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Introduction

Introduction

Le diabéte sucré est un trouble métabolique caisétgar un déficit de production
d'insuline par des cellulgs pancréatiques ou par une résistance cellulaiiesuline ou les
deux (BELMOUHOUBEet al, 2017). Cette maladie pose un probléme de saitégpe dans
de nombreux pays (MANGAMBL&t al, 2013). Le nombre des personnes affectés par le
diabéte dans le monde est estimé de 366 millioe; avévalence d’atteinte a 552 million au
2030 (DRAGANEet al, 2014). De 80 a 85% des gens diabétiques sotiffiediabete type 2
(ALLALI et al.,, 2008). Le traitement actuel du diabéte est psté le traitement par
linsuline, [l'utilisation d'hypoglycémiants oraux;alimentation et ['activité physique
(ARCELINA et al, 2016).

Depuis I'antiquité, les ressources naturelles ¢esit la source principale de remedes
(KEMASSI et al, 2014). Selon le rapport de 'OMS, 80 % de la papon mondiale utilise
les plantes médicinales pour se traiter de divemnsaldies (YAYA et KENGNE, 2014 ;
SCHLIENGER, 2014 ; PICKING, 2017). Ceci s’expligpar les faibles colts de production,
la disponibilité, I'accessibilité et la faible taiié des vegétaux (YEHYAet al, 2016 ;
EDDOUKSet al, 2017).

Ces plantes constituent une grande source de pemeictifs qui peuvent étre utilisés
pour traiter de nombreuses maladies, dont le dialpéDLALY et al, 2014; MARISAet al .,
2015). Parmi ces potentiels actifs: les polysaddear qui sont capables d’assurer différentes
fonctions et activités biologiques, telles l'activianti-tumorale, immuno-modulatrice, anti-
inflammatoire, antioxydante, anticoagulante, aatidtique et hépatoprotectrice
(WIJESKARAEet al.,2011; THAKURet al.,2012 ; ZHANGet al, 2014).

Plusieurs études sur l'effet antidiabétigues dge@ss de genrPlantago ont été
effectuées. RAQUEILet al (2015) trouvent que la planRdantago ovatgpeut réduire le taux
du glucose et augmente la sécrétion d'insuline @sepatients atteints de diabéte de type 2.
De méme, EMAMet al (2016) montrent le méme effet chez les rats diiqibes pour I'extrait
agueux dé”’lantago ovataNOORet al (2000) montrent I'effet hypoglycémique Béantago

major démontré sur le niveau de glucose sanguin cheatesliabétiques.

Toutefois, aucune étude concerne les polysacchsagtiéeurs effets antidiabétiques,
sur la plantePlantago albicansutilisées par les populations autochtones de looméde

Ghardaia, située au Sahara septentrional Est etgeéri
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Face a ce constat, le présent travail s'orientéé&tude des polysaccharides issus de la
Plantago albicangPlantagenaceae), plante spontanée a caractereimagdéecoltée dans la
région de Ghardaia. L'étude porte sur la caractiois partielle des polysaccharides

hydrosolubles et leur effet antidiabétique.

Ce travail est structuré en trois parties : Le peenchapitre est consacrée a une
synthese bibliographique; décrive le diabete deetyp, son épidémiologie, sa
physiopathologie, le traitement médicale de cettdadie, et un apercu sur la place de la
phytothérapie dans le traitement du diabéte de Bipke deuxieme chapitre décrive les
principales techniques d’extraction des polysaddkar hydrosolubles issus de la plante
Plantago albicans en déterminant leur composition globale, en déraant les résidus
glycosidiques par chromatographie sur couche miaten achevant par I'étude l'activité
antidiabétique de l'extrait polysaccharidique. leidieme chapitre présente les principaux
résultats obtenus, suivis d’'une discussion. Uneclosion générale et des perspectives qui

sont un ensemble de réflexions achevent ce travail.
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Chapitre I.- Synthese bibliographique

l.1.- Epidémiologie du diabete

Aujourd’hui, il est bien claire que le nombre degmnes affectées par le diabete
sucré est en croissance rapide dans le monde é€DAAEI et al, 2011). La prévalence du
diabéte pour tous les groupes d'age dans le moetie estimée a 2,8% en 2000 et 4,4% en
2030. Le nombre total de personnes atteintes deetdiadevrait passer de 171 millions en
2000 a 366 millions en 2030 (WILEX al, 2004).

Environ 1,8 million de personnes sont atteintesddete en Algérie, avec une
prévalence nationale du diabéte établie a 6,9%ndet données du nouveau rapport 2017 de
la Fédération Internationale du Diabete (FID),Atl&s du diabete ». Dans le détail, la marge
d’incertitude statistique pour les personnes atsinlu diabéte en Algérie s’établit entre 1,25
et 2,45 millions, correspondant a un taux de pened nationale compris entre 4,9 et 9,5%
(BABOUCHE, 2017).

A I'échelle mondiale, prés d’un demi-milliard dergennes souffrent actuellement de
diabéte. 327 millions de diabétiques ont entretZeans, tandis que 123 millions ont plus de
65 ans. Chez les pays voisins, environ 1,65 millerpersonnes sont atteintes de diabéte au
Maroc, tandis que 762,000 personnes sont diabétigud unisie (BABOUCHE, 2017).

Le terme de diabete englobe en fait deux maladigfrehts: le diabéte
insulinodépendant (type 1) qui survient le plusvent avant I'dge de 20 ans et le diabéte non

insulinodépendant (type2), qui seul nous intéresse
|.2.- Diabéte type 2

Le diabete de type 2 (anciennement appelé diak@teinsulinodépendant (DNID)
représente environ 90 % de tous les cas de didagie le monde (OMS, 2011). Ce type de
diabéte pose un probleme de santé publique. llespond a un état d’hyperglycémie
chronique qui associe un déficit de l'insulinos&ore ou insulinopénie avec une diminution
de la sensibilité a I'insuline pour les tissus e#l(insulinorésistance). Principalement, les
muscles, le foie et les tissus adipeux (SANOGOS820@UNTZ, 2015).

1.2.1.- Physiopathologie du diabete type 2

Le diabéte de type 2 (DT2) ne survient pas chemporte qui, n’importe quand et

n'importe comment, et souligne lI'importance de tédité, de I'obésité, de I'age, ainsi que
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I'évolutivité de la maladie (RIGALLEALet al, 2007). I est maintenant accepque le DT2
est une maladie multifactorielle complexe, causkefais par un défaut de l'insulinosécrét
et par une diminution de la sensibilité tissulate effets de I'insuline (insulinorésistanc
Notamment, dans les muscles squelettiques, Isus adipeux blancs et le foie. Si, 1
susceptibilité génétique apparait nécessaireestlgénéralement insuffisante pour condui
'apparition de la maladie. L'environnement estnmidial dans le développement de
plupart des formes du DT¥oir la figure 01) (VAXILLAIRE etFROGUEL, 200).

Predisposition genetique/facteurs environnementaux

'

| Apport calorique excessif/SNC |

;

Hyperinsulinémie |

'

' Taux sanguins AGL et TG eleves, dépﬁts lipidiques ectopiques

\ lnsullnnremstance Compensation par la cellule b |

¢

Augmentation ;}mgresswe Altération de 'expression des genes
de l'insulinorésistance et des facteurs de transcription
de la cellule b

:

Epuisement de la cellule b |

s

Figure 01- Mécanismes conduisant au développement du diabéigpd?2 (VAXILLAIRE
et FROGUEL, 2003)
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La contribution génétique a I'étiologie du DT2 &gk importante comme en témoigne
le taux élevé (60-90%) de concordance chez les gusnehomozygotes et l'agrégation
familiale de cette maladie. On estime que le risdgielévelopper un diabéte est d'environ 30
% si I'on a un parent diabétique et approche 1e%7 les 2 parents sont diabétiques. Une
histoire familiale de diabete constitue donc untefac de risque majeur de développer la
maladie (FERY et PAQUOT, 2005).

