objectif
Le travail expérimental que nous avons realisé a été effectué au sein du laboratoire de

recherche antibiotiques, antifongiques, physico-chimie de la faculté des Sciences de la nature
et de vie de 1"université D’ Abou-Bekr Belkaid Tlemcen.

L’objectif de cette étude est de tester in vitro ’effet inhibiteur des extraits de mucilages
de fruit d’Arbutus unedo L. sur I’activité de 1’a-amylase ainsi que la caractérisation des
extraits de mucilage.

Pour cela, les étapes suivantes sont réalisées :

(1 Préparation des extraits de mucilages : brut et purifie.

(1 Les tests de caractérisation des extraits de mucilage : dosage des sucres, des
proteines, tests phytochimiques, ’analyse physique de potentiel d’hydrogéne (pH),
I’analyse par Infrarouge.

(1 Activité biologique : I’inhibition de I’alpha-amylase.

2 Matériel vegétal
Le matériel végétal utilisé est constitué des fruits d’Arbutus unedo récoltés au debut du

mois de janvier 2023 dans la région de Nedroma, située au nord-ouest de Tlemcen, Algérie a

proximité de la frontiere marocaine.

Le fuit a été conservé au congélateur jusqu’a I'utilisation.

Figure 10 : Le fruit d'Arbutus unedo L.

3 Extraction des mucilages brut et purifié

Le but de cette étape est d’extraire les mucilages contenus dans le fruit d’Arbutus unedo.
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Matériel et Méthodes

3.1. Extraction du mucilage brut

L’extraction se fait par la méthode décrite par (Kolhe et al., 2014) avec modification, ou il

faut :

Dans un premier temps, découper les fruits en petits morceaux.

Mélanger 30g du matériel végétal avec 300ml d’eau distillée dans un ballon rode
surmonté d’un réfrigérant.

Laisser le meélange bouillir pendant 1 heure.

Laisser le melange se refroidir pendant 2 heures.

Filtrer le mélange sur une mousseline et récupérer I’filtrat.

Ajouter 300 ml d’éthanol froid a 300 ml au filtrat. L éthanol permet de précipiter les
mucilages. Ce mélange est mis au froid (4°C) pendant 24 heures.

Centrifuger le mélange a 4000 tours/min pendant 10 min afin de récupérer le culot.
Eliminer le surnagent et rincé le culot avec 1’éthanol

Centrifuger le mélange encore une fois a 4000 tours/min pendant 10 min.

Sécher le culot a 40°C pendant 24 heures.

Le résidu obtenu est I’extrait du mucilage brut.

Figurell : L'extraction des fruits d'Arbutus unedo dans le soxhlet.
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3.2 Extraction du mucilage purifié

Dans un premier temps, les fruits sont découpes en trés petits morceaux.

Mélanger 10g du matériel végétal avec 100ml d’acétone dans un erlenmeyer.
Laisser le mélange macérés pendant 48 heures a couvert par I’aluminium pour éviter le
stress oxydatives.

Filtrer le mélange par un papier filtre et récupérer infiltrat.

Laisser le mélange bouillir pendant 1 heure dans le montage de soxhlet.

Laisser le mélange se refroidir pendant 2 heures.

Filtrer le mélange sur une mousseline et récupérer le filtrat. L’éthanol permet de
précipiter les mucilages. Ce mélange est mis au froid (4°C) pendant 24 heures.
Centrifuger le mélange a 4000 tours/min pendant 10 min afin de récupérer le culot.
Eliminer le surnagent et rincé le culot avec 1’éthanol

Centrifuger le mélange encore une fois a 4000 tours/min pendant 10 min.

Sécher le culot a 40°C pendant 24 heures.

Le résidu obtenu est I’extrait du mucilage purifié.

Figurel2 :L'extraction des fruits d’Arbutus unedo par
macération.
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“30g fruits d’Arbutus
unedo’+300ml d’eau distillée
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"Extrait de mucilage brut"

Figure n°13 : Extraction des mucilages brut et purifié

a partir les fruits d’Arbutus unedo.
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4 Rendement

Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée aprés évaporation du solvant, il est
exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a 1’extraction.
Le rendement de chaque mélange est calculé selon la formule suivante :

R=[(M2-M1)/P] x 100

— R : rendement en pourcentage %.
— M2 : la masse du tube aprés séchage (contient 1’extrait) en gramme.
— M1 : la masse du tube vide en gramme.

