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Résumé

Le but de cette étude est 1’évaluation de 1’effet des extraits des feuilles de Retama raetam
in vitro sur I’activité de I'a-amylase. Différents extraits aqueux et organiques sont incubés en

présence de I’a-amylase et le substrat (amidon) a 25 C° pendant 5 min.

Les résultats phytochimiques obtenus ont révélé la richesse de Retama raetam en
alcaloides, flavonoides et en polyphenols. Ceci est confirmeé par le dosage des polyphenols
qui a démontré que les extraits n-butanol, eau méthanol sont riche en ces composes de 272.46
Kg équivalent acide gallique par mg d'extrait et 125.05 pg équivalent catéchine par mg de

I'extrait respectivement.

De plus, les extraits préparés a partir des feuille de Retama raetam ont présenté un effet
inhibiteur sur I’activité de I’a-amylase dose-dépondent ; dont I’extrait aqueux sous reflux a
inhibé 72 % de I’activité, suivie par ’extrait eau méthanol de 66.12 % a la méme

concentration.
Suivant les résultats obtenus, 1’effet inhibiteur des extraits de Retama raetam sur l'activité
de I’a-amylase est fortement lié a sa richesse en flavonoides et en polyphenols. Ce résultat

constitue une piste pour une éventuelle étude in vivo.

Mots clés : Retama raetam, polyphenols, a-amylase, in vitro.
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Introduction

e diabete sucré est I’'une des principales causes de déceés dans la plupart des pays

développés, en développement ou récemment industrialisés (Antonio et al,. 2007).

Le diabéte, et notamment le diabete de type 2 (DT2), touche 5,9 % de la population
adulte mondiale. En Algérie plus de trois millions de population sont diabétiques. Selon les
dernieres statistiques de la direction de la prévention au ministére de la santé algérienne, plus
de 84 % des personnes atteintes de diabéte de type 2 affichaient des taux de glycémie tres
élevés apres les repas (Bonora et al,. 2006; Msante, 2011). Cette glycémie postprandiale peut
contribuer indirectement aux complications du diabéte, en particulier les maladies
cardiovasculaires responsables de la majorité des déces liés au diabete (Niskanen et al,.
1998; Ceriello, 2005).

Le traitement actuel du diabéte sucré vise a soigner et non a guérir la maladie ce qui
représente un échec des traitements pharmaceutiques conventionnels, surtout dans le cas des
maladies chroniques. De ce fait, et malgré le développement spectaculaire de la médecine
moderne, les plantes médicinales trouvent encore leurs indications thérapeutiques dans le
traitement d’une multitude d’affections et de maladies dans les différentes sociétés et cultures,
y compris dans les pays développés (De Smet et al., 2002; Eisenberg , 1993). Dans 81% des
cas, les indications traditionnelles de plantes antidiabétiques ont été expérimentalement
confirmées (Marles et al., 1995). L’exemple classique est celui de Galéga officinalis, une

plante largement utilisée dans le traitement du diabete en Europe (Oubre, 1997).

Par ailleurs le traitement traditionnelle de plusieurs maladies, dont le diabete sucré, les
maladies cardiovasculaires et autres pathologies est une coutume connu en Algérie qui
posséde un riche patrimoine d’agro-ressources meédicinales et alimentaires. Ce qui fait de la
flore algérienne une piste trés intéressante pour la mise en valeur de l'activité thérapeutique de
ces plantes. Dans ce cadre, I'objectif de notre étude est porté sur Retama raetam plante
endémique algérienne largement utilisée en médecine traditionnelle, afin de tester I’effet de

cette plante sur l'activité de I'a-amylase.

Le plan de cette étude est résumé en deux parties, une étude phytochimique des extraits
préparés afin de vérifier la présence ou 1’absence de certaines familles chimiques avec un
dosage de polyphénols et flavonoides totaux. Et une étude qui s’intéresse a tester in vitro

I’effet des extraits préparés sur I’activité de l'a-amylase.


http://www.mediasante-dz.com/userinfo.php?uid=1
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Chapitre 1 Généralité sur le diabéte sucré

1- Définition du diabete sucré

Le terme générique du mot diabete désigne un groupe d’affections caractérisé par une
polyurie, polydipsie et parfois une polyphagie, et qui accompagnent une maladie chronique
liée @ un trouble de la glucorégulation (hyperglycémie), conséquente d’une sécrétion
insuffisante d'insuline (diabéte insulinodépendant, ou type I) ou d’une carence ou mauvaise

utilisation de I’insuline (diabéte non insulinodépendant, ou type II). (Jacques et al,. 2007).

2- Epidémiologie

La repartition des causes du décés selon une enquéte de I’Institut National de Santé
Publique (INSP) Algérien en 2005 et selon la classification GBD (Global Burden of Disease),
montre que, le diabéte occupe la 4°™ place parmi les dix premiéres causes de décés dans le
monde. Les systéemes de santé dépensent 465 milliards de dollars annuellement pour le
traitement du cette épidémie. Il frappe plus durement les pays en voie de développement
(majorité entre 45-65 ans) dont 50 a 80 % du budget de santé est consacré a cette maladie
(IDF, 2006; Singh 2008).

Le nombre de diabétique dans le monde est essimé de 300 millions en 2025, soit une
prévalence de 6,3 % de la population mondiale; a travers I'Afrique, le Moyen-Orient, et
I'’Amérique Centrale, la prédominance du diabete est estimée d’environ 80 % au cours des 15

années a venir (Nauck et al., 2009).

En Algérie, la prévalence du diabéte a été estimée a 8.9 % en 2004 chez la population agée
de 25 a 64 ans et a 12.3 % en 2005 chez la population agée de 35 ans et plus; Soit une
estimation de prés de 1.3 millions de diabétiques ce nombre peut atteindre prés de 4.2 million
de diabétique en 2025 (Mesbah, 2010).

3- Classification du diabete

Le comité international d’experts présente une nouvelle classification étiologique des
diabétes sucrés, cette classification est actualisée en fonction des données scientifiques
récentes. On distingue deux types majoritaires: le diabéte de type 1, le diabéte de type 2 et des
types minoritaire, diabéte gestationnel et autres types spécifiques (anomalie génétique de la
fonction des cellules B-pancréatiques (MODY), anomalie génétique de 1’action de I’insuline,
maladie du pancréas exocrine, diabete au cours des endocrinopathies, diabétes induits par des
médicaments) (ECDCDM, 1997).
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4- Les plus fréquent type du diabéte

4-1- Le Diabete Insulino-Dépendant (DID) :

Diabete de type 1 ou diabéte de 1’enfant, touches environ 10 % de la population diabétique,
liée a une autodestruction des cellules pancréatique 3. Certains facteurs liés a la prédisposition
génétique et I'environnement contribuent au développement du diabéte de type 1 (Fabrice et
al., 2005 ; OMS 2009).

4-2- Diabete Non Insulino-Dépendant (DNID)

Ce type de diabéte représente 90 % de l'ensemble des cas mondiaux et il débute
géneralement apres I'age de 40 ans (Buysschaert et al., 1999 ; Raccah, 2004). Il résulte de
I'incapacité de l'organisme a secréter ou a réagir correctement a l'action de [l'insuline,
insulinorésistance ou insulinopénie (Calop et al., 2008 ; Raccah, 2004). Sa prévalence
augmente avec 1’age, le mode de vie occidentalisé, la réduction de I’activité physique, les
apports €levés en calories et I’obésité. (Dowse et al., 1996; Ramachandran et al., 1997).

Il existe une forte influence familiale dans la genése de ce type de diabéte, I’influence des
facteurs génétiques est bien établie (Beck-Nielsen et al., 1994).

5- Diagnostic

Les spécificités physiopathologiques expliquent la variabilité des signes cliniques, propres
a chacune de ces complications. 1l existe néanmoins des symptdmes communs, dont les plus
évocateurs, a leur phase initiale, sont la polyurie et la polydipsie qui témoignent de
I'installation de I’hyperglycémie et de ses consequences sur la volémie corporelle
(Radermacher et al., 2005).

Au niveau du contréle des constantes biologiques, on remarque une hyperglycémie a jeline
et une glucosurie. L’examen chez les patients est basé sur la mesure de la glycémie a jeline et
le test de I'hyperglycémie provoquée par voie orale. Chez les quelles leur glycémie a jelne
élevée, augmente encore une heure aprés lI'administration orale de 75 g de glucose dissous
dans 250 ml d’eau. Cette hyperglycémie ne retrouve pas sa valeur basale aprés 3 heures de
suivi (Tableau 1) (Goetz, 2007).
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Tableau 01: Taux de la glycémie au cours de test du I'nyperglycémie provoquée par voie
orale (Goetz, 2007).

Pathologies Glycémie & jeune Glycémie apres 2 Taux intermédiaire
heures (entre repas)
Normale < 6,3 mmol/Il < 7,7 mmol/l < 11 mmol/l
Diabete Gestationnel > 5,8 mmol/Il > 9,2 mmol/l >10,6 mmol/l a +1H >

8,1 mmol/l a + 3H

Diabete gras > 7,7 mmol/l a deux > 11 mmol/l > 11 mmol/l
reprises
Intolérance au glucose 6,3 a 7,7 mmol/I 7,7 a 11 mmol/l >11 mmol/l

6- Complications du diabete sucre

Le diabéte une maladie lourde de conséquences par ses complications, c¢’est pourquoi il
constitue un probleme majeur de santé publique (Rahilly, 1997). C'est I'nyperglycémie
chronique qui est responsable de complications a long terme micro- et macro angiopathique.
Le diabéte insulinodépendant (DID) provoque des complications fonctionnelles (atteintes des
yeux et des systémes nerveux), peut-étre plus précoces et plus sévéres; et une complication
vitale (atteinte rénale) plus fréquente chez les sujets jeunes. En revanche le DNID entraine

probablement plus de manifestation cardio-vasculaire (Perlemuter et al., 1999).

7- Traitement de diabéte sucré

Le traitement du diabete de type 1 repose sur une prescription vitale I’insuline associée a la
diététique, l'activité physique, l'auto-surveillance, I'éducation et le suivi médical régulier.
(Gérard, 2005).

Le traitement initial du diabéte de type 2 repose en 1% lieu sur le régime alimentaire et
I'exercice physique. Les fonctions musculaires et articulaires diminuent les dép6ts de graisse,
en particulier abdominale, liés a I’insulinoreésistance et ses conséquences avec fréquemment
une perte de poids (AFSSPS, 1999).