Le DT2 associé a I'obésité est caractérisé pagiisntation de la concentration de
glucose dans le sang, suite a une dysfonction elkdesp pancréatiques, une élévation de la
production de glucose par le foie (gluconéogenéggyeogenolyse) et une diminution de la
capture de glucose par les tissus périphériqued. (\&E et HOTAMISLIGIL, 2005).

L’insulinorésistance se définit comme un état deidution de la réponse cellulaire et
tissulaire a I’'hnormone en présence de la glycéroienale au prix d’'insulinémie élevée. En
effet, tant que la sécrétiof pancréatique est suffisante pour contréler lastésce a
l'insuline, la glycémie reste normale ou modérénadtérée. Ainsi, le syndrome métabolique
se traduit biologiquement soit par une hyperingutire et une altération de la tolérance au
glucose, soit une évolution vers un DT2 lorsquedagsacités sécrétoires du pancréas sont
dépasséees (BASTARE al.,2001).

Il existe aussi, une corrélation étroite entre dadpction hépatique du glucose et la
glycémie a jeun, ce qui indique un role primordial foie dans 1'é1évation glycémique du
réveil. L'augmentation de la production hépatiquallicose correspond principalement a une

acceélération de la néoglucogenese (BECHIRI, 2016).

L’age s’accompagne physiologiquement d’'une rédacpioogressive de la sécrétion
d’'insuline et de la masse maigre utilisatrice ducgbe (RIGALLEAUet al, 2003) et peut
étre, d’'une diminution de sa sensibilité a I'inaeliqui favorisent I'expression de la maladie
(RIGALLEAU et al,, 2007).

1.3.- Traitement médical du diabéte type 2

Le traitement du diabéte a pour objectif d’évitarde retarder les complications liées
a l'évolution de la maladie en contrélant la glyegéret en évitant I'hyperinsulinisme. Le
traitement médical a lui seul n’est pas suffisang hygiéne de vie est également nécessaire,

notamment une activité physique réguliere et umeeaitation equilibrée (HAMZA, 2011).
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Lorsque les régles hygiéno-diététiques ne sont quagies ou insuffisantes, un
traitement médicamenteux peut devenir nécessaee.ni2dicaments agissent par différents
mécanismes d’actions: augmentation de la sensilgétiphérique a l'insuline, diminution de

I'absorption de glucose ou augmentation de la séarée l'insuline (HAMZA, 2011).

Difféerentes familles et classes des antidiabétiqoesix existent dans le marché
(ALLICE et al, 2005):

Inhibiteurs de I'enzyme-glucosidase.
Biguanides.
Secrétaires d'insuline.

Sensibilisants a l'insuline.

YV V V V VY

Inhibiteur de la lipase intestinale.
1.3.1.- Inhibiteurs de I'enzymea-glucosidase

L’enzyme alpha-glucosidase (EC 3.2.1.20), présamsda muqueuse épithéliale de
l'intestin gréle, principalement dans la moitié &ugure (NATASHAet al, 2012). Lb-
glucosidase hydrolyse la liaisan (1-4) glycosidique terminal des polysaccharidesiest
oligosaccharides, le produit de cette hydrolyseuastnonosaccharide tel que le glucose, qui
est absorbée dans la paroi intestinal (WATCHARACS®PONSIRI et al, 2016 ; CIHAN
et al, 2010), le mécanisme d’action de I'enzyme alph&agidase est illustré dans la figure
02.
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Amidon

Amylase Io—r l

Oligosaccharide
u-ghicosidase
= i — -
l Inhiber
Inhibiteur o
Glucose - glucosidase

Figure 02- Mécanisme d’action de I'enzyna-glucosidase (SARKAR et NOU2015)

Les inhibiteurs del a-glucosidase sont des pseudtrasaccharides d'origil
bactérienne. Ces analogues structuraux des oligosades alimentaires inhibent de fac
compétitive et réversible lea-glucosidases de la bordure en brosse de linteptie

(glucoamylase, maltasisomaltase et sucra (DERFOUFlet al, 2010)

Les inhibiteurs des-glucosidases intestinales jouant le role de falpstsat retarder
I'hydrolyse enzymatique des glucides complexes enoret disaccharides qui sont al

absorbés dans l'iléoh:absorption du glucose apres un repas est aitastée dans le tem|

Les inhibiteurs desi-glucosidases sont essentiellement actifs sur Iigjypmemie
postprandiale (DERFOUF&t al., 2010). Les inhibiteurs des-glucosidases utilisées
pratique climque sont l'acarbose, le voglibose et miglitYUSUKE et al, 2009 ;
DINICOLANTONIO et al, 2015)

L’acarbose, un pseu-tétrasaccharide, possede de l'azote entre la peemiela
seconde molécule de glucose. Cette modificatioriecera ce médicameune forte affinité
pour les enzymes-glucosidases. La capacité d'affinité et d'inhiloitide I'acarbose, po
diverses glucosidases, dans l'ordre suivant: l@oglonylase, suivie de la sucrase, de
maltase et de la dextranase. Mais, il n'inhibe lpag-glucosidase, telle que la lact
(MOHAN et RANJIT, 2014 DINICOLANTONIO et al, 2015), (Figure 0: et 04).
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Le voglibose est un dérivé de valiolamine (MAN.et al, 2014), il inhibe le clivag
des complexes glucidiques en sucres simples dbenhéur absorption a partir de l'intes
gréle (JINDAL et al, 2014). Il est lentement et mal absorbé et rapate excrété dans |
selles PEROSA et MAFFIOLI, 201z Un avantage du voglibose est gdiminue le glucose
postprandial sans induire une hypersécrétion dims(VIANAS et al, 2014),

Oligosaccharides

1, 0 ==
oy w— ) — )

g

»
< (&
Microvillus a-glucosidase

ARRRRR)

@ Carbohydraies _
Jejunum

& Carbohydrate
absorplion llaum

R — Sans acarbose
Microvili Ca;hbosrgl;ﬁ: = Avec acarbose
Duodenum  Jejunum lléon
Figure 03.- Mécanisme d’action d Figure 04.- Effet de I'’Acarbose st
I'acarbose (ROSAK et MERTES, 20: I'absorption intestinale de sucr

(HANEFELD et SCHAPER, 200

Le miglitol est un médicament antidiabétique oral, inhibiteur de a-glucosidase
intestinale. Il bloque la décomposition de I'amidanles disaccharides enonosaccharides
absorbables dans la bordure de la brosse intestimali entraine une diminution
l'absorption intestinale de I'amidon, des disaddear et de dextrine, entrainant une
absorption des hydrates de carbone et un ralemtisgede I'aumentation postprandiale de
glycémie BALAKUMARAN et al, 2016).

1.3.2.- Inhibiteurs de I'enzyme a-amylase

Chez I'étre humain, ya beaucoup d'enzymes digsstpami les plus importants
trouve les alphamylases. Ces derniers, sont des métalloen: calciques qui ne peuve
pas fonctionner en l'absence de calciAGARWAL et GUPTA, 2016).

10



Chapitre I.- Synthese bibliographique

Les amylases (EC 3.2.1.1), sont des groupes d'e@wygu catalysent I'hydrolyse des
liaisons glycosidiques de type (1,4) dans l'amidon et divers autres oligosacdeari
(KATHIRVEL et al, 2012).

Les grandes molécules comme I'amidon ne peuventrgasrser la barriere hémato-
encéphalique que le glucose doit atteindre le eenansi; pour surmonter ce probléme,
l'alpha-amylase décompose les grandes moléculesddia en petits fragments de sucres afin
de traverser la barriere hémato-encéphalique.ySdura une conversion excédentaire de
'amidon en sucres, il augmentera le niveau deesdans le sang (AGARWAL et GUPTA,
2016).