—P : poids de matériel végétal prise d’essai.

5 Caractérisation des mucilages

5.1 Dosage des protéines

» Principe

Le dosage des protéines se fait par la méthode de Biuret selon (Henry, 1964). En solution
alcaline les protéines forment avec les ions cuivriques un complexe coloré. L’absorbance est
mesurable a 540 nm. La détermination des différentes concentrations se fait en se basant sur

une droite d’étalonnage du sérum albumine bovine (SAB).

» Dosage
Etapel : préparation du réactif de biuret pour 250 ml d’eau distillée.
e Solubiliser 11,5 g de NaOH dans 150 ml d’eau distillée.
e Ajouter les réactifs suivants successivement au mélange précédent : 0,28 g de CuSO4
0,25 g de KI et 1,489 de tartrate double sodium potassium.
e Ajuster le volume a 250 ml par 1’eau distillée.
Etape2 : préparation de la SAB.
e Peser 0,2 g de la SAB dans 20 ml de tampon.
e Reéaliser des dilutions en cascade.
Etape3 : préparation des extraits.
e Solubiliser I’extrait (brut ; purifié) dans le tampon.
Etape4 : dosage
e Préparation une série de tubes, extraits, blanc et SAB. Prévoir 3 tubes (essais) pour

chaque extrait ou pour le SAB.

30



Etude expérimentale Materiel et Méthodes

e Dans les tubes, mettre 100 ul de la solution a doser (extrait ou SAB) et 1 ml du réactif
de biuret.
e Le tube blanc qui contient (100 pl TP + 1 ml biuret) utilisé pour calibrer le
spectrophotometre.
e Les tubes sont incubés a I’ombre pendant 30 min puis I’absorbance est lue a 540 nm.
» Expression des résultats
Pr(%)=[(CxV)/P] x 100
C : concentration en protéines de I’extrait en « mg/ml» (déterminée graphiquement).
V : volume de tampon en «ml».
P : la prise d’essais «mg».

Pr : taux de protéines.

5.2 Dosage des sucres

» Principe

La méthode de (Dubois et al., 1956) permet de doser les sucres en utilisant le phénol et
I’acide sulfurique concentré. En présence de ces deux réactifs, les oses donnent une couleur
jaune-orange dont I’intensité est proportionnelle a la concentration des glucides. La densité
optique est mesurée a 490 nm.

» Dosage

Les extraits obtenus sont solubilises dans I’eau a différentes concentrations. Mélanger 1
ml de la solution obtenue avec 1 ml de phénol a 5% et 5 ml d’acide sulfurique pur. Laisser
agir pendant 30 min et lire I’absorbance a 490 nm devant un blanc contenant 1ml d’eau
distillée et 1ml de phénol avec 5 ml d’acide sulfurique. Une droite d’étalonnage de glucose est

tracée afin d’estimer les concentrations des sucres dans les extraits analysés.

5.3 Le pH des mucilages

Solubiliser une quantité de 10 mg de chaque extrait de mucilage (brut et purifié) dans
10 ml d’eau distillée, préparer 3 essais. Le pH est mesuré a ’aide d’un pH meétre.

5.4  Tests de mise en évidence de quelque famille de molécules

a. Acides aminés
% 1 ml d’extraits a tester est ajouté sur 2 ml de la solution de ninhydrine préparée

dans 1’acétone dont la concentration est 1%.
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% Apres le chauffage dans un bain-marie, un changement de couleur est observé dans
les deux extraits.

% La présence des acides aminés donne une couleur violette (Harborne, 1998).

b. Tanins
Ajouter 2 a 3 gouttes de solution de FeCl 3 (2%) a 2 ml de chaque solution testée et laisser
reposer quelques minutes. La présence des tanins donne une coloration bleue-noire et un

précipité (Karumi, 2004).