En second lieu est les antidiabétiques oraux, qui entrainent la normalisation de la glycémie
dans moins de 50% des cas. Ils n'ont pas d'effet régressif sur les Iésions installées et ils sont
contre - indiqués dans les insuffisances rénales et hépatiques. Leurs effets secondaires ne sont

pas négligeables (Tossou et al., 1995).
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Trois classes d’antidiabétiques oraux exercant des effets hypoglycémiants par des

mécanismes d’action différents sont a la disposition des cliniciens prenant en charge des
diabétiques de type 2 insuffisamment contrélés par le régime seul:

- Les sulfamides hypoglycémiants (Glibenclamide);

- Les biguanides (la metformine);

- Les inhibiteurs d'a-glucosidases intestinales représentés par 1’acarbose et le miglitol

(AFSSPS, 1999).

Les sulfamides hypoglycémiants stimulent la sécrétion d’insuline sans influencer sa
synthése (Melander, 1996). lls se lient & un récepteur spécifique sur la membrane des cellules
B-pancréatiques. La liaison des sulfonylurées a leurs récepteurs spécifiques entraine la
fermeture des canaux potassiques ATP dépendant, source d’une dépolarisation membranaire
et de I’ouverture secondaire des canaux calciques. L’afflux de calcium dans le cytoplasme des
cellules B-pancréatiques induit I’exocytose des vésicules contenant I’insuline d’une fagon
similaire a celle observée aprés stimulation par le glucose (llarde et al., 1994).
L’hypoglycémie est I’effet secondaire le plus grave associ¢ a I’utilisation des sulfamides

hypoglycémiants (AFSSPS, 1999).

Les biguanides diminuent la production hépatique de glucose (inhibition de la
néoglucogenese et de la glycogénolyse), favorisent la captation de glucose par le muscle et
stimule la glycolyse. Les biguanides inhibent également I'absorption intestinale de glucose
sans aucun effet sur la sécrétion d'insuline. Les effets secondaires sont une anorexie qui peut
entrainer un amaigrissement modéré, un gout métallique, des nausées, des vomissements, une
douleur abdominale ainsi qu'une diarrhée. L’effet indésirable le plus grave des biguanides est
I’acidose lactique (Buysschaert, 2006; Gan et al., 1992).

Les inhibiteurs de I'absorption intestinale des glucides, Il s’agit de pseudo-tetrasaccharides
d’origine bactérienne, ces analogues structuraux des oligosaccharides alimentaires inhibent de
fagcon compétitive et réversible, les a-glucosidases de la bordure en brosse de I’intestin gréle
(glucoamylase, maltase, isomaltase et sucrase). Les inhibiteurs des a-glucosidases intestinales
ralentissent le clivage enzymatique des sucres alimentaires en mono et disaccharides, qui sont
alors absorbés dans I’iléon, a ce niveau I’absorption du glucose aprés un repas est ainsi
retardée dans le temps. Les inhibiteurs des a-glucosidases sont essentiellement actifs sur

I’hyperglycémie postprandiale (Reuser et al., 1994). Les effets secondaires de cette famille
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sont d’ordres digestifs et parfois trés invalidants (flatulences, diarrhées, douleurs
abdominales... (Gérard, 2005).




Chapitre 2 Retama raetam

1- Utilisation de plantes médicinales
Depuis des millénaires, tous les peuples ont développé des médecines selon leur
intelligence, leur génie, leur conception culturelle de la santé et de la maladie et les rapports

qu’ils entretenaient avec leur environnement. (Eddouks et al., 2007).

A partir de 19° siécle, la phytothérapie acquiére une dimension plus rigoureuse, qui
comprend I'examen botanique des végétaux, I'étude de leur composition chimique et de leur
efficacit¢ sur l'organisme. Il est aujourd’hui largement reconnu que le monde végétal
constitue la source majeure de médicaments. En effet, pres d'un quart des remédes qui existent
actuellement sont a base des substances végétales ou de produits de synthese botanique et ceci
grace a leur richesse en produits dits du métabolisme secondaire. Ce sont des molécules
variées permettant aux plantes de contréler leur environnement animal et végétal. Parmi ces
substances biochimiques qui procurent des propriétés curatives appréciables, et qu’aucune
chimie de synthese et combinatoire ne peut nous offrir, on cite : tanins, glucosides, mucilages,
flavonoides, saponines, résines, gommes..., (Farnsworth et al., 1985; Fabricant et al.,
2001; Anne et al.,, 2008).

Certains composés actifs responsables de 1’activité pharmacologique ont été identifiés et
isolés de plusieurs plantes, dont leurs mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans

les effets thérapeutiques ont été partiellement ou complétement élucidés (Rates SMK, 2001).

Actuellement, selon I'OMS (Organisation mondiale de la santé), plus de 80 % de la
population mondiale, surtout dans les pays sous-développés, ont recours aux traitements
traditionnels pour satisfaire leurs besoins en matiére de santé et de soins primaires (Eddouks
et al., 2007).

La médecine traditionnelle connait de nos jours un regain d'intérét et de nombreux
diabétiques y ont régulierement recours. Plus de 1200 espéces de plantes, utilisées en
médecine traditionnelle, présentent des propriétés antidiabétiques. Cependant pour la plupart
d'entre elles, les rapports scientifiques ne sont pas encore élucidés. (Marles et Farnsworth,
1995; Kim et al., 2006).

Il'y a toute une série de plantes utilisées en médecine traditionnelle contre le diabéte de type 2
sont essentiellement (tableau 2) : Cinnamomum cassia; Punica granatum; Olea europaea,

Eucalyptus globulus; Trigonella foenum-graecum, Rétama raetam (Rachid et al.2012).
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Tableau 02 : Liste de quelque plantes médicinales utilisées dans le traitement traditionnel du
diabéte. (Rachid et al.2012).

Famille (nom scientifique) Nom Nom en Parties utilisées |préparation
vernaculaire francais
Lauraceae Cinnamomum cassia
Lour. El Korfa Cannelle Partie Ariane Decoc
Lythraceae Punica granatum L. Rommane Grenadier Péricarpe Decoc,
Powd
. . L . . Decoc,
Oleaceae Olea europaea L. | Zitoun, Zebouj Olivier feuilles, Fruits | . ;
infu, huile
Eucal lobul . . .
Myrtaceae uca yEth;S“QI] obulus Kalitouss Eucalyptus | feuilles, Fruits Decoc
Trigonella foenum- Halba Fenugrec graine Decoc,
graecum L. macera,
Fabaceae powd
Retama raetam R'tum Rétama feuilles Decoc
(Forssk.) Webb

2-Distribution géographique de Retama raetam

Decoc, Décoction; macera, macération; infu, infusion; poud, poudre.

Les Rétames sont des légumineuses arbustives, occupant les zones arides, semi-arides et

cotieres, qualifiées de plantes fixatrices de dunes, leur nom dérive du nom biblique (ROTEM)

qui fut changé par les arabes en (R’tem) ou (retam) (Zohary, 1962).

Retama raetam est fréquente dans le nord et I'est de la méditerranée et de la péninsule du
Sinai (Boulos, 1999; Mittler et al., 2001) .

En Algérie les Rétames occupent une surface considérable du nord vers le sud (Thomas,

1968), genéralement localisé dans le sud oranais, sud de Djelfa, Ain Safra, Touggourt, au
centre de la Kabylie, a 1’est de Biskra et a Ouargla (Allal-benfakih, 2006). En Algérie le

genre Rétama compte trois espéces : Retama monosperma, Retama sphaerocarpa et Retama

raetam.
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3- Systématique de Retama raetam

Selon Quezel et Santa (1962) les rétames sont classés dans le taxon suivant :

Régne : vegétal
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Ordre : Fabales

Super famille : Légumineuses
Famille : Fabacées
Sous famille : Papilionacées
Genre : Rétama
Espéces : R. raetam

4- Description botanique

Rétama raetam (Figure 01), Arbuste saharien de 1 a 3,5 m de hauteur a rameaux veloutés,
les fleurs blanches, grandes (8 -10 mm), en grappes pauciflores de 5 a10 fleurs; gousses
ovoides, aigués, terminées en bec. Les rameaux fortement sillonnés en long. Elle se trouve
dans les dunes et lits des oueds (Ozenda, 1991), les feuilles sont trés caduques, les inférieurs
sont trifoliolés, les supérieurs simples et unifoliées (Quezel et Santa, 1962). La floraison de
la plante de I'Avril au Mai (Maghrani et al., 2003).

Le fruit est une étroite gousse indéhissante de moins de 2 cm, acuminées, avec une

extrémité aigue, portant une a deux graines (Quezel et Santa, 1962).
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Figure 01: Retama raetam (Forssk.) Webb et Berth.
5- Importances de Retama raetam

La distribution géographique tres diversifiée de la cote méditerranéenne jusqu’aux régions
semi-arides et arides, Retama raetam possédant a la fois des intéréts pharmacologiques et

écologiques intéressants.
» [Intérét écologique

Selon Mittler et al. (2001), Rétama raetam s’adapte bien aux conditions les plus extrémes
de changements climatiques (manque de nutriments et stress hydrique), D'aprés Farchichi,
(1996) Rétama raetam grace a son potentiel germinatif élevé. Sa tolérance au stress hydrique
et son mode de ramification radicalaire, peut étre considéré comme une espece pionniére apte
a coloniser les cordons dunaires. Son utilisation dans les opérations de végétation de ces

milieux fragiles est recommandable.
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» [Intérét pharmacologique

La partie aérienne de Retama raetam est utilisée, en infusion, en poudre ou en compresse,
pour le traitement du rhumatisme, les blessures et les pigdres de scorpion, elle est utilisée
aussi contre les morsures de serpent (Chehma A, 2006). En outre, des études expérimentales
ont révélé que Retama raetam posséde une activité antioxydante (Saadaoui et al., 2007),
antimicrobienne et cytotoxique. Elle possede aussi un effet diurétique, antihypertenseur, et
une activité hypoglycémiante (Eddouks et al., 2007 ; Maghrani et al., 2003, 2005b, 2005a).