Les inhibiteurs de I'enzyme alpha-amylase peuvala@ntir I'absorption des glucides,
prolonger le temps d'absorption et réduire la ghjeépostprandiale. Les inhibiteurs des

amylases utilisées en pratique clinique sont llaxse et miglitol (NOREENMt al, 2017).
1.3.3.- Biguanides et Glitazones

Sont des antidiabétiques oraux classiques qui aotgmiela sensibilité des tissus
périphériques a l'insuline appelés « insulinosélisaeurs » (DERFOUF&t al, 2010). Les
biguanides (metformine) et les glitazones n'ont paffet sur la sécrétion d'insuline
(VISCHER, 2001).

Les bigaunides diminuent la concentration du glacdans le sang par plusieurs
actions différentes. lls diminuent la gluconéogen&epatique, améliorent la sensibilité
tissulaire a l'insuline, augmentent l'absorptionl'etilisation du glucose périphérique et
diminuer [l'absorption intestinale du glucose. Leggubnides ne provoquent pas
d'hypoglycémie. En outre, les patients ne prenpastde poids, contrairement aux patients
prenant sulfonyluréed.'action de bigaunide ne dépend pas le fonctionmémes cellule$
pancréatiques, et ils sont souvent utilisés en aoedgon avec sulfonylurées et d'autres agents
hypoglycémiques tels que thiazolidineliones (TZREPHN et al, 2011). Ces derniers, sont
des agonistes synthétiques du PRAReroxisomeProliferator-ActivatedReceptdreui est
un récepteur nucléaire exprimé fortement dansdgsutiadipeux. Troglitazone, le premier
médicament de cette classe, a éteé retiré du marcR800 suite a I'apparition de plusieurs cas
d’hépatotoxicité fatale contrairementaux deux aur&Ds, rosiglitazone et pioglitazone, qui
n’ont pas montré cet effet (KRENT& al., 2000).

11
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Cependant, la rosiglitazone a été retiréce du maei®péen en 2010 ite a
'augmentation du taux de mortalité et d’'infarctiits myocarde chez les patients recevar
médicament (NISSEN et WOLSKI, 200

~

Les TZDs améliorent la sensibilité a l'insuline gausieurs mécanismes. Le p
important semble étre la stimulatiou PPAR. Une fois actie, le PPAl s’associe a un
autre récepteur (Retinoid X receptor : RXR) pounfer un hétérodimere qui va modulel
transcription de plusieurs génes impliqués damsdtabolisme des hydrates de carbone e
lipides (ROSEN et SPIEELMAN, 2001). La stimulation du PPARpar les TZDs favorise |
différenciation des pradipocytes en adipocytes accompagnées de lipogesteskage de
graisses et diminution du taux d'acides gras libfesci améliore I'effet et la sensibilité
I'insuline. En plus, les TZDs inhibent la sécrétion daskiges pr-inflammatoires comme |
TNF-o et augmentent le taux d’adiponectine (-JARVINEN, 2004). Les TZDs augmente
aussi le transport de glucose dans les muscles RREet BAILEY, 2005), comme ellest

illustrée dans la figure 05.

Thiazolidinedione Glucose -

Acide gras

Absorption » aP2, acyl-
de glucose / CoA synthase

et utilisation

——» Lipogenesis

1
1 and adipocyte
1 . o differentiation
I Transcription de T T A 1
i certains génes I Lipoprotein drol d
. P . lipase “~—|p Hydrolyse de
~ sensible & I'insuline » . lati
———————— circulation
triglycérides dans les
p - chlyomicrons
Adipocyte

Figure 05.-Mécanisme d’action des thiazolidliones (KRENTZ et BAILEY, 200¢
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1.3.4.- Sulfamides hypoglycémiants et Glinide
1.3.4.1.- Sulfamides hypoglycémiants

Les sulfamides hypoglycémiants, ou sulfonylurééisaudent la sécrétion d’'insulin
par les cellule$ du pancéas en les sensibilisant a I'action du glucosai(@d6). lls se lier
a un récepteur situé sur la membrane plasmSUR (SulfonyluredRecepor), et inhibent le
flux de potassium de la cellulg par fermeture des canaux potassiques Aépendants
(FAURE, 2011).

L’élévation de la concentration de potassium irgHataire qui en résulte crée u
dépolarisation cellulaire suffisante pour décleer I'ouverture des canaux calciques vol-
dépendantsL’influx du calcium provoqué par cette ouverture conduit aogkose de
vésicules d’'insuline vers la membrane plasn. L'augmentation de la sécrétion d'insuli
est sensiblement identique quel que soit le nivgilgaémique. En effet, il s’agit d'ur
libération d’insuline présynthétisée et non d’'ungraentation de synthese de I'hormao
(FAURE, 2011), voir la figure 0

Récepteur aux K* Ca**
sulfonylurées (SUR1) Kir 6.2

.*- lr.--.' If--.- -

Glucokinase

Glucose 4
ATP 2+
f ADP 1[':a ]
Acides /
aminés Métabolisme ©/o
Granules
d’insuline
Cellule béta-pancreatique ﬂ -
,,r]nsuline“

[ =]

Figure 06.-Mécanisme d’action des sulfams hypoglycémiants (FAURE, 20!
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[.3.4.2.- Glinides

Bien que les glinides soient plus récents, leuroacest tres proche de celle des
sulfamides hypoglycémiants. Leur effet insulinoéémur est basé sur le méme principe
d’action que celui des sulfamides hypoglycémiamgis le site de liaison de ces deux
familles sur la cellul@-pancréatique differe (ANDREELLEt al, 2011).

Les glinides donc agissent plus rapidement et fievement sur la sécrétion
d’insuline et ciblent plus spécifiquement la phd3g/perglycémie postprandiale (HALIMit
al., 2008). lls sont efficaces et entrainent moig/poglycémies que les sulfamides (EMILE,
2008). Contrairement aux SH, les glinides présdrgatre autre la biosynthese d’insuline par
les cellules pancréatiques (MIRAND& al, 2008).

[.3.5.- Analogues du GLP1 et inhibiteurs de la DPP
1.3.5.1.- Analogues du GLP1 (Incrétines)

Les incrétines sont des hormones digestives néarptoduites lors de l'ingestion de
nutriments et qui potentialisent la réponse inggécrétoire de maniere glucose-dépendante
(Figure 07). Parmi celles ci, la plus intéressastde glucagon-like peptide-1 (GLP-1) sécrété

par les cellules L de l'intestin gréle.

Cette hormone exerce plusieurs effets métabolign&Esessants pour la prise en

charge du patient diabétique de type 2 :

1) Stimulation de l'insulinosécrétion proportionieehent a la glycémie ambiante,

avec absence de stimulation en cas d’hypoglycémie;
2) Ralentissement de la vidange gastrique;
3) Diminution de I'appétit par une action hypothaigue;
4) Réduction de la sécrétion et des concentratimoslantes de glucagon;

5) Effet trophique sur les cellul@s en potentialisant leur prolifération et en dinant
leur apoptose (ce dernier effet a été observé themmal, mais son existence et son

importance restent a démontrer chez ’lhomme) (SOHED11).

14
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Figure 07.-Mécanisme d’action du GLP-1 (SCHEEN, 2011)
1.3.5.2.- Inhibiteurs de la DPP-4

Les inhibiteurs de la dipeptidyl peptidase-4 (DBPpéuvent améliorer I'action du
GLP-1 et du GIP actifs endogenes en bloquant seadatjon par I'enzyme DPP-4. lIs sont
efficaces dans la protection des cellfigzancréatiques et dans le promouvoir de la séarétio
normale de glucagon, inhibant ainsi la progressioiDT2. Les inhibiteurs de la DPP-4 sont
bien tolérés car ils jouent un réle central danprtatection cardiovasculaire et l'action anti-
artérioscléreuse, avec peu d'effets secondairdsogatestinaux et une neutralité pondérale
(YANLING et al, 2014).
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Le tableau | résume les caractéristiques des nméeiats antidiabétiques oraux.