5.5 Analyse spectroscopique par Infrarouge

» Principes

L’analyse par Infrarouge d’un échantillon permet de révéler la présence de certains
groupements fonctionnels caractéristiques (Capitani et al., 2016). La spectrométrie
Infrarouge est une méthode d’analyse physique rapide, basée sur I’excitation des molécules
par des radiations Infrarouges. L’ absorption des rayonnements de nombres d’ondes comprises
entre 4000 et 400cm -1 en tant qu’énergie de vibration moléculaire modifie a la fois les états
de rotation et de vibration des molécules (Lopez-Leon et al., 2022).

» Meéthode de Spectrométrie Infrarouge (PerKinElem)

Le spectre Infrarouge a transformé de fourier (FT-IR) d’extraits de mucilage brut et
purifié est réalisés en pastilles de KBr (Bromure de potassium). Une quantité de pastille est
étalée sur la pastille métallique et placer I’autre pastille métallique dans la partie supérieure et
placer dans la presse hydraulique avec une pression de 10 ton, enlevé la pastille métallique
supérieure pour récupérer la pastille de KBr et placer dans le support d’échantillon, mettre
dans I’appareil d’Infrarouge pour tracer les pics qui sont enregistrés. Tous les spectres

Infrarouges ont été enregistrés entre 4000 et 400 cm -1.

6 Effet inhibiteur des mucilages sur I’alpha-amylase

» Principe

Cette méthode consiste a évaluer ’effet inhibiteur des mucilages brut et purifié de fruit
d’arbousier sur ’activité de ’alpha-amylase pancréatique d’origine porcine qui est proche
d’un point de vue structural et cinétique de I’alpha-amylase humaine. Le substrat utilisé c’est
I’amidon et I’acarbose molécule de référence est un contrdle positif. Les produits de cette
réaction sont : des oligosaccharides, dextrines, maltose et glucose (Worthington, 1988).La

quantité de produits formés est déterminée par la méthode de (Lindsay, 1973). Cette méthode
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est basee sur le caractere réducteur des groupements aldéhydes et cétones libres des sucres. En
milieu alcalin et a chaud, ’oxydation de ces fonctions provoque simultanément la réduction
de Tl’acide 2,3-dinitrosalicylique (DNSA) de couleur jaune orange en acide 3-amino-5-
Snitrosalicylique 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.

> Préparations des réactifs (Lindsay, 1973)

% Réactif de DNSA (acide 3,5-dinitrosalicylique)

1 g de DNSA est dispersé dans 40 ml d’eau distillée. Ensuite 30 g de tartrate double de
sodium et de potassium sont ajoutés sous agitation. La solution obtenue est de couleur jaune
opaque. L’addition de 20 ml d’une solution de NaOH (2N) rend le réactif limpide avec une
couleur orange. Le volume obtenu est ajusté a 100 ml avec I’eau distillée. Le reactif obtenu
est conserve a I’abri de la lumiére et a 4°C.

% Solution de I’alpha-amylase

L’enzyme utilisée est I’alpha-amylase (E.C.3.2.1.1) du pancréas porcin (PPA) sous

forme lyophilisée (Fluka), son poids moléculaires est de 54 Da avec une activite spécifique de
13Ul/mg, conservée a +4°C. 6mg de PPA sont solubilisés dans 20ml de solution tampon
phosphate (0,02M, pH 6,9). La solution obtenue contient une activité enzymatique de
3,9Ul/ml. L’optimum de I’activité de I’alpha-amylase d’origine porcine est a pH 6,9 pour une
température de 37°C.

% Solution tampon phosphate (0,02M ; pH=6,9)

On prépare la solution tampon de deux solutions, A et B.
La solution A est monobasique (NaH2PO4) (M= 119,98g/mole) et B dibasique (Na2HPO4)
(M=141,96g/mole) a 0,02M et un pH final de 6,9 est fixé.
n=m/M — mA=n x M =119,98 x 0,02=2,40 g
n=m/M— mB=n x M = 141,96 x 0.02=2,84 g
2,40 g du composé A ajustés avec I’eau distillée jusqu’a 1L.
2,84 g du composé B ajustés avec I’eau distillée jusqu’a 1L.
Ensuite, on mélange les deux solutions A et B pour avoir une concentration de 0,02 M et un
pH=6,9.