6- Effet antidiabétique

Des recherches scientifiques sur le genre de Retama, ont montré que I’extrait aqueux de
Retama raetam avait un effet hypoglycémiant; alors que I’administration orale d’une dose de
20 mg/kg de I’extrait aqueux de Rétama raetam, diminue de fagon significative la glycémie
des rats normaux, ainsi que des rats diabétiques (Maghrani et al., 2003). De méme, Rétama
raetam peut agir sur le métabolisme lipidique, selon Maghrani et al., (2004) I’administration
oral de I'extraits aqueux de Rétama raetam provoque une diminution de la concentration des
triglycérides dans le plasma des rats normaux et diabétiques avec une diminution significative

du poids corporel.
7- Composition chimique

Selon des études phytochimiques Retama raetam est riche en flavonoides, alcaloides et en
polysaccharides (Abdel Halim et al., 1997). Les graines contiennent de daidzéine, vicenin-2,
la naringénine, l'apigénine, le kaempférol, la quercétine et le kaempférol 7-O-glucoside (El-
Sherbeiny et al., 1978), la daidzéine, la daidzéine 7- 4'-diméthyl éther, chrysoeriol 7-O-
glucoside et orientine sont présents dans les feuilles (Abdalla et al., 1983). Alors que la partie
aérienne est riche en deux nouveaux flavonoides, lutéoline 4'-O-neohesperidoside (1) et 5,4'-
dihydroxy— (3",4"-dihydro-3", 4"-dihydroxy)-2", 2"-dimethylpyrano-(5", 6": 7,8)-flavone (2)
(Kassem et al., 2000).
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Figure 2: structure de deux nouveaux flavonoides de Retama raetam (Kassem et al., 2000).
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Dans plusieurs études épidémiologiques, la glycémie postprandiale (GPP) s'est avérée étre
un facteur de risque majeur et indépendant de maladie cardiovasculaire tant chez les
intolérants au glucose que chez les diabétiques de type 2 (Hanefeld et al., 1996; Hanefeld M,
2002). Les personnes atteintes d'une faible tolérance au glucose ou de diabete ont souvent des

taux de glycémie postprandiale élevés pendant de longues périodes (Antonio et al., 2007).

L'a-amylase est responsable de la dégradation des hydrates de carbone au niveau de
l'intestin gréle. Cette dégradation permet l'absorption du glucose et fait augmenter la
glycémie. De ce fait, I'inhibition de cette enzyme permette une limitation de l'augmentation de

la glycémie postprandiale (Goetz .P, 2007).
1-La digestion de glucides

Le but de la digestion est d'obtenir la transformation de tous les hydrates de carbone en
sucre simple, hexoses ou pentoses, absorbablent par la muqueuse intestinale (tableaul). Les
produits de cette digestion intraluminale sont ensuite traités comme les disaccharides naturels
(lactose, saccharose) au niveau de la bordure en brosse des entérocytes ou ils sont clivés en
monosaccharides puis absorbés (Blicklé et al., 1999). La dégitions salivaire permet, sous
I'action de I'amylase, d'hydrolyser les longues chaines d'amidon en polyosides et diosides. La
dégitions intestinale est I'étape définitive, elle a lieu dans le Jéjuno-iléon puis dans le gréle.
Elle permet d'obtenir des oses a partir de I'amidon restant, des polyosides et diosides. Notons
que le systéme enzymatique humain ne permet pas l'hydrolyse des liaisons [ des
polysaccharides complexes (cellulose), mais les enzymes bactériennes sont en mesure de
réaliser cette réaction. En effet, seuls le glucose, le galactose, le fructose et le sorbitol peuvent
franchir la barriére intestinale et passer dans la circulation sanguine (Perlemuter et al.,
2003).

Tableau 03: Les enzymes de la digetion des sucres.

lieu Enzyme Sucre réduit Sucre obtenu
Bouche Amylase Amidon Polyosides
Amylase
J6iunum et intestin Maltase Diosides Glucose
J Saccharase Saccharose Fructose + glucose
gréle Lactase Lactose Galactose + glucose
Iso maltase Dextrines Glucose
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La digestion des glucides alimentaires fait appel a deux types d'a-glucosidases : les a-
amylases de la lumiére intestinale et les a-glucosidases de la bordure en brosse. Les a-
amylases hydrolysent les liaisons a-1-4 de I'amidon, a I'exception de la derniére et de celle
située au voisinage des liaisons o 1-6. Le deuxiéme systéme enzymatique, celui des a-
glucosidases de la bordure en brosse de I'enterocyte, hydrolyse les disaccharides alimentaires,
qui atteignent le jejunum sans modification, et les résidus provenant de la digestion de
I'amidon (Blickle et al., 1999).

2-Dégradation de I'amidon

La digestion de ’amidon commence dés la mastication sous I’influence de 1’a-amylase
salivaire. L’importance de cette enzyme n’est pas bien connue, car son activité est trés vite
inhibée par ’acidité du suc gastrique apres la déglutition. La digestion de ’amidon est donc
essentiellement effectuée par I’a-amylase pancréatique, enzyme majeure du suc pancréatique,
qui clive I’amidon au niveau des liaisons a-1-4 glucosidiques pour donner des
oligosaccharides et des disaccharides. L’activité de cette enzyme dans la lumiere duodénale
est si importante que I’amidon est majoritairement transformé des les premieres anses
jéjunales, permettant aux enzymes de la bordure en brosse des entérocytes de poursuivre tres

tot la digestion des glucides (Fogel et al., 1973).

Au terme de D’action de 1'[Ja-amylases et des enzymes de la bordure en brosse
entérocytaire, les glucides sont réduits & leur forme la plus simple, leurs trois
monosaccharides constitutifs (figure 3) : le glucose (80 %), le galactose et le fructose
(Stéphane, 2008).
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Amidon
Amylase
Maltotrioses Dextrine
\ 4
Maltose Maltose Lactose Saccharose
isomaltose
Maltose Lactase Saccharase
isomaltas
A 4 y A\ 4
Glucose Glucose Glucose Glucose + Glucose +
Galactose Fructose

Figure 03: Description schématique de la digestion des hydrates de carbone par les différents

enzymes de tube digestif.

3-Structure d'alpha-amylase

Les o-amylases (1,4-a-D-glucosyl-hydrolase, E.C.3.2.1.1) sont des enzymes
monomeérigues, de poids moléculaire variant entre 41 et 78 kDa, retrouvées largement dans le
regne vivant, aussi bien chez les animaux, les plantes supérieures que chez les
microorganismes. Ces enzymes hydrolysent les liaisons glycosidiques a-D-(1,4) internes de
I'amidon, du glycogene et des poly- et oligosaccharides apparentés. Elles sont tres
importantes, tant par leurs applications industrielles et biotechnologiques (biodégradation ou
transformation de l'amidon, par exemple) que par leur implication dans certains troubles
métaboliques (diabéte, obésite, etc.) faisant de ces enzymes des cibles thérapeutiques. A ce
jour, 13 structures d'a-amylases de différents organismes ont été déposées. On dénombre ainsi

cing structures d’a-amylases de microorganismes,



Alpha amylase

trois de mammiferes (2 humaines et 1 porcine), 1 de ver, 2 de champignons et 2 de plantes
(orge). Leurs structures tridimensionnelles ont toutes en commun un domaine catalytique

central formé par un tonneau (B/o)8 appelé aussi « TIM Barrel » (Banner et al., 1975).

Les a-amylases sont des métallo-enzymes a calcium (un ion calcium par molécule
d'enzyme). Ces ions sont nécessaires a l'activité enzymatique et au maintien de la stabilité de
la structure en acides aminés d'enzyme varient d'une souche a une autre (Fogarty et al.,
1980). Structurellement, les a-amylases sont également considérées comme des
glycoprotéines renfermant 478 acides aminés répartis en 2 domaines globulaires appelés A (1-
380 résidus) et B (381 - 478 résidus). Ces domaines sont associés par une chaine
polypeptidique constituée principalement de résidus hydrophobes (figure 1). Les résidus
constituant le site de fixation du substrat ainsi que ceux constituant le site catalytique sont
localisés dans le domaine A qui montre que I'a-amylase est formée de 8 feuillets B plissés et
de 8 hélices a (Chiba, 1988 ; Burhan, 2003).

Le site actif d'a-amylase contient trois groupements d'acides aminés (de couleur blanche et
rouge) qui agissent ensemble pour cliver la liaison entre deux sucres dans une chaine
d'amidon, c'est le glutamate (233) et I'aspartate (197, 300). Cette structure contient une courte
chaine de cing unités de sucre (de couleur jaune et orange) lié dans le site actif. (PDB, 2006)
(Figure 2).
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Figure 04: Diagramme en ruban de structure de l'a-amylase humain présente les trois dommaines
(rose et gris: dommaine A; bleu le dommaine B, rouge dommaine C) avec I'ion chlorid (vert) et I'ion
calcium ( jaune). (PDB,2006).

Figure 05: structure et le site catalytique de 1'a-amylase crée par RasMol.
Le site de clivage en rose. Un ion calcium, la sphere grise, se trouve a proximité, un ion
chlorure montré la sphere verte, (PDB, 2006).
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5-Mécanisme d'action

Le mécanisme d'action de 1'a-amylase nécessite la participation de 3 fonctions du site actif
impliquant une attaquent nucléophile, un stabilisateur de la charge positif de I'atome attaqué et
un donneur de proton au groupe déplacé. Ceci signifie que la rupture de la liaison osidique
fait intervenir une série d'échanges d'électrons et de protons entre certains résidus de I'enzyme
et du substrat (Parkc et al., 1997). Ce mécanisme est caractéristique de lI'enzyme dans les
conditions expérimentales telles que la T° et le pH. (Berry et Paterson, 1990).

6-L"inhibition d'alpha amylase

L'inhibition des a-amylases induit I'intolérance des carbohydrates, la satiété et la perte de
poids, et prolonge le vide gastrique. ils ont ainsi un potentiel thérapeutique pour le traitement
de Il'obésité et du diabéte non insulinodépendant (Gerrard et al., 2000). Les niveaux de
glucose des diabétiques peuvent étre contrdlés apres des repas par I'administration d'un
inhibiteur d'amylase tel que I'acarbose. C'est un pseudotétrasaccharide qui a une forme proche
de celle des oligosaccharides issus de la digestion de I'amidon. Il peut ainsi se lier aux sites
des a-glucosidases de la bordure en brosse intestinale et I'a-amylase pancréatique, inhiber

puissamment, de facon compétitive et dose-dépendante (Scheen et al., 2002).