Tableau I.- Caractéristiques des antidiabétiques oraux (GUILINE\2007)

Classe Exemple de molécules Avantages Inconvénients
pharmacologique
Biguanides Metformine Bonne tolérance Diarrhées +++
a long terme Possible lien
Pas de prise avec la survenue
de poids d’'une acidose lactique
Faible risque A éviter en cas
d’hypoglycémie d’insuffisance rénale
Faible colt sévere (clairance
de la créatinine
< 30 mL/min)
Sulfamides Gliclazide, Bonne tolérance Hypoglycémie
Hypoglycémiants glipizideglimépiridegliben Faible colt Augmentation du poids
clamide Nécessité de surveiller
les glycémies Initiation
du traitement de
maniere prudente
(nécessité d’'une
titration)
Glinides Répaglinide Action Action
hypoglycémiante hypoglycémiante
rapide rapide
Glitazones Pioglitazone Rosiglitazone Utilisables en cas IR  Effets a trés longue
Pas d’hypoglycémie terme inconnus
Analogues Exénatide, Pas de prise Pancréatite
du GLP-1 Liraglutide de poids Lien avec un cancer
Faible risque médullaire
d’hypoglycémie de la tyroide
a confirmer

A éviter en cas
d’insuffisance rénale

Inhibiteurs de la

DPP-4 saxagliptine

Sitagliptine, vildagliptine,

Faible risque Pancréatite

d’hypoglycémie
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l.4.- Place de la phytothérapie dans le traitemerdu diabéete de type 2

1.4.1.- Utilisation de la médecine traditionnelle talternative en thérapie du diabéte

Selon les estimations de I'Organisation mondialéadsanté (OMS), plus de 80 % de

la population mondiale, surtout dans les pays sl@wgloppés, ont recours aux traitements

traditionnels (tableau Il) pour satisfaire leursdias en matiere de santé et de soins primaires

(EDDOUKSet al.,, 2007).

Tableau II.- Importance de I'utilisation de la médecine traditielle et complémentaire dans
le monde (EDDOUKt al., 2007)

Pays ou région

Importance de l'utilisation de la médecine traditionnelle

Afrique Utilisée par 80 % de la population locale pourdems primaires.
Australie Utilisée par 49 % d’adultes.
Chine Intervient pour 30 & 50 % dans les systemes dé Saminpletement
intégrée dans les systemes de santé. 95 % desaundpitt des unités
de médecine traditionnelle.
Inde Largement utilisée. 2 860 hopitaux ont des unigemédecine
traditionnelle.
Indonésie Utilisée par 40 % de la population totale et 70&4adpopulation
rurale.
Japon 72 % des médecins pratiquent la médecine tradigidan
Thailande Intégrée dans 1 120 centres hospitaliers.
Vietnam Completement intégrée dans les systemes de sé@rie d@ la

population se soignent par la médecine traditidanel

Pays occidentaux

La médecine traditionnelle ou complémentaire npest intégrée dans
les systemes de soin moderne.
* France : 75 % de la population a rec@ir® médecine
traditionnelle au moins une fois.
* Allemagne : 77 % des cliniques prag@qt I'acupuncture.
* Etats-Unis : de 29 a” 42 % de la populatdilisent la

médecine complémentaire.
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L’OMS, a encouragé des études éthnobotaniquessetedberches pharmaceutiques
pour améliorer des médicaments a base des plarddiinmales afin de promouvoir leurs
utilisations optimales dans les systéemes de prestdés soins de santé (OREHal, 2014).

Les plantes ont été toujours une source exempdiErenédicaments et beaucoup de
médicaments actuellement disponibles ont été d@ridieectement ou indirectement d'eux
(KASHIKAR et KOTKAR, 2011).

La phytothérapie est la principale alternativerapéutique surtout dans les pays en
voie de développement. L'approche éthno-pharmaaplegest d’'une grande importance.
Elle permet de recenser les remedes antidiabétiefuds constituer une base de données des
plantes médicinales afin de conserver un savoiestral qui s’appuie essentiellement sur une
tradition orale (AIT OUAKROUCH et EL ANSARI, 2015Rlus de 1 200 espéces de plantes
utilisé dans le monde entier dans le traitemerdidbéete sucré et nombre important de plantes
a montré (KARUPPASAMYet al, 2014).

1.4.2.- Utilisation des plantes médicinales en médiae traditionnelle pour le traitement
du diabete en Algérie

L’Algérie, de part sa situation géographique, bimgfd’'un climat trés diversifie, les
plantes poussent en abondance dans les régiondresftimontagneuses et également
sahariennes. Ces plantes constituent des reméetigslagotentiels qui peuvent étre utilisés
en traitement curatif et préventif (MAHMOUDI, 198 BELOUAD, 1998).

Les plantes médicinales trouvent encore leurs atidios thérapeutiques dans le

traitement de plusieurs maladies en Algérie, y aisrip diabete (ALLALIet al, 2008).

Des enquétes éthnobotaniques récentes sont efigctizdhs le but de répertorier les
plantes médicinales antidiabétiques en Algérie. BABATA (2013), a identifié 28 espéces
de plantes traditionnellement utilisées pour traiéediabete dans le nord-est de I'Algérie.
AZZ| et al. (2012), ont identifié 60 espéces dans le sud-oudsts que, ALLALI et al.
(2008), ont identifié 58 especes dans la régiond+Hooest. Ces résultats soulignent
'importance qu'occupe ce patrimoine végétal danpharmacopée traditionnelle et surtout

dans le traitement du diabéte.

L’effet antidiabétique de certaines plantes utdséen Algeérie est prouvé par de
nombreuses études. Parmi ces plant@sabasis articulata KAMBOUCHE et al, 2009),
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Artemisia herba-alba Asso, Centaurium erythraeanREAMZA et al, 2010) etMarrubium
vulgare L(BOUDJELAL et al, 2012).

1.4.3.- Modes d’action des plantes médicinales

Parmi les mécanismes d'action possibles des plamtédicinales en cas de
diabete (GOVERNAet al (2018); JOUZIER et BERKE (2012); ZHIJU&t al (2013);
KOOTI et al (2016)).

e Réduction de l'absorption des glucides par l'iritohi de I'enzymen-glucosidase et
'enzymea-amylase.

* Inhibition des transporteurs du glucose au nivealadarriére intestinale.

* Amélioration de sécrétion d'insuline.

* Prolifération des cellulds pancréatiques.

 Inhibition de I'activité de la protéine tyrosinegsiphatase.

» Action sur la résorption (importante ou totale) desres au niveau de lamuqueuse
intestinale, sur les adipocytes, les myocytesshépatocytes.

* Amélioration de la sensibilité a I'insuline.

e Réduction de I'utilisation périphérique du glucose.

* Réduction I'apoptose des cellulgs

» Potentialisation des incrétines endogenes et dieminka sécrétion du glucagon.

* Augmentation de la glycogenese ou inhiber la glgomiyse hépatique, augmentation

de l'absorption de glucose par les tissus museglair adipeux.
l.4.4.- Polysaccharides hypoglycémiants des plantesdicinales

De nombreux composés phytochimiques ont un eftediabétique, ont été isolées des
plantes, comme les alcaloides, les glucosidesfldgsnoides, les saponines, les fibres
alimentaires, les polysaccharides, les glycolipides peptidoglycanes et les acides
aminés, ces constituants phytochimiques ont étéaklg comme des puissants agents
hypoglycémiants (SWITét al, 2014).

Les polysaccharides végétaux constituent la majparge de la matiere organique
dans la biosphere (GORSHKOWA al, 2013). Plusieurs plantes médicinales contiennent
des polysaccharides ont un effet hypoglycémiastdak :Aloevera(SWITI et al, 2014),
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Ephedra distachydJOUZIER et BERKE, 2012)Qcimum sanctumAlpinia galanga
(QUANHONG et al, 2005).