%+ Solution de substrat (amidon)

Le substrat de cette catalyse est ’amidon soluble. Il est préparé dans la solution tampon
phosphate (0,02 M ; pH 6,9) a une concentration de 1% préalablement bouillir et refroidir afin

de réaliser les tests sur I’alpha amylase.
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Pour avoir une bonne activité enzymatique. On ajoute le NaCl a 6mM.
¢ Solution d’extrait
Différent concentration de mucilage sont préparées (2 ; 1; 0,5 ; 0,25 ; 0.125mg/ml) dans
le tampon phosphate (0,02M ; pH 6,9) afin d’évaluer leur effet sur I’activité enzymatique de
alpha-amylase.
% Solution de d’acarbose
L’acarbose «Glucobey®50 » est utilisé dans cette expérience comme molécule de
référence afin de comparer son activité vis -a-vis de I’alpha amylase par rapport a celle des
extraits.
Un comprimé de 50 mg est solubilis¢ dans le tampon phosphate afin d’avoir une
concentration de 1 mg/ml d’acarbose.
» Mode opératoire
Les tests sont réalisés sur les mucilages brut et purifié.
Cette méthode est réalisée selon le protocole de (Thalapaneni et al., 2008) avec
modifications :
» On prépare une gamme de concentrations (dilution en cascade) et on teste 1’effet de
chaque concentration de I’extrait sur I’activité de I’alpha-amylase.
e Tube blanc (pour le contréle) : 1 ml solution tampon + 0,5 ml d’amidon.
e Tube blanc (pour I’extrait) : 0,5 ml solution de tampon + 0,5 ml d’extrait +0,5 ml
d’amidon.
e Tube contréle : 0,5 ml de tampon phosphate + 0,5 ml d’amidon + 0,5 ml de solution
enzymatique.
e Tube d’essai : [J 0,5 ml solution d’amidon + 0,5 ml solution d’extrait + 0,5 ml solution
enzymatique.
» On agite les tubes et on les incube pendant 15 min a 37°C.
» On ajoute 1 ml de DNSA apres I’incubation et on place les tubes dans un bain-marie
bouillant pendant 8 min a 100°C.
» Afin de stopper la réaction entre maltose et DNSA, On procéde a un choc thermique
en déposant les tubes dans un bain d’eau glacée.
» On mesure les densités optiques au spectrophotometre a une longueur d’onde de 540

nm.
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» Le calcul du pourcentage d’inhibition de chaque concentration d’extrait ou
d’acarbose par rapport au contrOle (sans inhibiteur) se fait selon la formule
suivante :

% d’inhibition de I’a-amylase = [(A Contr6le — A échantillon)/ A Controle] x 100

+* A Controle : Absorbance contréle ; A échantillon : Absorbance échantillon.
% IC 50 : la concentration inhibant 50% de I’activité enzymatique. Elle est calculée
graphiquement.
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Résultats et discussion

1 Extraction du mucilage brut

Grace a l’ajout d’éthanol au filtrat, les mucilages se sont précipités. Apres la
centrifugation et le séchage, nous avons obtenu un extrait mucilagineux d’aspect solide de
couleur marron (voir la figure n°13) avec un rendement de 1,45+1,101%.

Figurel3 : Mucilage brut.
2 Extraction du mucilage purifié
L’addition de 1’éthanol au filtrat a entrainé la précipitation des mucilages. Apreés la

centrifugation et le séchage, I’extrait de mucilage a pris une couleur blanchétre d’un aspect
gélifié (voir la figure n°14) avec un rendement estimé de 3,606+0,45%.

Figurel4 : Mucilage purifié.
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Nous remarquons que I’extrait purifié a présenté un rendement plus élevé de 3,60%

par rapport a I’extrait brut avec 1,45%.

En comparant nos rendements avec d’autres travaux, nous observons les notres sont
inférieurs a ceux obtenus par Sayyad et Sakhare, (2018) et ont réalisé une étude sur
I’isolement et la caractérisation du mucilage de graines d'Ocimum basilicum pour les
performances de compression, présenté un rendement d’ordre de 30 %pour le mucilage
séché.