Il est intéressant que certains plantes qui ont une activité inhibitrice enzymatique inclue les
composés polyphénoliques et glyco-protéiques (Tundis et al.,, 2010). Comme les
anthocyanines et ellagitannins présent dans la framboise et les fraises sont des inhibiteurs de
I'activité d'a-glucosidase et a-amylase, respectivement. (Mcdougall et al., 2005). L'activité
enzymatique de I' o-amylase n'est pas modifiée par les ions K*, Na*, NH*" mais elle est
fortement inhibée par ’EDTA et les métaux lourds (Igarashi et al., 1998 ; Talamondet al.,
2002).
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L'objectif de notre travail réalisé au sein de laboratoire de recherche « Antibiotiques,
Antifongiques, Physico-chimie, Synthése et Activité Biologique » est de tester in vitro I’effet
de I’extrait des feuilles de Retama raetam, sur I'activité de 1I' a-amylase. Pour cela, notre étude

est réalisee comme suite:
1-Préparation des extraits aqueux et organiques a partir de la partie aérienne de la plante ;
2-Analyses phytochimiques, dosages de polyphénols et flavonoides totaux et
chromatographie en couche mince (CCM) sur I'extraits prépares ;

3-Etude in vitro de I’effet des extraits préparés sur ’activité de I'a-amylase.

I-Préparation de I’extrait

I-1- Materiel végétal

Les feuilles de Retama raetam ont été récolté dans la région wade N'tissa, Beni-isguen
wilaya de Ghardaia, les feuilles de Retama sont séchées a l'aire libre dans le laboratoire

pendant une semaine (Figure -06 -).

Figure 06 : Feuilles de Retama raetam séchées a tempeérature ambiant au laboratoire.
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I-2- Extractions

Les extraits utilisés au cours de notre études sont préparés selon plusieurs mode
d'extraction : en macération ou sous reflux.
Les extraits préparés sont: extrait aqueux; extrait hydro-alcoolique (eaux acétone, eaux

méthanol) et I'extrait organique n-butanol.

I-2-1- préparation de I'extrait aqueux par macération (EA1)

e 10g de feuilles découpé en petit morceaux sont mise en macération a température
ambiant avec 100 ml de I'eau distille pendant 48h;
e L'extraction est réalisée par percolation 3 fois. Apres extraction l'extrait est filtré;

e e filtrat récupéré est séché a sec.

I-2-2- préparation de I'extrait aqueux sous reflux (EA2)

«¢+ Extraction sous reflux et a chaud (100° C) de 50 g de feuilles en présence de 300 mi
d'eau distille pendant 20 minute (Figure -07);
++ Filtration de la solution et récupération du filtrat;

« Evaporation a sec du filtrat.

mT. A}

ISR
A3 Sortie d’eau

Refrigerant

Entrée d’eau

Erlenmeyer
(échantillon + solvent)

Plaque chauffante m—p
et agitatrice

Figure 07: Extraction sous reflux de feuille de Retama raetam
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A\

I 2-3 préparations de I'extrait eau méthanol (EM)

Extraction sous reflux et a chaud (100° C) de 10g de feuilles dans 100 ml du mélange
eau/methanol (V/V : 20/80), pendant 20min;

Filtration et récupération du filtrat;

le filtrat est évaporé a sec;

Le produis est récupere sur les parois de ballon d'évaporation.

I-2-4 Préparation de I'extrait n-butanol (n-B1)

Cet extrait est récupéré a partir de l'extrait eau-méthanol (EM). Apres extraction et

concentration de I'extrait, la phase aqueuse récupéré est extraitée (liquide/liquide) par:

o

O

Hexane pour éliminer les lipides et les chlorophylles (v/v);

La phase aqueuse récupérée est traitée par l'acétate d'éthyle 3 fois (v/v) (liquide-
liquide);

La phase aqueuse récupérée est traitée avec le n-butanol 2 fois (liquide-liquide) ;
Distillation de la phase organique pour éliminer le n-butanol (Figure-10-);
Centrifugation et récupéré de I'extrait sous forme de culot.

I-2-5 Préparation de I'extrait eau acétone (EAC)

Extraction sous reflux et a chaud (50° C) de 20g de feuilles en présence de 400 ml de
mélange eau/acétone (V/V : 20/80), pendant 45min;
Filtration et récupération du filtrat, le filtrat est évaporé a sec (Figure -8-);

Le produit est récupéré sur les parois du ballon d'évaporation.

I-2-6 préparation de I'extrait n- butanol (n-B2)

Cet extrait est récupére a partir d'un extrait eau/acétone apres concentration, la phase

aqueuse récuperée est extraite (liquide/liquide) (figure -9-) par:

o

o

o

Hexane pour éliminer les lipides et les chlorophylles (v/v);

La phase aqueuse de I'hexane est décantée trois fois avec 70 ml d'acétate d'éthyle;

La phase aqueuse de l'extrait acétate d'éthyle est décantée 2 fois avec 60 ml de n-
butanol;

Distillation de la phase organique pour éliminer le n-butanol (Figure-10-);

Centrifugation et récupéré le produit sous forme de culot.
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Figure 09: Montage de I'extraction liquide/liquide.
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Figure 10: Montage de la distillation.

1-3-Calcul du rendement

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
M, : Masse en gramme du mateériel végétal a traiter

I1- Analyses phytochimiques
I1-1- Tests phytochimiques

Les six extrait préparés a fait 1’objet de quelques tests phytochimiques a fin de détecter
la présence ou I’absence de certaines familles chimiques. Pour cela nous avons réalisé sur nos
extraits certains tests qualitatifs :

“Les flavonoides [Karumi et al, 2004]
A 5 ml de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes d’HCI concentré et quelques

milligrammes de tournures de magnésium. La présence des flavonoides est confirmée par

I’apparition d’une couleur rouge ou orange.



_ Matériel et Méthodes

**  Lestanins [Karumi et al, 2004]

Un volume de 2 ml de chacun des deux extraits, est additionné a 2 a 3 gouttes de la
solution de FeCls a 1%. Apres quelques minutes d’incubation,
le chlorure ferrique développe une coloration verdatre qui indique la présence des tanins
catéchiques ou bleu-noiratre qui révéle I’existence des tanins galliques.

**  Les alcaloides [Majob, 2003]

Pour chaque extrait on réalise la procédure suivante : on ajoute 5 ml d’HCL 1% a 1ml
de chaque extrait, le tout est chauffé au bain marie, puis on divise chaque extrait en deux
volumes égaux. Un volume est traité par le réactif de Mayer, I’autre par le réactif de Wagner.
La formation d’un précipité blanc ou brun révele la présence des alcaloides.

Les réactifs de Mayer et de Wagner sont préparés comme suite :

» Réactif de Mayer : Dissoudre 1.358 g d’HgCl, dans 60ml d’eau distillée puis 5g de KI
dans 10ml d’eau distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster le volume total a 100 ml.
» Réactif de Wagner : Dans 75 ml d’eau distillée, dissoudre 2 g de Kl et 1.27 g de I,. Le

volume obtenu est ajusté a 100 ml avec 1’eau distillée.

/

*%*  Les quinones libres [Oloyede, 2005]
Sur un volume de chacun de nos extraits, quelques gouttes de NaOH a 1% sont

ajoutées. L apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des
quinones libres.

s Les terpénoides [Edeoga et al, 2005]

A 5 ml de chaque extrait, on ajoute 2 ml de chloroforme et 3 ml de H2S04 concentrée.
La présence des terpénoides est révélée par I’apparition de deux phases et une couleur marron
en interphase.

% Les coumarines [Benmehdi, 2000]

Une quantité de quelgues milligrammes de chaque extrait est solubilisée dans 2 ml
d’eau chaude. La solution obtenue est divisée en deux parties égales dont :
- La premiére représente un témoin ;
- La deuxiéme est traitée avec 0.5 ml de NH,OH a 10%.

L’examen est réalisé sous la lumiére ultraviolette et I’apparition d’une fluorescence

intense révéle la présence de coumarines.

¢ Les anthraquinones [Oloyede, 2005]
A 10 ml de chacun de nos extraits, on ajoute 5 ml de NH,OH & 10% et on agite.

L’apparition de couleur violette indique un test positif.
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**  Les sucres réducteurs

On ajoute 1 ml de liqueur de Fehling a 5 ml de chaque extrait. Un test positif est
indiqué par I’apparition d’un précipité rouge brique.
% Lesamines

On applique sur papier filtre une goute de chaque extrait. Apres séchage a 80°C dans
I’étuve, le papier est pulvérisé avec une solution de la ninhydrine. Ensuite le papier est séché
une 2°™ fois dans 1’étuve a 110°C pendant 5min, la présence des amines est observée sous

forme d’une tache violette.
11-2 - Chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince, ou sur plaque (CCM), est effectuée surtout en vue
d’une analyse d’un mélange. C'est une technique d'analyse qualitative qui nous permet de
fractionner les extraits de Retama raetam afin d'avoir une idée sur leur composition chimique
en utilisent certaines molécules pures comme témoins (acide gallique, myrcetine, catéchine et

la quercétine)

Les essais de CCM sont réalisés sur nos extraits : I'extrait aqueux; les extraits hydro-
alcoolique (eaux acétone, eaux méthanol) et I'extrait organique n-butanol.

20 mg de chaque extrait est solubilisé dans 1ml d'eau distillée pour les extraits aqueux, et
dans un mélange eau/méthanol (1/1, v/v) pour I'extraits eau/méthanol et eau/acétone, alors que
les extraits, n-butanol ont été solubilisé dans 1ml du méthanol. Les témoins utilisés sont:

I'acide gallique, myrcetine, catéchine et la quercétine, préparés a 0.1 % dans le méthanol.

Les échantillons son disposé sur une plaque préparé de verre fluorescente recouverte d'une
face de gele de silice 64G (Fluka). Les éluant testés sont essentiellement:

v' Meéthanol: Acétate d'éthyle: Chloroforme: Eau (35/35/30/0.1)
Chloroforme : Méthanol : Acétate d'éthyle: Eau (20/50/30/0.2); (30/50/20/0.2);
Aceétate d'éthyle : Chloroforme : Méthanol (80/23.5/20);
Eau / Méthanol (30/70), (20/80), (40/60);
Acétate d'éthyle : Chloroforme : Méthanol: Eau: (50/10/40/0.1); (20/50/30/3);
(30/40/30/3);
Acetate d'éthyle : Chloroforme : acide formique: (40/50/10);
v Acétate d'éthyle : Chloroforme : Méthanol: acide formique: (20/70/10/0.1).

v
v
v
v

<
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Aprés migration du systeme sur la plague CCM, on procede a la révélation des

chromatogrammes par une lampe UV: 254,336 nm.