Les polysaccharides agissent par divers mécansmeaaugmentant les niveaux
d'insuline sérique, réduit les niveaux du glucoaesde sang et améliore la tolérance au

glucose(SWITI et al, 2014).
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Chapitre Il.- Matériel et Méthodes

II.1.- Principe d'étude

Les plantes médicinales ont été utilisées depuastiduité comme des agents
thérapeutiques pour la gestion de la santé etaiéetnent des maladies (HONGXIA et
ZHENG, 2018). Les polysaccharides végétaux ontagéigites thérapeutiques prouvées tels
que leurs pouvoir anti-tumorale, anti-ulcéreuse, ti-iaflammatoire, cicatrisant,
immunomodulatrice et anti-athérosclérotiqgue (KATARYA et al, 2018). Ainsi que leurs
potentiel antiviral, antioxydant et anticoagula@HENZHIPENG et al, 2017). L’activité
antidiabétique a été aussi prouveée par plusieudest(XIAODANet al, 2012 ; YUNet al,
2016 et YUXIANGet al, 2017).

L’étude porte sur l'extraction des polysaccharidgdrosolubles issues de feuilles de
Plantago albicansune plante médicinale spontanée de la région dedaiza Des analyses
physicochimiques sont effectuées afin de détermihemidité et la teneur des cendres. Une
série de dosages colorimétriques sur I'extrait gaagharidiques est aussi effectuée pour
déterminer la concentration en oses totaux, neudcddes, oses réducteurs et en polyphénols.
De méme des analyses qualitatives des hydrolysatsésidus glycosidiques ont réalisé par
chromatographie sur couche mince (CCM) pour la atarsation des oses constitutifs.
L’activité antidiabétique est testéevitro (test d’inhibition de I'enzyme-glucosidase.

[ Choix de plante, broyage du matériel}

végétal (10 g) de poudre fine séche

[ Extraction des polysaccharides hydrosoluble]s

v
[ Extrait polysaccharidique brut]

g v — - v . v
Etude de la composition Caractérisation Activité biologique de

du I'extrait brut I'extrait brut

N\ | J \_ | J I

/ > Humidite \ /> Hydrolyse acide dg / \
» Cendres liaisons o
> Oses totaux glycosidiques > Activité
» Oses neutres antidiabétique (test
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[1.2.- Matériel d’étude

Le matériel d’étude est constitué de matérielsdgiiojues, de produits chimiques et

d’appareillages utilisés au cours de I'expérimeotat

[1.2.1.-Matériel non biologique

[1.2.1.1.- Solvants et réactifs

Tableau lll.- Caractéristiques physicochimiques et origine deslyits chimiques utilisés au

cours de I'expérimentation

. Fournisseur Forme Formule Masse Densité Pureté
Produit chimique molaire glem® %
g/mol
Acétate d’éthyle BIOCHEM Liquide GHsO, 88,11 / /
Acétone GPR Liquide GHgO 58,08 0,792 100
RECTAPUR
Acétonitrile SCHARLAU Liquide GH3N 41,05 99,9 99
Acide acétique EDEN-LABO Liquide GaOOH 60,05 1,048- 99,5
1.051
Acide ortho- SIGMA- Liquide HP O, 98 1,69 85-88
phosphorique ALDRICH
Acide SIGMA- Liquide CRCOOH 114,02 1,49 99,8
trifluoroacétique ALDRICH
Acidesulfurique = BIOCHEM Liquide HSO, 98,07 / 98
CHEMOPHARM
A
Aniline RECTAPUR Liguide 6HsNH, 93,13 1,02- 985
1.03
Bleue de BIOCHEM Poudre GsH44NsNa  / / /
Coomassie CHEMOPHARM 0,
A
Butanol SIGMA Liquide GHg OH 74,12 81 99,9
ALDRICH
Bicrabonate de BIOCHEM Poudre NgCHO3 84,01 / 99,5
sodium
Carbonate de BIOCHEM Solide NaCOs 105,99 / 9,99
sodium anhydre CHEMOPHARM
A
Chloroforme SCHARLAU Liquide CH@l 119,38 1,47 99-99,6
Diphynaline RIEDL-DE Solide GoH1aN 169.23 52.5- 98
HEAN AG 54.5
Ethanol SIGMA- Liquide GHeO 46,07 0,803- 99,5
ALDRICH 0,805
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Hydroxyde de EDEN LABO Poudre NaOH 39.997 2.13 99
sodium
Isopropanol BIOCHEM Liquide GHsgO 60,10 0,803 - 99,5
CHEMOPHARM 0,805
A
Méthanol BIOCHEM Liquide CHO 32.04 / 99
CHEMOPHARM
A
Phénol FLUKA Poudre GHsO 94,11 / 90,0
CHEMIK
Pyridine BIOCHEM Liquide GHsN 79.10 / 99.5
CHEMOPHARM
A
Résorcinol BIOCHEM Poudre GHsO; 110,11 / 99,5
CHEMOPHARM
A
Tétraborate de  BIOCHEM Poudre N&B4O-. 381.37 / /
sodium CHEMOPHARM 10H,0
A

11.2.1.2.- Appareils et instruments

L'origine et type des appareils et des instrumentdisées au cours de

I'expérimentation sont illustrés dans le tableau IV

Tableau IV.- Origine et type des appareils utilisées au coul&dpérimentation

Fournisseur Type Lieu de
Appareil fabrication
Bain marie MEMMERT MEMMERTGMBH. WB 7. GERMANY
NENNTEMP ; 100 0C
Balance OHAUS DISOVERY DV 215CD OHAUS USA
Centrifugeuse SIGMA SIGMA. 15PK, 14000 RPM. GERMANY
Distillateur LABORTECHNIC D30-BURGWEDL, 2108 GERMANY
Etuve MELAG MELAGS815.220V,50HZ, GERMANY
12.3A,2700w
Hotte TEL STAR TELSTAR AV-100. SPAIN
MODELES50/60
HZ,0.6KW.
Lyophilisateur CHRIST CHRIST.ALPHA 1-2LD. GERMANY
101021.230V,50HZ, 0.7. KW
Micropipette SOCOREX ACURA 821. 200-100®1L SWIS
SpectrophotométreSHIMADZU UV-MINI-1240.UV-VIS CHINA

SPECTROPHOTOMETRE
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11.2.2.- Matériel biologique
Le matériel biologique est représenté par la plPlantagoalbican:.

11.2.2.1.- Choix de la plante

Le genrePlantagoL est le plus grand genre de la famille Plantaginaceae avec e
265 especes (EL SOUDAt al., 2014). (Photo 01)La plupart des especes du ge

cosmopolite Plantagsont largement utilisées en médecine traditionn

Des études phytochimiques sles différents organes des plantains (feuilles, ti
révelent leur fort potentiel a produire un large spectre de molécules biologiquement
(GAZ ER et SHALABI., 2016

Plusieurs activités biologiques de l'espéPlantago albicansont été prouvéesa
'exemple de l'activité hepatoprotectri¢, antiinflamatoire, antiviral, immunomodulatric

antidiabetique, anttancéreuse et antioxydante (ELSOUIet al, 2014).

AL SOUDA et al. (2014), ont montré que l'extrait d'éthanol d'EgyptiePlantago

albicansa une activité antinutagénique

Cependant, aucune étude sur les polysaccharides et leurs effets biologiques

Plantago albicans'a été signalé

Photo 01 Plante plantago albican®lantaginaceae)

11.2.2.1.1.- Description botanique de I'especPlantago albicans

Plantes a feuilles lancéolées, naissent du collet, elles sont dressées, obliques,
trés pointues, souvent ondulées sur les bords, sont couvertes de poils blancs, soye

sont toutes a la base de la hampe florale qui n'est pas striéeis portent des fleurs d'abo
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serrées les unes contre les autres, puis qui s'écartent de facon importante apres la floraison
(QUEZEL et SANTA, 1963). (Photo 02).