Les travaux de Sepulveda et al., (2007) sur I’extraction et la caractérisation du
mucilage dans Opuntia spp, ont montré un rendement moyen estimé en mucilage apres
séchage de 1,48 % selon le poids frais qui est proche a notre rendement de I’extrait brut et de

19,4 % selon le poids sec.

L’étude de Chatterjee et Mazumder, (2019) sur I’extraction et la caractérisation de la
Gomme d’okra, montre un rendement de mucilage de 10% qui est largement supérieur par

rapport a nos résultats.

Cette variation dans le rendement peut étre influencée par différents parametres tel que
. la période de récolte, ’organe de la plante, la durée de séchage, la méthode d’extraction, et

la polarité des solvants utilisés (Salminen, 2003).

3 Caractérisation de mucilage
3.1 Dosage des sucres et des protéines
Le tableau n°3 représente les résultats des dosages effectués sur les extraits de

mucilages (brut et purifié) de ’arbousier.

Tableau 3: Composition en pourcentage des extraits d'Arbutus unedo.

Mucilage brut Mucilage purifié
Protéines (%0) 46,49+17,49 2,77£0,24
Sucres (%) 1,14+0,12 0,08+0,07
pH 3,43+0,51 8,02+0,47

Les tests quantitatifs ont permis d’estimer les taux de protéines et des sucres dans les
deux extraits. Pour les protéines, un taux de 46,49% est enregistré dans le mucilage brut et

2,77 % dans le mucilage purifié. Concernant le dosage des sucres, une valeur de 1,14% est
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repérée dans le mucilage brut et 0,08% dans le mucilage purifié. Donc, nous pouvons
constater que le mucilage brut est plus riche en protéines, et pour le taux en sucres est faible

dans les deux extraits.

Le taux en protéines des extraits du mucilage est largement supérieur a ceux trouvé par
Bayar et al., (2016) sur les extraits d’Opuntia ficus Indica Cladodes qui ont enregistré une
faible teneur en protéines dans la fraction mucilage qui est de 0,83 % et un taux de sucre

important estimé de 63,45 % dans leur mucilage qui se différent a notre résultat.

Silva et al., (2019) ont révélé une teneur en protéines du mucilage vert des fruits de
Pereskia aculeata Miller de 19,89 %qui est inférieurs a celle-ci de notre mucilage brut et une
teneur en sucre de 67,20% qui est plus élevée que celle observée dans nos résultats du

mucilage des fruits d’arbousier.

De méme, nous résultats en teneur en sucre sont énormément inférieurs a celle-ci
enregistrés par (Archana, 2023) qui a noté une teneur importante en sucre de 77,72 % dans

les graines de Lepidum sativum.

Cela peut étre da aux conditions d’extraction, aux matieres premicres de départ et a la

méthode utilisée pour la quantification des protéines et des sucres (Bayar et al., 2016).

Le résultat de I’analyse physique de potentiel d’hydrogéne (pH) de I’extrait brut
montre une valeur de 3,43 signifiants qu’il a un caractere acide. Cela pourrait indiquer la
possibilité de la présence des acides uroniques en nombre élevé contredisait au résultat de
I’extrait purifié avec un caractére basique pH=8,02. Ce résultat pourrait montrer que le

deuxiéme extrait contient moins d’acides uroniques.

Le pH de I’extrait brut est plus acide par rapport a celle trouvé par Alalor et al.,
(2014) et qui ont noté un pH de 6,1 sur I’extrait mucilagineux de Colocasia esculenta, une
valeur proche de la neutralité. Aussi Gupta et al., (2015) ont estimé un pH de 6,90 pour le

mucilage de Hibiscus rosasinensis.

3.2 Tests de mise en évidence de quelques familles de molécules

Le tableau n°4 résume les résultats des tests recherchant quelques familles de

molécules dans I’extrait de mucilage brut et purifié.
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Tableau 4: Les tests phytochimiques des extraits de mucilage brut et purifié.

Mucilage brut Mucilage purifié
Tannins ++ -
Acides aminés ++ +
++ : Moyennement positive + : Faiblement positive -Absence totale

Les tests phytochimiques réalisés sur le mucilage montrent une réaction tres positive
avec FeCls, ce qui indique la présence des composés phénoliques dans I’extrait du mucilage
brut par contre leur absence dans le mucilage purifié. Les acides aminés sont présents dans les

deux extraits mais beaucoup plus dans I’extrait brut que purifié.