L'interprétation qualitative des chromatogrammes s'effectue par la détermination des
facteurs de rétention Rf. La position finale da la tache (ou spot) est caractéristique de la
molécule. On lui attribue une valeur, Elle dépend de la composition de I'éluant utilisé. Ce R¢
est le rapport de la distance parcourue par le composé divisé par la distance parcourue par

I’éluant.

Hauteur dela tache

Rf=

~ <

Hauteur du front du solvant

11-3-Dosages de polyphénols [Boizot et charpentier, 2006]

La quantification des polyphénols totaux est réalisée par une méthode a base de Folin
Ciocalteu. Ce dernier est constitue d'un mélange d'acide phosphotungstique (H3sPW12040) et
d'acide phosphomolybdique (HsPMO1,04); lors de I'oxydation des phenols, il est réduit en un
mélange d'oxyde bleu de tungstene et de molybdene. La coloration produite dont I'absorption
maximum est comprise entre 725 et 760 nm, est proportionnelle a la quantité de polyphénols

présente dans les extraits vegétaux

Les extraits sont préparés a une concentration de 1mg/ml.

On prend une quantité de 100 ul de chaque extrait et mélangée avec 2 ml d'une solution de
carbone de sodium a 2%, puis agitation des tubes et on laisse les tubes pour l'incubation
pendant 5 min. Ensuite, 100 pl du réactif Folin Ciocalteu a 1N est ajouté. Aprés une 2°™
incubation pendant 30 min a l'abrie la lumiere, la lecture se fait des densités optique est

réalisée a 700 nm contre le blanc.

Une gamme d'étalon est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en
utilisant l'acide gallique comme contrdle positif a différent concentration finales: 2.27, 4.54,
9.1, 13.63, 18.18, 22.72, 27.27 pg/ml.
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La concentration des polyphénols totaux présents dans nos échantillons exprimée En ug Eq

d'acide galliqgue/mg de I'extrait est calculée selon la formule suivante :

[Polyphenol] = a.f/b.v].

A: concentration des polyphenol (ug/ml) détermine a partir de courbe étalon;
F: facteur de dilution (x22);
B: masse de I'extrait (1 mg);

V: volume initial de la solution d'extrait (1ml).

I1-4-Dosage de flavonoides totaux [Zhishen et al., 1999] in [Ardestani et
Yazdanparast,2007]

La guantification de contenu flavonoique a été estimée par la méthode colorimétrique au
trichlorure d'aluminium (AICl3) et la soude (NaOH). Le trichlorure d'aluminium forme un
complexe jeun avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui

absorbe dans le visible a 510 nm.

Les extraits sont préparés a une concentration de Img/ml.
Un volume de 500ul de chaque extrait ou de catéchine sont mélange avec 2 ml d'eux
distillée, et par la suite on ajoute 150 pl d'une solution de nitrite de sodium (NaNO,) a 15%.
Apres, incubation de 6 min a température ambiant, on ajoute au mélange 150 ul de chlorure

eme

d'aluminium (AICl;, 6H,0) a 10% suivie par une 2™ incubation 6 min a température
ambiante. Par la suite 2 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4 % est ajouté, le volume totale
est complété a 5 ml d'eau distillée. Apres agitation puis incubation pendant 15 min, la lecture
se fait & 510nm contre le tube blanc.

Une gamme étalon est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en utilisant
la catéchine comme contrdle positif a différentes concentrations finales: 5, 10, 20, 30, 40,

50,60 pg/ml.
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I11 - Tests in vitro de D’effet des extraits préparés sur Iactivité d’a-amylase.
Il - 1- Matériels

v' Réactif 3,5-dinitrosalicylique (DNSA)

Dans un Erlen Meyer, 1g de DNSA est solubilisé dans 40ml d'eau distillée. A cette
solution 30g de tartrate double de sodium et potassium sont ajoutes 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 d'une couleur orange. Le volume obtenu est ajusté a 100 ml avec de Il'eau

distillée et le réactif obtenu doit étre conservé a I'abri de la lumiére a +4C°.

v Solution de I'a amylase
L'enzyme utilisé est I'a-amylase d'Aspargilluse oryza (E.C.3.2.1.1) sous forme lyophilisée
(Fluka), son poids moléculaire est de 51000 Da avec une activité spécifique de 26 Ul/mg,
conservée a +4c°.
1g d'a-amylase est solubilise dans 100ml de solution tampon phosphate (0.02M, pH 6). La
solution obtenue contient une activité a-amylase de 260 Ul/ml et a partir de cette solution
mere nous avons préparé une solution dont l'activité enzymatique finale de I'a-amylase dans le

milieu réactionnel est de 1.3 Ul/ml.

v" Solution de substrat

Le substrat utilisé est I'amidon soluble de pomme de terre (Merk). La concentration de
I'amidon préparé dans la solution tampon phosphate (0.02M, pH 6) afin de réaliser le test sur

l'a-amylase. La concentration finale utilisée dans le milieu réactionnel est 0.4 mg/ml.

v Solution des I'extraits de Retama raetam
Différente concentrations des I'extraits de Retama sont préparées dans la solution tampon
phosphate (0.02M, pH 6) afin d'évaluer leur effet sur l'activité enzymatique de 1'a-amylase.

Les concertations finales utilisée sont : 1.6; 2.4; 3.2; 4.8 et 6.4 mg/ml.
Ill - 2- Méthodes

e Dosage des sucres réducteurs par la méthode de Benfeld (1955)
Cette méthode est basée sur le pouvoir réducteur des groupements aldéhydes et

cétones libre des sucres. En milieu alcalin et a chaud, I'oxydation des ces fonctions provoque
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simultanément la réduction l'acide 3,5-dinitrosalicylique de couleur jaune orange en acide 3-
amino 5-nitrosalicylique de couleur rouge orange qui absorbe a 540 nm.

L'intensité de la coloration varie selon la quantité de sucres réducteurs présents dans le milieu
réactionnel [Benfeld, 1955];[In Negi et Baner, 2006].

e Mode opératoire

v On prépare une série de tube a essai pour le test de réaction DOg (en présence de
I'extrait), on met un tube de contréle (DOa, sans extrait) et chaque tube a son tube
blanc;

v On introduit 200 pl de solution de I'enzyme a-amylase (1.3 Ul/ml incubée a 25°C).
dans tous les tubes puis 200 ul de I'extrait (pour chaque concentration). Dans les
tubes contréle, les extraits est remplacé par 200 ul de solution tampon;

v On ajoute dans tous les tubes blanc 200 ul de solution tampon;

v Quand le substrat introduit dans les tubes (sauf les tubes du blanc) on démarré le
chronométre;

v Apres 5min d'incubation a 25°C, on arréte la réaction par 600 pl de DNSA;

v’ Les tubes sont agités et placés dans un bain mari bouillant en méme temps pendant 5
min;

v lIs ont immédiatement refroidis dans un bain d'eau glacée afin de stopper la réaction
entre le maltose et le réactif DNSA;

v’ ajouter 1ml de I'eau distillée dans chaque tube, avec agitation;

v Les densités optiques sont lues contre un blanc a l'aide d'un spectrophotometre
(JENWAY) a 540 nm.

L'inhibition d'a-amylase est exprimée par un pourcentage d'inhibition et calcule par

I'équation suivant :

DOA-DOs 199
DOAa

1% =

DOg: la DO de tube d'échantillon.
DO, : la DO de tube de controle.
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1-Rendement de l'extraction :

Les extraits prépares des feuilles Retama raetam par différentes méthodes d'extraction et
différents solvants, ont fait I'objet de quelques tests phytochimiques. Les différents extraits
obtenus (EAL, EA2, EM, EAc, n-Blet n-B2) a différentes propriétés physico-chimiques qui

sont présentes dans le tableau suivant:

Tableau 4: Caracteéristiques des extraits de feuille de Retama raetam

caractéristique Aspect couleur Solubilité Rendement
%

Eau distille : totale
EA; Poudre Marron | Eau/MeOH (v/v): partiel; 12.2
Meéthanol: partiels.
Eau distille : totale
EA, Poudre l;Jaqne Eau/MeOH (v/v): partiel. 6.06
ralent . .

Méthanol: partiel.
Eau distille: partiels;
EAC hygroscopique I}/Iarrgn Eau/MeOH (v/v): totale. 12.8

oncée )

Méthanol: totale.
Eau distille : partiel
EM hygroscopique | Marron | Eau/MeOH (v/v): totale. 6.84
Meéthanol: totale.
Eau distille : partiel.
n-B; hygroscopique | Marron | Eau/MeOH (v/v): partiel. 0.68
Meéthanol: totale.
Eau distille : partiel.
hygroscopique Marron Eau/MeOH (v/v): partiel 2.18
Méthanol: totale

n-B,

Selon les résultats du tableau on remarque que la plupart des extraits sont récupérés sous
forme d'hygroscopique de couleur marron. Les extraits aqueux (EAlet EA2) sont récupérés
sous forme de poudre. Les rendements sont variable ou les deux extraits EAc et I'extrait EAL
présentent le rendement le plus élevé de 12.8 %,12.2 % respectivement, suivi par I'extraits
EM et EA2 de 6.84 %, 6.06 %. Alors que les phases organiques n-B2 et n-B1 présentent de
faible rendement 2.18 % et 0.68 %. De plus ces extraits présentent une bonne solubilité dans

le méthanol a I'exception des extraits aqueux.
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2-Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques est une analyse qualitative qui nous permet a mettre en évidence

les différentes classes de métabolites secondaires que contienne la plante. Ces réactions sont

basées sur des phénomeénes de précipitation ou de colorations par des réactifs spécifiques de

chaque famille de composés.

Les résultats expérimentaux de nos extraits motionnés dans le tableau n°5 montrent la

présence ou lI'absence de certains groupes chimiques. Ces tests sont en relation avec l'intensité

du précipité, de turbidité ou de coloration, qui sont proportionnelle a la quantité de la

substance recherchée.