Photo 02 : Feuille de la plante plantago albicans
[1.2.2.1.2.- Répartition géographique

Plantago albicansL (Plantaginaceae) est une plante herbacée vivace largement
répandue dans la région méditerranéenne au sud-ouest de I'Asie a I'lran (VEIGA-BARBOSA
et PEREZ-GARCIA, 2014) et au Sahara-Sindian (MOHSENZAREHIL, 2008).

[1.2.2.1.3.- Position systématique
Embranchement: Spermaphyte
S/embranchement Angiosperme
Classe: Dicotylédones
Ordre : Lamiales
Famille : Plantaginaceae
Genre: Plantago

Espéce: Plantago albican§OZANDA, 1977).
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[1.2.2.1.4.- Utilisation dans la médecine traditiomelle

Dans la médecine traditionnelle, la plaRi@antago albicangPlante entiere) utilisée
comme cicatrisante (CHERMAT et GHARZOULI, 2015), atissi comme Apaisant,
adoucissant, astringent, diurétique et laxativessaulans le soin des plaies et contre la
diarrhée (SAIDlet al, 2015).

I1.3.- Etude des polysaccharides

[1.3.1.- Extraction des polysaccharides hydrosolubles des Uiles de Plantago albicans

(protocole modifié)

Une quantité de 10 grammes de broyat (@tlal, 2016 GHAZALA et al.,2015 est
prétraitée par 100 ml d’éthanol a 96% (BOUAt al, 2013a) a 60°C pendant deux heures
(KANG et al, 2017), afin d'éliminer les composés solublessdégthanol, tels que les
polyphénols, les oligosaccharides, les oses simglieles acides aminés (BOUAgt al,
2011), les pigments ainsi les composés de faihlgspnoléculaire (BOUALet al, 2012 ;YE
et al, 2017) .Apres filtration, 200 ml d’éthanol estsiiajouté au ce résidus et laisser pendant
24 heures. Le broyat est ainsi séchée et macémeraf® ml d’eau distillée (CHIDOUE al.,
2014) , puis une centrifugation a 4000rpm/15mn (&Cdl al, 2018) est effectuée, Le culot
est macéré une deuxieme fois par 100 ml d’eadldestiians les mémes conditions. Puis les

deux surnageants sont réunis.

Les polysaccharides de I'extrait concentré, somcipités a l'aide de 3 volumes
d’isopropanol (95%) (IBANEZ et FERRERO, 2003; BOUAL al, 2015 ; ZHANG et
al.,2015), pendant 24h et a une température de 4°C @¥&l, 2015 ; ZHAUYNBAEVA et
al.,, 2010 ;LIU et al, 2014 ; CHANGJIANet al,2014), Apres une centrifugation a 4000rpm
pendant 15mn (YANet al., 2008) ,le culot est lavé avec I'acétone (ZHANGal, 2013) a
plusieurs reprise (cinq fois) (YANGt al., 2008) , Aprés I'évaporation de I'acétone, les
culots sont lyophilisés a l'aide d'un lyophilisatede type ALPH1-2 LD, CHRIST
(VALEPYN et al, 2014). Le lyophilisat obtenus représente I'etgrbrut de polysaccharides
hydrosolubles (HEet al.,2014).
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Matiere végétale 10g de broyat sqc

Elimination des lipide

Prétraitement par d’éthanol sous agitation
pendant 2h a 60°C (100 ml) (2 fois)

S| |

Marc

Macération(I'eau distillée 2h a 60°C

Centrifugation 400rpm, 15 mi

Précipitation par 3 v
d’isopropanol (a 4°C en 24h

Résidu d’acétone

Culot 3
02 Surnageants
Culot ? ﬂ
Surnageant
Résidu @ ﬂ
d’'isopropanc
Culot

=]

Centrifugation (4000 rpm
en 15mn)

Lavage par I'acétone

Centrifugation(4000 rpm, 15mn)

Culot d'extrait de
polvsaccharid

J

[ Lyophilisation ]

Lyophilisat d’extrait brut de polysaccharides hyablubles

Figure 09.-Différentes étapes de 'extraction des polysacdearhydrosolubles (Xt al.,
2016;GHAZALA et al.,2015BOUAL et al, 2013a KANG et al, 2017 ; HE et al.,2014;
BOUAL et al, 2011 ; BOUALet al, 2012; YEet al,2017; CHIDOUHet al.,2014; ZHANG
et al, 2013; IBANEZ et FERRERO, 2003; BOUAdt al, 2015; ZHANGet al.2015; MEI
et al.,2015; ZHAUYNBAEVA et al.,2010; LIUet al, 2014; CHANGJIANet al,2014;
YANG et al.,2008; VALEPYNet al, 2014; SONGet al, 2018; YANet al.,2008 )
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[1.3.2.- Calcul du rendement

Le rendement de [I'extraction des polysaccharidesitsbrest calculé selon
ROMDHANE et al. (2017), par la formule suivante:

Poids de I'extrait brut des polysaccharides hydudses
R (%) = %100

Poids de la matiere végétal sec

11.3.3.- Composition de I'extrait polysaccharidique

Les principaux constituants chimiques de [Iextrditut des polysaccharides
hydrosolubles de feuilles d@lantago albicanssont caractérisés par des réactions colorées.
Une solution polysaccharidique de 0,1% est prépangtir de I'extrait brut. Pour le dosage,
une dilution de 1/10 est effectuée (0,01%).

11.3.3.1.- Analyses physico-chimiques

Les analyses portent sur la détermination de leutede 'humidité et de cendres selon
les méthodes d’AUDIGIEt al (1984).

[1.3.3.1.1.- Teneur en eau

L’humidité est déterminée par une dessiccation yaipHilisat a la température de
103+2 °C pendant 2 heures, dans une étuve a Iasigneatmosphérique, jusqu'a masse
constante (AUDIGIEetal., 1984). La teneur en eau est exprimée en poagemhassique de

I'extrait brut selon la formule :

m3-m2
p= —— x 100 (en g /100 g de I'ekttaut)

ml-m?2

p: Teneur en eau ;
m1: Poids du creuset sec en g ;
m2: Poids du creuset avec la prise d'essai avahagé en g ;

m3: Poids du creuset avec la prise d'essai apcésage en g.
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11.3.3.1.2.- Dosage des cendres

Les cendres totales sont déterminées selon AUDKBIBL (1984), par incinération
des extraits bruts des polysaccharides hydrosawdaas un four a moufle électrique a 550°C

pendant 5 h. La teneur en cendres totales estiéalsalon la formule:

G-G
X= X 100 %

X: Cendres totales ;
G : Poids du creuset avec la cendre en g ;
G1: Poids du creuset a secen g ;

g : Poids de la prise d'essai en g.
11.3.3.2.- Analyses biochimiques

L'étude de la composition biochimique de I'extdis polysaccharides hydrosolubles
consiste a déterminer les teneurs en oses totauxgses constitutifs neutres, acides et
réducteurs, et la teneur en polyphenols, par deagds colorimétriques. Les analyses sont

répétées trois fois.
11.3.3.2.1.- Dosage des oses totaux

La teneur en oses totaux dans I'extrait brut paigisaridique des feuilles ddantago
albicansest déterminée par la méthode phénol- acide sylfeirdécrite selon DUBOISL al
(1956).

11.3.3.2.1.1.- Principe

En présence de I'acide sulfurique concentré a chimsdliaisons glycosidiques sont
hydrolysées. Une tétradéshydratation suivie d'waisation des monosaccharides libérés
donne des dérivés furfuraliques et des dérivésiaEab-formylfuroique. Ces produits se
condensent avec le phénol pour donner des complexeg-orangé (BRUDIEUX, 2007;
BOUAL et al, 2013b; BRIAN-JAISSON, 2014). Ces complexes pd¢tené de suivre la
concentration en oses totaux de I'échantillon eanli 'absorbance a 490 nm (PIERRE,
2010).
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11.3.3.1.1.2.- Mode opératoire

Dans des tubes en verres placer un mélange dé @@g@hantillon et 200l de phénol
5%. Apres homogénéisation, 1ml d’acide sulfuriqu&®, (95%), est rapidement introduit
dans le milieu réactionnel. Les tubes sont ensadebés a 100°C pendant 5 mn. Les tubes
sont refroidis dans un bain de glace, puis placksbacurité pendant 30 min. L’absorbance
est par la suite mesurée a 490 nm par un spectapbtre UV-visible (BRUDIEUX, 2007;
RUIZ, 2005; GENESTIE, 2006).