Une étude realisée par Gupta et al., (2015) sur le mucilage des feuilles de Hibiscus
rosasiennes a montré la présence des acides aminés qui est semblables & nos résultats,
également signalé 1’absence des tanins. Ce résultat est en accord avec notre étude sur I’extrait
purifié.

Selon les résultats de Manhivi et al.,( 2018) les acides aminés étaient présents en

quantités importantes dans les mucilages de Cactus.

Les tanins sont absents dans le mucilage purifie, ces résultats peuvent étre expliqués
par la méthode d’extraction des mucilages plus précisément , la macération avec 1’acétone a
permis de précipiter les composes phénoliques dont les tannins qui indiquent I’absence de ces

derniers dans I’extrait de mucilage purifié.

3.3 Analyse spectroscopique par Infrarouge

Les deux figures15 et 16 représentent les spectres FT-IR d’extraits des mucilages brut
et purifié. D’une manicre générale, les spectres Infrarouges des extraits de polysaccharides
hydrosolubles laissent apparaitre une bande d’absorption large a 3400cm™ qui semblent

correspondre a la vibration du groupement hydroxyle (OH).
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Figure 15 : Spectre Infrarouge de I'extrait de mucilage brut d'Arbutus unedo.
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Figurel6 : Spectre Infrarouge de I'extrait des mucilages purifié d'Arbutus unedo.

Le tableau 5 montre I’analyse des spectres FT-IR obtenus pour les deux extraits.

L’interprétation est caractéristique des polysaccharides hétérogene (Tan et Gan, 2016).

Tableau 5 : Analyse des spectres Infrarouge des extraits de mucilage de I'arbousier

Numeéro Nombre d’onde Groupement Fonctionnel
1 3408-3548 -OH (groupement hydrolxyle)
2 2800-300 C-H vibration et élongation
3 1622 -COO" (groupement carboxyle)
4 1100-1300 C-0
5 600-700 C-H
6 500-540 S-S (disulfure)
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4 Inhibition de I’alpha-amylase

4.1. Inhibition par I’acarbose (controle positif)

D’aprés les résultats présentés sur la figure n°l17, nous pouvons remarquer une
augmentation relativement importante des pourcentages d’inhibition en fonction des

concentrations croissantes de 1’acarbose, avec une 1Cso de 0,16 mg/ml.

100§ y = 217,9% + 15,10

90 R?=0,980
80

70
60
50
40
30
20
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0 \
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

Pourcentage d'inhibition %

Concentration en (mg/ml)

Figurel7 :Pourcentage d'inhibition(%) en fonction des cencentrations d'acarbose
(mg/ml).

4.2. Inhibition par I’extrait de mucilage brut

Le graphe dessiné sur la figure n°18, montre la variation des pourcentages d’inhibition
de l’alpha-amylase par I’extrait de mucilage brut. Une 1Cso de I'ordre 2,153 mg/ml est
enregistrée. Cette valeur est plus élevée par rapport a celle de ’acarbose (0,16 mg/ml) qui est

une molécule de référence.
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Figurel8 : Pourcentage d’inhibition (%) en fonction des concentrations de mucilage brut
(mg/ml).

4.3.Pourcentages d’inhibition par I’extrait de mucilage purifié

La figure n°19 montre les pourcentages d’inhibition de I’alpha-amylase par 1’extrait de
mucilage purifié. L’ICso enregistrée est de 1’ordre de 5,17 mg/ml. Cette valeur est supérieure a

celle du mucilage brut (2,153 mg/ml).
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Figurel9 : Pourcentage d’inhibition (%) en fonction des concentrations de mucilage purifié
(mg/ml).

Les valeurs montrent une efficacité faible par rapport aux résultats trouves par Tedjani
et al., (2023) qui ont trouvé un effet inhibiteur important sur ’activité a-amylase avec une
ICso de 0,8+0.005 mg/ml pour le mucilage de Astragalus gyzensis Bunge comparativement a
I’acarbose comme témoin positif avec une 1C50 de 0,295+ 0,006 mg/ml.