Tableau 5: Résultats des tests pytochimiques réalisés sur les extraits de feuilles de Retama

raetam.
EAl EA2 EAC EM n-B1 n-B2
Tanins + +++ +++
— marron Bleu noire | Bleu noire
8 ++ + ++ ++
= | Flavonoides | Orange | Orange o o Orange Orange
g | /= : - Orange Orange : :
o) claire claire claire claire
C -
G Qu_mones ] ++ +++ +++ +++ +++
S libre Jaune Jaune Jaune Jaune Jaune
++ +
D Une * Une *
&8 | Coumarines s - - Une tache R Une tache
—_— tache . tache .
o X violette . violette
c violette violette
8 b e | e | e | e | s |
Anthraguinon
thraguinones Jaune Jaune Jaune Jaune Jaune
Réactif ++ ++ ++ ++ +++ +++
@ - de Précipité | Précipité | Précipité | Précipité | Précipité | Précipité
§ & |Wagner | marron | marron marron Marron marron marron
‘§ 8 | Réactif ++ ++ +++ +++ +++
S = de Précipité | Précipité - Précipité | Précipité | Précipité
S Mayer blanc blanc Blanc blanc blanc
+ ++
Terpénoides i Interphase - Interphase - -
marron marron
+ ++ ++ + + ++
Sucre réducteur Précipité | Précipité | Précipité | Précipité | Précipité | Précipité
rouge rouge rouge rouge rouge rouge
break break break break break break
Amines +++ ++ - - - ++

+++ : Fortement positif / ++ : moyennement positive / + : faiblement positive - : absence totales
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Selon les résultats du tableau n°5 les tanins sont présents en quantité importante dans les
extraits EAc et EM avec une coloration bleu noire qui révele I'existence des tanins galliques
et faiblement positive dans I'extrait EA1 de coloration marron mais dans les extraits EA2, n-

B1 et n-B2 les tanins sont totalement absents.

Les Flavonoides existent dans tous les extraits dont I'extrait EM est fortement positif alors que
I'extrait EAc, l'extrait EA1, n-B1l et n-B2 sont plus ou moins positives mais I'extrait EA2
présent un test faiblement positif. Les quinones libres sont trés importantes dans les extraits
EM, EAc, n-B1, n-B2 par a port a I'extrait EA2 qui est moyennement riche en ces composée.
Une absence totale notée dans I'extrait EAL. Les coumarines sont présents faiblement dans les
extraits : EA1, EM, n-B1, n-B2. Alors que une absence totale dans les extraits EA2 et EAc est

observée.

Les Anthraquinones sont pratiquement absents dans tous les extraits a I'exception de I'extrait
n-B2.

Les alcaloides sont présents au niveau de tout les extraits de la plant a I'exception de I'extrait
EAC qui révéle un test négatif avec le Réactif de Mayer;

Les terpénoides sont moyennement présents dans I'extrait EAc, et faiblement dans I'extrait
EM. Mais totalement absent dans les autres extraits.

Les sucres réducteurs sont pratiquement présents dans tous les extraits de Retama.

Concernant les amines, ils sont fortement présents dans l'extrait EAL et moyennement
présents dans les extraits EA2 et la phase n-B2. Mais une absence totale est notée dans les
extraits EAc, EM et n-B1.

3-Analyse chromatographique sur couche mince CCM

Pour un essai d'analyse qualitative du contenu phénolique de nos différent extraits (EAL,
EA2, EM, EA, n-Blet n-B2), on a utilisé la chromatographique sur couche mince (CCM), qui
est une méthode simple de séparation évidente a séparer les différents constituent d'un extrait

végétal. On a utilisé plusieurs systéemes d'élution de polarité différente.

Suivant la révélation des plaques CCM, les spots ont été visualisés sous une lampe UV a
deux longueurs d'ondes 254 et 366 nm, dont la premiere longueur d'onde révéle les taches non
fluorescentes et visible que la seconde révéle les taches fluorescentes. (Figurel0)



Figure 11: Révélation de la plaque de CCM par la lampe UV aux deux longueurs d'onde
254 nm et 365nm.
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Tableau 6 : les R de chromatographie couche mince des extraits de Retama raetam

EAl | EA2 | EAc | EM | n-Bl | n-B2 | Catéchine | Acide |Quercéting Myrcétine
gallique
R¢ Rs Rs R¢ Rs R¢ Rs R+ R¢ R+
0.25 | 0.23 | 0.23 | 0.30 | 0.30 | 0.25 0.78 0.58 0.86 0.82 =
0.70 | 0.70 | 0.68 | 0.41 | 0.41 | 0.30 ~ %
0.74 | 0.72 | 0.70 | 0.62 | 0.68 a I
0.74 0.70 | 0.80 S &
~
0.77 0.87 §§ %
2 2
-
]
030 | 0.31 | 0.26 | 0.31 | 0.13 | 0.69 0.90 0.74 0.91 0.90
0.45 | 0.92 | 061 | 0.65 | 0.70 | 0.92 o
0.93 0.74 | 0.71 | 0.93 ~ad
0.80 | 0.91 SEY
0.83 | 0.97 D%
0.92 Tgns
\:\
>
0.30 | 031 | 0.10 | 031 | 0.13 | 0.69 0.94 0.83 0.96 0.94 o
0.45 | 0.92 | 035 | 0.65 | 0.70 | 0.92 B
0.93 0.92 | 0.71 | 0.93 £
0.96 | 0.91 =28
0.97 %;
S =
E
0.29 | 0.34 | 030 | 0.24 | 0.24 | 0.32 0.68 0.57 0.78 0.70
0.54 | 0.73 | 0.44 | 0.34 | 0.35 | 0.44 -
0.56 | 0.43 | 0.45 | 0.57 EFE L
0.68 | 0.71 0.61 BESa
0.76 0.64 REER
0.68 S <%
0.75 h
055 | 010 | 043 | 01 | 0.1 | 0.35 0.34 0.41 0.64 0.55
0.58 | 0.52 | 0.58 | 0.58 | 0.52 ¥z
0.63 | 0.64 0.64 | 0.57 B35
0.68 | 0.68 0.87 | 0.68 q2E
‘“—-.E‘“-
0.74 | 0.72 0.74 2E¢
0.82 | 0.84 =
0.87 | 0.90
0.08 | 0.44 | 0.07 | 0.43 | 0.44 | 0.10 0.15 0.21 0.52 0.41
0.21 | 0.55 | 0.46 0.84 | 0.14 s :E
0.46 | 0.65 | 0.55 0.22 §§§é_"
0.83 | 0.68 0.28 B
0.82 0.52 £7s%
0.65 B
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EA | EA2 | EAc | EM | n-B1 | n-B2 | Catéchine | Acide Quercéti | Myrcétine
1 gallique |ne
R+ R+ R¢ R+ R+ R¢ R¢ R+ R+ R¢

0.41 | 0.38 | 0.31 | 0.30 | 0.93 | 0.75 0.94 0.90 0.76 0.80 -

0.84 | 0.44 | 0.43 0.94 _ £

0.93 | 0.67 | 0.68 s=

0.73 | 0.92 I

0.94 =5

3

0.89 | 0.89 | 0.58 | 0.61 | 0.93 | 0.85 0.94 0.88 0.88 0.90 .

093 | 094 | 0.78 | 0.74 0.90 =
0.93 | 0.88 %‘E

0.94 B @

o =

—

3

0.88 | 0.38 | 0.18 | 0.17 | 0.29 | 0.40 0.94 0.90 0.69 0.75 -

0.84 | 0.40 | 0.28 | 0.35 | 0.70 _E

0.93 | 0.47 | 037 | 0.94 | 0.78 3 =

0.64 | 0.49 0.94 S &

0.70 | 0.61 = §

0.94 | 0.94 =
0.10 | 0.67 | 0.11 | 0.21 | 0.50 | 0.34 0.94 0.90 0.76 0.80 -
0.65| 0.83 | 0.62 | 0.60 | 0.62 | 0.62 g: e
0.70 | 0.64 | 0.71 | 0.70 Sgs
0.74 0.80 N
0.89 2 o
=78
0.29 | 0.23 | 0.24 | 0.23 | 0.22 | 0.20 0.65 0.49 0.78 0.72 -
0.55 | 0.37 | 0.56 | 0.37 | 0.29 | 0.24 QE %
0.54 | 0.63 | 0.49 | 0.57 | 0.30 SeE
0.62 | 0.81 | 0.68 | 0.63 | 0.57 SE =
0.76 | 0.85 | 0.76 0.64 SFQ
0.88 0.77 B 5

0.82 B

0.84

0.23 | 0.20 | 0.27 | 0.24 | 0.20 | 0.41 0.64 0.50 0.80 0.76 >
0.30 | 0.25 | 0.40 | 0.40 | 0.25 | 0.58 W~ o
0.40 | 0.40 | 0.54 | 0.54 | 0.40 | 0.64 LExm
0.52 | 0.53 | 0.61 | 0.61 | 0.47 | 0.74 S %‘i
0.60 | 0.60 | 0.77 | 0.71 | 0.55 | 0.74 EE‘E
0.70 0.63 | 0.81 <&z
0.79 272

0.86
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Tableaux 7: Différents composant identifies par CCM dans les extraits de Retama raetam.

EAl EA2 EAC EM n-B1 n-B2
Catéchine z
- - + - - + o
— )
. w T
Acide ) ) ) ] ] ] NS
gallique AN
Quercétine ] ) ) ] ] . =3 jg’
3 &
— =203
Myrcetine ) ) ) ] ] .\ =
]
Catéchine
+ - + + + +
T
Acide e
. - - + - - - Sav
gallique oHE
" Now X
Quercétine N N N N N N E‘E g
< E T
st ~
Myrcétine >
+ - + + + +
Catéchine + + + + + + o
: !
Acide B
X - - - - - - g 2
galllqu,e_ -3
Quercetine BRE
- + + + - - g =
o =
Myrcétine T E
+ + + + + + =
Catéchine 3 B + - - +
g
Acide .\ . 3.2 &
gallique NEEE
At wEoX
Quercétine ) ] . ] ] ) ] 32
g 7
Myrcétine ] ] ] + ] + h
Catéchine 3 + . ; ; +
. FE
Acide . =82
gallique )
" (=
Quercétine ] . . ] . ] =53
S% 5
Myrcétine + . + . . +
Catéchine . - . . - +
= _Z
Acide 8 3% =
- + - - - - + ‘5‘ = Ne=1
gallique SEz%
I =] o T~
Quercétine i . - - . + Sfao
= °© O

Myrcétine
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EAl EA2 EAC EM n-B1 n-B2
Catéchine - + + + + + %
i =
Acide ) N N N N N W~
gallique g =
-~ @
Quercetine - - - - - + S5
=
Myrcétine - - - - - - =3
Catéchine + + + + + - £
1 QO
Acide —~Z
. + + - + - + S
gallique N2
~ @
S L =
Quercetine + + - + _ + gg
=
Myrcétine + + - + - + =)
Catéchine + + + + + + &
H =
Acide ==
. + - - - _ _ B =
gallique = @
At [==3
Quercetine - - + - - + =3
- S
Myrcétine - - - - i i =3
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_ Résultats et interprétation

L'étude de l'identification des composés phénoliques des extraits de notre plante Retama
raetam et a l'aide de quelque témoins utilisés, nous a permis de meétre en évidence la présence
ou l'absence de I'acide gallique qui est un acide phénolique et la catéchine, le quercétine et la
myrcétine qui sont des flavonoides. On a utilisé 12 systemes d'élution de polarités différentes

pour cette identification.