11.3.3.2.2.- Dosage des oses neutres
Les oses neutres sont dosés par la méthode de MaENNSet al. (1988).
11.3.3.2.2.1.- Principe

Le dosage des oses neutres se repose sur laonédet dérivés furfuriques obtenus
par action a chaud d’'un acide concentré commediasulfurique (DUBOISt al.,1956). En
présence d'un composé aromatique tel que le résbdrd,3-dihydroxybenzene), ces dérivés
furfuriques se condensent et donnent des compasésudeur orangée (MONSIGNat al.,
1988).

11.3.3.2.2.2.- Mode opératoire

Dans un tube a essai en verre, a0de résorcinol a 0,6% et 1 ml d'acide sulfurique
concentré (95%), sont ajoutés a 20ale I'échantillon ou d’étalon. Les tubes sont égiet
mis pour chauffer a 90°C dans un bain Marie pen8@ninn et ensuite placés dans un bain
d'eau froide pendant 30 mn a l'obscurité. L'absacbade la solution est déterminée a 480
nm. La concentration en oses neutres est obtenueéfience a une gamme étalon du
glucose (MONSIGNYet al, 1988) de 0.001 a 0.01%.

11.3.3.2.3.- Dosage des oses acides

Le dosage des oses acides est realisé selon ladeétiécrite par BLUMENKRANTZ et
ASBOEHANSEN (1973).
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11.3.3.2.3.1.- Principe

La méthode de BLUMENKRANTZ et ASBOE-HANSEN (197%8rmet la détection
d’acides uroniques avec une faible interférencelse®ses. Il s’agit de tests trés sensibles
dans la mesure ou ils permettent de détecter jastjulg de composé. C’est en présence
d’acide sulfuriqgue concentré et a chaud, les Ili@soglycosidiques des poly- et
oligosaccharides subissent une hydrolyse quanttaltia déshydratation des unités osidiques
libérées conduit a la formation de dérivés furfudg. En se complexant avec le méta-
hydroxydiphenyl (m-HDP), ils forment des composéscduleur rose rouge absorbant a 520
nm (DELATTRE, 2005). Le m-hydroxydiphényle en pmrése de tétraborate de sodium sert
de chromophore sélectif lors du dosage des aciesques (RUIZ, 2005).

11.3.3.2.3.2.- Mode opératoire

Dans des tubes a essais en verre, 2@ solution a analyser est mélangés avec 1,2
ml de solution de tétraborate de sodium a 0.0128akk I'acide sulfurique concentré. Apres
agitation, les tubes sont placés pendant 5 mnaahsin de glace avant d’étre placés dans un
bain Marie & 100°C pendant 5min. Aprés refroidissetrenviron 10mn dans un bain de
glace, 20ul de solution de méta-hydroxydiphényl (m-HDP) gstute. Aprés agitation, une
coloration rose se développe et I'absorbance esurée a 520 nm. Les concentrations en
oses acides en peuvent étre établies en compara®enune gamme d’étalonnage d’acide
glucuronique (BRIAN-JAISSON, 2014) de concentratifen0.001 a 0.01%.

11.3.3.2.4.- Dosage des oses réducteurs

La concentration en sucres réducteurs a été déteempar la méthode de
WAFFENSCHMIDT et JAENICKE (1987).

11.3.3.2.4.1.- Principe

Ce test colorimétrique est basé sur la réductionuivre. Le couple L-sérine/Glien
présence d’une extrémité réductrice est réduit-eérine/Cti. La détection des ions Cest
réalisée a l'aide de l'acide bicinchoninique (4dicarboxy-2,2’-biquinoline) qui forme un
complexe coloré avec le couple L-sérine/Capparition de ces complexes est suivie en
mesurant I'absorbance a 540nm (NADOUR, 2015).
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11.3.3.2.4.2.- Mode opératoire

Dans des tubes a essai en verre, introduireu0fle I'échantillon a analyser avec 800
uL d’eau ultrapure et 1 mL de la solution mélangeBAt : 1 v/v). Incuber les tubes durant
15 min a 100°C dans un bain marie puis laissetuless pour refroidir pendant 20-25 min a
température ambiante. Mesurer I'absorbanc&=840 nm. La concentration en sucres
réducteurs est obtenue par référence a une ganatoe ée galactose réalisée entre 10 et 100

mg/l.
11.3.3.2.5.- Dosage des polyphenols

La teneur en phénols totaux de I'extrait est déimemau moyen du réactif de Folin-
Ciocalteu selon la méthode adoptée de SINGLETORIGSS (1965).

11.3.3.2.5.1.- Principe

En milieu basique, le réactif de Folin-Ciocaltewi gest formé d'acide
phosphotungstique 4A#W;,04 et d’acide phosphomolybdique sPMo,04, S'oxyde les
groupements oxydables des composés polyphénoliguesents dans I'échantillon. Les
produits de réduction de couleur bleue représenitemaximum d’absorption dont I'intensité
de la couleur est proportionnelle aux taux des as@p phénoliques oxydés. La mesure de
'absorbance est effectuée a 765nm par un spedtopietre et une courbe d’étalonnage est
effectuée en prenant I'acide gallique comme réfgdBOIZOT et CHARPENTIER, 2006).
Les résultats obtenus, sont exprimés en milligrarémevalent d’acide gallique par gramme
d’extrait sec (MUANDA, 2010).

11.3.3.2.5. 2.- Mode opératoire

100ul de I'échantion est introduit dans un tubssaeen verre, suivis de I'addition de
500p! du réactif de Folin-Ciocalteu qui est dilué fbis. Aprés incubation pendant 2min, 2ml
de carbonates de sodium a 20% sont ajoutées. Apoiismélangé, ces tubes sont maintenus
a I'obscurité pendant 30 min a température ambidrddsorbance est mesurée a 760 nm par
un spectrophotometre. Une gamme des standard)dg 8,0,035% est préparée en diluant

une solution mére de 'acide gallique de 0,1%.
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11.3.4.- Caractérisation des résidus glycosidiques

L’identification des monosaccharides constitutiiss polysaccharides nécessite la
rupture de toutes les liaisons glycosidiques (R2A)5) .Elle est réalisée par une hydrolyse
acide suivie d’'une chromatographie sur couche mipeEATTRE, 2005).
11.3.4.1.- Hydrolyse des liaisons glycosidiques da des conditions acides
11.3.4.1.1.- Principe

Le clivage des liaisons glycosidiques est réalibaute température (de 50 a 100 °C)
dans des acides forts dilués (hydrolyse ménagéetomgentrés (2 M) tels que l'acide
chlorhydrique (HCI), I'acide sulfurique @80y), I'acide trifluoroacétique (TFA), l'acide
formique ou encore, I'acide nitrique (DELATTRE, Z)O L'acide trifluoroacétique est
préféré a I'acide sulfurique car il présente desplavantage d’étre éliminé par une simple co-
évaporation avec du méthanol (RUIZ, 2005).
11.3.3.1.2.- Mode opératoire

A un échantillon de 25 mg de lyophilisat de potdarides, 1 ml dacide
trifluoroacétique (TFA) de 2M est ajouté. Le tulst laissé dans I'étuve a 100°C pendant 4 h.
Ensuite, le tube est refroidi au bain de glaceeesurnageant est récupéré sur un verre de
montre aprés une centrifugation a 4000 rpm pentfamin. Apres 'ajout de quelques gouttes
de méthanol (99,7%), le verre de montre est dédasé un dessiccateur sous hotte pendant
24h. Apres séchage,1ml de I'eau distillée est amdite pour solubiliser les oses, puis
récupérer dans un tube eppendorf de 1,5 ml (dildl, 2011;Al et al, 2012; YANet al,
2015; XUet al, 2016; YUet al,,2017).
11.3.4.2.- Chromatographie sur couche mince
11.3.4.2.1.- Principe

C'est une méthode d'analyse couramment utilisée lfidentification de composés
organiques, repose principalement sur des phéna@adsorption: la phase mobile est un
solvant ou un mélange de solvants, qui progressray d'une phase stationnaire (gel de
silice, polyamide, cellulose...) (DELATTRE, 2005)xde sur une plaque de verre ou sur
feuille semi-rigide de matiéere plastique ou d’alomm. Chacun des solutés est soumis a une
force de rétention par adsorption et une forcetd@mement par la phase mobile (HAINQUE
et al, 2008).