Aussi, I’effet de notre résultat est nettement inférieur a celle-ci trouvé par Khan et al.,
(2023) qui ont trouvé une ICso de I’ordre de 0,85 mg/ml testée sur le mucilage brut d’okra
Abelmoschus esculentus comparés a 1’acarbose qui a démontré 100% d’inhibition dans les
circonstances de leur essai.

Des données cohérentes ont été observées dans I’étude de Chukwuma et al., (2018)
ou les deux extraits de mucilage sec de I’amadumbe (Colocasia esculenta) et okra
(Abelmoschus esculentus) présentaient un effet inhibiteur sur I’activité de la a-amylase avec
une valeur de ICso de 2,23 £ 0,24 mg/ml et 2,57 + 0,34 mg/ml respectivement.

Par comparaison, I’extrait de notre mucilage brut a montré un effet inhibiteur plus
puissant par rapport a leurs extraits, mais concernant le mucilage purifié présentait une
inhibition plus faible de I’absorption du glucose intestinal.

L’activité enzymatique peut étre affectée par les drogues ou par de nombreux agents
chimiques tels que le pH qui peuvent entrainer un changement d’ionisation des acides aminés

de site actif et qui peuvent méme influe sur la solubilité de la protéine.
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L’activité inhibitrice de I’extrait brut s’interpréte par leur acidité qui empéche les
acides aminés de site actif (Glu261, Asp231, Asp328) de I’enzyme d’étre ionisés

negativement dans ce milieu acide.

L’effet inhibiteur sur ’alpha amylase pourrait étre aussi du a la présence des cComposes
phénoliques ou a sa richesse en acides aminés ou a la combinaison des extraits de mucilage au
site actif libre de I’enzyme a la place de substrat (inhibition compétitive), ce qui bloque la

réaction normalement catalysée par ’enzyme.

D’aprés ces résultats, nous avons suggéré que 1’Arbutus unedo présente des propriétés
inhibitrices importantes contre 1’a-amylase et pourrait étre utilisés comme un aliment

fonctionnel anti-hyper glycémique pour la gestion du diabéte.
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Conclusion

L’objectif d notre travail est de tester in vitro le pouvoir inhibiteur de mucilage

d’Arbutus unedo sur I’activité de I’a-amylase.

Les tests de caractérisation de mucilage montrent que I’extrait de mucilage brut est
plus riche en protéines avec une valeur de 46,49+17,49% par rapport au mucilage purifié
2,77%0,24% par contre les deux extraits ont une faible teneur en sucres 1,14+0,12% et
0,08+0,07% pour le mucilage brut et purifié respectivement. En plus les tests de mise en
évidence montrent la présence des acides aminés dans les deux types de mucilages et pour les

composés phénoliques (tannins) sont présents dans 1’extrait brut et non dans I’extrait purifié.

Le résultat de I’analyse physique de potentiel d’hydrogéne (pH) de D’extrait brut
montre une valeur de ph acide qui est de 3,43 contredisait au résultat de I’extrait purifié avec

une valeur de pH basique de 8,02.

L’effet inhibiteur de ’a-amylase par les différents extraits d’Arbutus unedo étudiés est
confirmé par les résultats obtenus et qui sont dus a sa richesse en molécules bioactives

puissantes.

A partir des résultats obtenus, nous pouvons conclure que 1’Arbutus unedo est une
plante antidiabétique qui a un pouvoir inhibiteur d’a-amylase remarquable et intéressant. Les
valeurs d’IC50 sont comme suit : 2,153 mg/ml ; 5,17 mg/ml pour les extraits brut et purifié

respectivement.

A la lumiere de ces résultats, il serait intéressant de réaliser d’autres recherches qui

S’intéressent a :

= L’utilisation d’autres méthodes d’extraction avec d’autres solvants organiques, sur les
parties de la plante (feuilles, fleurs et graines)

» L’identification structurale des mucilages du fruit d’arbousier

= La séparation des déférents composants de mucilage pour tester leur effet sur le
diabéte sucré d’une manicre générale et sur I’a-amylase précisément.

= La recherche d’autres effets biologiques, antioxydant, antimicrobien,
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