A partir des résultats de deux tableaux 7 on constate que les meilleures systéemes qu'ont pu
séparer les mémes constituants dans les extraits: eau/méthanol (20:80) et
2éme

chloroforme/méthanol/acétate d'éthyle/eau (20:50:30:0.2), mais dans le éluent il y a la

présence des flavonoides et une absence d'acide phénolique.

Dans l'extrait n-butanol de la phase eau/acétone la majorité des éluent montrent qu'ils
contiennent beaucoup plus des flavonoides que les acides phénoliques. Concernent les extraits
EAL, EA2, EM, EACc et I'extrait n-B1 les résultats des deux tableaux montrent que la majorité
des éluent indiquent qu'il y a une absence de polyphéoles (flavonoides et acide phénolique)
mais le tableau 6 montre bien que les extrais contienne plusieurs taches (Ry), c'est-a-dire que
notre extrait contient d'autre classes de métabolites secondaire.

En conclusion les différents extraits de Retama raetam selon les analyses
chromatographiques, cette plante est riche en composés phénoliques a savoir les acides

phénoliques (acide gallique) et flavonoide (la catéchine, le quercétine et la myrcétine).

4-Dosage de polyphénols et flavonoides totaux

Le taux en polyphénols et flavonoides totaux dans nos extraits de plante est représenté dans

le tableau n°8.

On a établie une courbe d'étalon d'acide gallique (figure 12) pour le dosage des
polyphénoles et une courbe d'étalon de catéchine (figure 13) pour le dosage de flavonoides.
La quantité en polyphénols totaux est exprimée en microgramme (ug) équivalent acide
gallique par milligramme (mg) d'extrait. De méme la quantité en flavonoides totaux est

exprimée en microgramme (1g) équivalent catéchine par milligramme (mg) d'extrait.
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Figure 12: Courbe étalon de I'acide gallique.
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Figure 13 : Courbe étalon de la catéchine.

Tableaux 8: Le taux de polyphénols et flavonoides totaux dans les extraits de Retama

raetam.
Polyphénols totaux Flavonoide totaux
Mg. Eq acide mg. Eq acide Mg. Eq mg. Eq
gallique/mg de | gallique/100g de | catéchine/mg | catéchine/100g de
I'extrait matiere vegeétale de I'extrait matiére végétale
EAl 255.53 3117.466 28.7 350.14
EA2 225.53 13.531 31.25 189.37
EM 269.07 1840.438 125.05 855.34
EAC 239.46 3065.088 104.02 1331.45
n-B1 272.46 185.272 119.66 81.36
n-B2 187 407.66 103.35 225.30




_ Résultats et interprétation

Les résultats du dosage de polyphénols totaux révelent que les deux extraits n-B1 et EM
sont les plus riches en composés phénoliques avec un taux de 272.64 et 269.07 g équivalent
acide gallique par mg d'extrait respectivement, suivie par I'extrait EA1 avec un taux 255.53
pg équivalent acide gallique par mg d'extrait puis I'extrait EAc et EA2 avec un taux de
239.46, 255.07 ug équivalent acide gallique par mg d'extrait respectivement. Tandis que
I'extrait n-B2 est le plus faible en composés phénolique avec un taux de 187 ug équivalent
acide gallique par mg d'extrait.

Le dosage de flavonoides totaux montre que la teneure la plus élevée est celle de I'extrait
EM, il renferme 125.05 pg .Eq catéchine/ mg de I'extrait, suivie par I'extrait n-B1 contient
119.66 pg .Eq catéchine/ mg de I'extrait. Les deux extraits EAc et n-B2 sont presque les
mémes de taux 104.02 et 103.35 pug. Eq catéchine/ mg de I'extrait, alors que I'extrait EA2 de
taux 31.25 ug .Eq catéchine/mg de I'extrait. Pour I'extrait EA1 contient une faible teneur en
flavonoide 28.7 ug .Eq catéchine/ mg de I'extrait.

Le taux de polyphénols et de flavonoides dans 100 g de matiere végétal est déterminé a partir
de multiplication des résultats obtenue 1 mg de chaque extrait par son rendement, 12.2 %,
6.06 %, 12.8 %, 6.84 %, 0.68 % et 2.18 %; EALl, EA2, EAc, EM, n-Bl et n-B2

respectivement.

5- Effet des extraits de Retama raetam sur I’activité de I’a-amylase in vitro
Afin de déterminer l'effet des extraits de Retama raetam sur l'activité de l'a-amylase in
vitro, nous avons testé I'effet de différentes concentrations de chaque extrait sur l'activité de
I'enzyme avec fixation de concentration du substrat (I'amidon) a 2.5 g/I.
Les résultats représentés dans un tableau n°9 et 10 avec les DO mesurées, sont exprimeés en

pourcentage d'inhibition de I'enzyme.



_ Résultats et interprétation

Tableaux 9: Le pourcentage d'inhibition de I'a-amylase des extraits de Retama raetam et leur

DO.
16 24 | 31 | 48 64 | oo
mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml A
EA2 M%’gr;de 0439 | 0.415 | 0.356 | 0.195 | 0.154 | 0.552
1% 2045 | 24.15 | 3050 | 64.76 | 72.10
Moyen de
EM B 0577 | 0.466 | 0.422 | 0.446 | 0.228 | 0.6735
1% 1426 | 3075 | 37.29 | 3224 | 66.12
Moyen de
EAC Bon 0533 | 0.495 | 0.437 | 0.456 | 0.434 | 0.572
1% 681 | 13.46 | 23.60 | 2127 | 24.12
Moyen de
B2 Bon 0.6745 | 0.644 | 0.489 | 0507 | 0.429 | 0.645
1% . 0.23 | 2424 | 2145 | 3354
1-B1 M%’gr;de 0.662 | 0.576 | 0.501 | 0.499 | 0.345 | 0.536
1% i - | 1063 | 17.35 | 35.63
Moyen de
EAL PO, 0747 | 0.746 | 0.8 | 0.697 | 0.672 | 0.634
1% i i : : :

Moyenne de DOg: la DO de chaque tube (échantillon) est mesuré 3 fois.
DO, : la DO de tube de contrdle est mesurée 3 fois.

Tableaux 10: Le pourcentage d'inhibition de I'a-amylase par les extraits de Retama raetam

1.6 mg/ml | 24 mg/ml | 3.1 mg/ml | 4.8 mg/ml | 6.4 mg/ml
EA2
20.47 % 24.81 % 35.50 % 64.76% 72.10 %
EM
14.26 % 30.75% 37.29 % 32.24 % 66.12 %
EAC
6.81 % 13.46 % 23.60 % 21.27 % 24.12 %
n-B2
- 0.23% 24.24 % 21.45 % 33.54 %
n-Bl - - 10.63 % 17.35% 35.63 %
EAl - - - - -




_ Résultats et interprétation

Les résultats obtenu dans le tableau n°10 montre que I'EA2 et EM ont un pourcentage
d'inhibition plus élevé a forte concentration de chaque extrait, c'est 72.10 % et 66.12 %, par a
port aux autres extraits, suivie par les extraits organique n-Bl et n-B2, qui inhibent 1'a-
amylase & moins de 50 % c'est 35.63 et 33.54 % respectivement.

L'extrait EAc a un faible pourcentage d'inhibition de 24.12 %, alors que I'extrait EA1 son
pourcentage d'inhibition est indéterming.

Les résultats d'inhibition de I'extrait EA2 révélent que le pourcentage d'inhibition est
proportionnelle a la concentration de I'extrait ce qui signifie qu'il y a une inhibition de 1'a-
amylase par I'extrait. En fonction de ces résultats, I'extrait EA2 présente un effet inhibiteur
croisant en fonction de la concentration de I'extrait. Plus on augmente la concentration, plus le
pourcentage d'inhibition est élevee, (20.47 %, 24.81 %, 3550 %,64.76 %) a forte
concentration (6.4 mg/ml) il y a une forte inhibition de I'a-amylase 72.10 %.

Concernant I'extrait EM, EAc, n-B1 et n-B2 on observe aussi un effet inhibiteur croisant en
fonction de la concentration de I'extrait, plus on augment la concentration plus le pourcentage
d'inhibition est élevé. Mais dans la concentration de 4.8 mg/ml il y a une diminution de
I'inhibition puis une augmentation de I'activité a forte concentration 6.4 mg/ml.

L'extrait EAL le pourcentage d'inhibition est négative a cause des DOg obtenue au cours de
cette étude (tableau 9), qui sont plus élevée par a port au DO de controle, ce qui est
impossibles de déterminer le pourcentage d'inhibition on appliquant la formule DOg -
DOA/DOA x 100, dans ce cas on suggére que cet extrait accélére la réaction entre I'enzyme et

son substrat.



La phytothérapie antidiabétique connait a ce jour un essor important du fait de la
découverte de plus en plus d'extraits de plantes efficaces dans le traitement du diabéte.
L'utilisation d'extrait de plantes est une pratique courante en médecine traductionnelle
africaine (Jaykar et al., 2003).

Rétama raetam, est une plante médicinale largement utilisée en médecine populaire. Au
cours de notre étude nous nous sommes intéresseés a la contribution de I'évaluation de l'effet
de cette plante sur l'activité de I'a-amylase, ceci afin d'initie d'autres recherche qui visent

I'nyperglycémie postprandiale.

De ce fait, la présente étude a pour but de tester I'effet de différents extraits (EAL, EA2,
EM, EAc, n-B1, n-B2) des feuilles de Rétama raetam sur 1'activité de 1'a-amylase in vitro.

Au cours de la préparation des extraits, les rendements en masse de ces extraits EAL, EA2,
EM EAc, n-B1 et n-B2 sont variables, de ce fait, on constate que le rendement d'extraction
dépend de la méthode d'extraction, et des caractéristiques physicochimiques des solvants
utilisés, notamment leur polarité, il s'en suit que la solubilité des substances contenus dans la

matiere végétale dépend de ces propriétés.

Le criblage phytochimique des extraits (EAL, EA2, EM, EAc, n-B1, n-B2) des feuilles de
Retama raetam a révélé la présence des alcaloides, flavonoides, quinones libre, coumarine et
les sucres réducteur dans la majorité des extraits. Alors que les tanins, térpenoides et les
amines sont plus au moins présent dans touts les extraits. L'anthraquinone a révélé une

absence totale dans la majorité des extraits.

Selon des études phytochimiques Retama raetam est riche en flavonoides, alcaloides et en
polysaccharides (Abdel Halim et al., 1997). Les graines contiennent de daidzéine, vicenin-2,
la naringénine, l'apigénine, le kaempférol, la quercétine et le kaempférol 7-O-glucoside (El-
Sherbeiny et al., 1978), la daidzéine, la daidzéine 7- 4'-diméthyl éther, chrysoeriol 7-O-
glucoside et orientine sont présents dans les feuilles (Abdalla et al., 1983). Alors que la partie
aérienne est riche en deux nouveaux flavonoides, lutéoline 4'-O-neohesperidoside et 5,4'-
dihydroxy-(3",4"-dihydro-3", 4"-dihydroxy)-2", 2"-dimethylpyrano-(5", 6": 7,8)-flavone
(Kassem et al., 2000).



Nos résultat se rapprochent de ceux obtenus par Alghazeer et al., 2012 qui ont révelé une
forte présence d'alcaloides et de flavonoide dans I'extrait méthanolique de feuilles de Retama
raetam, avec un test modéré pour les tannins, terpenoides, coumarines et les saponosides.
Suivant ces résultats, on suggere que les tests phytochimiques sont des tests qualitatifs

variables en fonction du mode d'extraction, le solvant utilisé et la partie de la plants étudiée.

Afin d'avoir une idée sur les differents composants chimiques qui peuvent étre présent dans
nos extrait, nous avants reéalise certains tests qualitatives qui se base sur une analyse
chromatographique des extraits etudies en utilisant certains témoins (acide gallique, catéchine,

quercétine et la myrcétine).

Les résultats de la CCM ont révélé que les différents extraits de Retama raetam sont riches
en composés phénoliques a savoir les acides phénoliques (acide gallique), flavonoide (la
catéchine, le quercétine et la myrcétine) avec la présence de certains taches qui ne
correspondent pas aux témoins; il s'agie a d'autres métabolites secondaire, ceci est confirmé

par les résultats de tests phytochimiques réalisés sur ces extraits.

Parallelement au screening phytochimiques et la chromatographie sur couche mince
(CCM) qui sont des tests qualitatifs, on a effectué le dosage de polyphénols et flavonoides
totaux dans nos extraits. Les résultats ont révélé que l'extrait n-B1 est riche en polyphénols
avec un taux de 272.46 pg. Eq acide galliqgue/mg de I'extrait, alors que I'extrait EM est le plus
riche en flavonoide avec un taux de 125.05 pg. Eq catéchine/mg de I'extrait. Les extraits n-B2
et EAL, présentent de faibles concentrations en polyphénols et en flavonoides, 187 ug. Eq

acide gallique/mg de I'extrait, 28.7 ug. Eq acide catéchine/mg de I'extrait respectivement.

De méme Alghazeer et al., (2012) ont révele que l'extrait méthanolique de feuille Retama
raetam renferme de polyphénols et flavonoides environ 89.35 mg. Eq acide gallique/g de

matiére séche et 45.23 mg. Eq rutine/g de matiére seche respectivement.

Ces résultats sont nettement inferieur a nos résultats. Ces variations sont probablement liées a
un facteur écologique qui concerne, l'espece, le sol, le climat et les périodes de récolte. Ces
facteurs peuvent jouer un réle dans la teneures de ces composées phénoliques. Ceci est
confirmé par l'étude de Chehma, (2006) qui révele que l'extrait aqueux des feuilles de

Retama raetam récolte dans la region de Ouargla sur quatre périodes saisonniéres différentes:



Eté, Automne, Hiver et le printemps présent des taux variables de polyphénols de l'ordre 4.85
%, 3.555 %, 3.925 %, 4.455 % respectivement. Selon l'auteur, cette différence entre les
résultats, peut étre liée aux variations de facteurs climatiques, édaphiques et au stade du

développement physiologique de plante (chehma, 2006).

Aprés la mise en évidence de différentes familles de composés chimiques et la
quantification de polyphénols et flavonoides totaux dans nos extraits, nous avant étudier in
vitro I'effet de ces extraits sur l'activité de I'a-amylase. Les résultats obtenus ont démontré les
extrait EA2 et EM ont un pourcentage d'inhibition trés elevé par a port aux autres extraits

qu'ont un pourcentage d'inhibition moins de 50 % (EAc, n-B1 et n-B2).

Les inhibiteurs d'enzyme peuvent agir selon des mécanismes varies, en se combinant soit
avec I’enzyme (compétitive avec le substrat ou incompétitive), soit avec le complexe enzyme-
substrat (non compétitive), soit avec le substrat lui-méme (Weinman et al., 2004). L'activité
enzymatique peut étre affectée de facon spécifique par de nombreux agents chimiques et les
drogues tells que l'acarbose qu'a une forme proche de celle des oligosaccharides issus de la
digestion de l'amidon, Il peut ainsi se lier aux sites de l'a-amylase pancréatique, inhiber
puissamment, de facon compétitive et dose-dépendante (Scheen et al., 2002). Certains
plantes ont une activité inhibitrice enzymatique inclue les composés polyphénoliques et
glyco-protéiques (Tundis et al., 2010). Plusieurs de ces polyphénols ont une action sur I’a-
amylase tels que les tannins qui sont capables de se lier aux enzymes digestives et de les
inhiber (Kanda, 2004).

En fonction de nos résultats ont obtienne sur l'inhibition de l'a-amylase, on suggére que
Retama raetam peut présenter un effet bénéfique sur I'nyperglycémique poste prandial ou

I'nyperglycemique des diabétiques.

Les travaux de Maghrani et al., (2003) ont démontré que I'administration orale de I'extrait
aqueux de Retama raetam a une dose 20 mg/kg diminue significativement I'nyperglycemique
chez les rats normaux, ainsi que les rats diabétiques. De méme, Rétama raetam peut agir sur
le métabolisme lipidique, selon Maghrani et al., (2004) 1’administration oral de 1'extraits
aqueux de Rétama raetam provoque une diminution de la concentration des triglycérides dans
le plasma des rats normaux et diabétiques avec une diminution significative du poids corporel.
Ainsi, les travaux de Algandaby et al., (2010) ont démontre que l'administration orale
quotidienne pondant quatre semaines de I'extrait méthanolique de fruits de Retama raetam a



une dose de 100, 250 et 500 mg/kg/jour, diminue significative I'hyperglycémie liée a une
stimulation de la sécrétion d'insuline. Dans la méme étude cet extrait inhibe in vitro
significativement I'absorption intestinale de glucose et une augmentation non significative de

la captation de glucose par les muscles.

Le dosage des polyphénols et flavonoides totaux montre que l'extrait EA2 est faible en
polypheénols et flavonoides alors que I'extrait EM est riche en flavonoides et en polyphénols,
Par ailleurs les extraits n-B1 et EAc qui ont une quantité élevee en polyphénols et flavonoides
inhibent faiblement l'a-amylase. De ce fait on constate que les polyphénols et les flavonoides
ne sont pas les seuls molécules qui influent sur I'activité enzymatique d'a-amylase, c'est une
synergie entres les différents métabolites présentent dans l'extrait, polyphénols, flavonoides,

saponosides et d'autre molécule.

Ceci est confirmé par les travaux de Algandaby et al., (2010) qui ont démontré que I'extrait
méthanolique de Retama raetam est basé sur la présence des alcaloides, flavonoides et des
fibre soluble qui peuvent contribuer a la stimulation de la sécrétion de l'insuline et la

réduction de I'absorption intestinale de glucose.

L'extrait EA1 qui contient une faible quantité en flavonoide et moyennement en
polyphénols et son effet inhibiteur sur 1'a-amylase est indéterminé. En fonction de ces résultat
on suggere que l'extrait a accélérer I'interaction enzyme/substrat, ou bien il a interféré avec le
DNSA, d'ou I'obtention de DO plus élevée par a port aux témoins. Selon Athel et al., (2004)
montre que de nombreuses réactions se caractérisent par un doublement de la vitesse quand la

température est augmentée de 25C° a 35C°.

Dans le domaine de la phytochimie, qui s'est intéressé derniérement a I'effet des plants sur
les plantes médicinal. Le mécanisme d'action des extraits de plante sur l'activité enzymatique
n'est pas bien élucider, ce que forme un terrain pour de nouvelles recherches pour mieux

élucider les principes d'interaction et d'inhibition a I'échelle moléculaire.



Conclusion

Les reésultats obtenus au cours de cette étude ont révélé un effet inhibiteur intéressant des
extraits de feuilles de Retama raetam (extrait aqueux et organique) sur l’activité de ’a-
amylase. Cette inhibition est proportionnelle a la concentration de I’extrait, plus en augment

la concentration plus le pourcentage d’inhibition est importante.

Selon les résultats de I’analyse phytochimique des extraits testé cette activité est
probablement liée a la richesse de cette plante en polyphenols et en flavonoides notamment

I’acide gallique, catéchine, quercétine et myrcétine.
A la lumiére de ces résultats cette étude nécessite d’éventuelles études qui s’intéressent a :

- Tester ’effet de ces extraits in vivo sur ’hyperglycémie postprandiale dans les rats
normaux ;

- Tester in vitro I’effet de ces extraits sur I’absorption intestinale des glucides.

- Fractionner et identifier certains composants majoritaires dans cette plante et tester

leur effet in vivo et in vitro.
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