Les substances migrent a une vitesse qui dépelaideature et de celle du solvant.
Si un constituant est plus entrainé par I'éludrgsti moins adsorbé sur la phase stationnaire
(DELATTRE, 2005). Apres migration, les spots soévélés par une réaction colorée le

Nigrum, basée sur les réactions furfuraliqgues deses. Apres chauffage a I'étuve a 105°C
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pendant 10 & 15mn les aldohexoses donnent uneatiolobleuatre, les aldopentoses donnent
une coloration verdatre, les cétoses donnent ut@ation rougeatre (PAULSENt al.,
2002).

L'identification est rendue possible grace a dewtas, solutions de sucres connus
déposés dans les mémes conditions que le mélaagalgser. Chaque sucre est caractérisé
par son Rf, rapport de la distance de migratiosuht a la distance de migration du front du
solvant (AUDIGIEet al.,1980).

11.3.4.2.2.- Mode opératoire

Deux systemes sont utilisés pour des plaques emlgailice (HOTON-DORGE,
1976 ; CHENGet al, 2010). Le choix du systéme est en fonction deatre des oses a
séparer et les rapports frontaux obtenus. Le Nigesmutilisé comme révélateur pour les
systemes en gel de silice (GHEBREGZABEIERal, 1975).

v Phases mobiles

 Systéme 1. la phase mobile est constituée d’acétathyle, pyridine, eau, n-butanol,
acide acétique dans les proportions 5-4-4-10-2 (BR'DORGE, 1976).

» Systéme 2: la phase mobile est constituée de pAitele, acétate d’éthyle, propanol, eau
avec les proportions suivantes : 8,5-2-2-1,5 (HAR®BYT, 1998).

v Préparation des plaques chromatographiques

Pour les deux systemes, les phases stationnaintsdes plaques en gel de silice
prétes a lI'emploi de type Silica gel 60 F 254 db0nm d'épaisseur, étalée sur une feuille
d’aluminium. Les plaques sont entierement utiliséése ligne de dépbt est tracée a 1,5 cm
du bord inferieur de la plaque, puis activée d&tsve. Une fois activée, la plaque est préte
pour le dép6t des échantillons (BOUALal.,2013a).

v" Phase stationnaire

Des plaques en gel de silice prétes a I'emplot, stilisées comme phase stationnaire,
sont de type Silica gel 60 F 254 de 0,25 mm d'épais sur feuille d’aluminium (WANG et
FANG, 2004).
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v Préparation des plagues chromatographiques

Les plagues sont entierement utilisées. Une ligndép6t est tracée a 1,5 cm du bord
inferieur de la plague, puis activée dans I'étlree fois activée, la plaque est préte pour le
dépbt des échantillons (BOUAdt al, 2011).

v' Préparation des cuves chromatographiques

La préparation des cuves est réalisée selon laouétd’AUDIGIE et al (1995),
modifie. La phase mobile est versée dans la cuugeshauteur de 0,5 cm d’environ. La cuve
est laissée fermée hermétiguement pendant 24h gesurer une saturation maximale en

vapeur de la phase mobile.
v' Dépbt des hydrolysats et des étalons

A chaque 25 mg d’'ose étalon acide D-galactoroni¢iuarabinose, D-galactose, D-
glucose, D-mannose, L-rhamnose, ribose et D-xylast) ajouté 2,5 ml d'eau distillée
(BOUAL et al, 2013b). Une ligne de dépot est tracée a 1,5wcimodd inferieur des plaques,
puis les solutions sont déposées a I'aide d'unicgiplr, en utilisant une micropipette de 10
ul (AUDIGIE et al.,1995; BOUALet al, 2011).

v' Développement des plaques

Les plaques sont placées dans les cuves de serta tigne de dépot soit au-dessus de
la phase mobile (DELATTRE, 2005), Chaque plaquedégtosée en position verticale ou
Iégerement inclinée dans la cuve préalablementémtpar les vapeurs du systéme solvant
approprié, I'échantillon a étudier sera plus oumsantrainé par la progression par capillarité
de la phase mobile vers le haut de la plague (SBOB3). La cuve est ensuite fermée pour
laisser les plaques se développent avec le tempsyint tout déplacement ou vibration des
cuves pendant I'élution. Quand le solvant arrivierkcm du bord supérieur, les plaques sont

retirées doucement et le front du solvant est maeyec un crayon (DELATTRE, 2005).

Les plagues sont ensuite séchées a l'air libréwatlées par le NIGRUM a I'aide d’'un
pulvérisateur. Les plaques sont incubées a I'étunE5°C jusqu’a I'apparition des spots
colorés (ou taches) environ 15mn (BOUALal, 2011).
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v' Calcul des facteurs de rétention

Le facteur de rétention (Rf) est calculé pour cleagpot obtenu. Ceci permet la
détermination de la composition des extraits enanaccharides (DAVID et HAZEL, 1998).

Dista parcourue par la substance
Rf = X100

Distance parcourue par le solvant

11.3.5.- Activité antidiabétique

L’étude de I'activité antidiabétique des polysacades porte sur la détermination de

leur pouvoir inhibiteur de I'enzymeD-glucosidase.
11.3.5.1.- Principe

La détermination d’inhibition de [lactivité de aFglucosidase (EC 3.2.1.20) est
effectuée en utilisant Ip- nitrophényle-D-glucopyranosideptNPG) comme substrat, dont
'enzymea-glucosidase catalyse sa dégradation-@&rglucopyranoside gi-Nitrophénol p-
NP). Le test est basé sur la mesure de la libéralgp-Nitrophénol p-NP) de couleur jaune
par spectrophotométrie a 405nm, qui permet d’évallaetivité enzymatique de d-D-
glucosidase (BEN HENDA, 2014; Kkt al, 2014; CUIlet al, 2015 et HAet al.,2016).

En présence d’inhibiteur, l'activité enzymatique Ke-D-glucosidase diminue ou
inhibé. Cela est exprimé par diminution de la dégten de substratp-NPGP
(MOSIHUZZMAN et al.,2013). Dans ce test, I'acarbose est utilisé comonéral positif. Le
contréle négatif représente le milieu réactionnell'énzyme o-D-glucosidase sans aucun
aditif.
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L’activité inhibitrice de I'enzymea-D-glucosidase est calculée d’apres la formule
suivante (CUEkt al, 2015; ZHANG et LI, 2015; Lét al, 2017):

AA contréle (=) AA échantillon
Pourcentage’ohhibition = X 100
A Acontrole (-)

ou:
- AA controle (-) : Alcontrdle (-) — AO contrdle (-)
- AA échantillon : A1 échantillon — AO échantillon

Tableau V.- Test de I'activité antidiabétique

Test Volumes ful)
Contréle positif p-NPG 150
a-D-glucoside 500
Acarbose 10
Echantillon (Extrait des polysaccharides de p-NPG 150
Plantago albicans) a-D-glucoside 500
polysaccharides 10
Contrdle négatif p-NPG 150
a-D-glucoside 500
Eau distillée 10

11.3.5.2.- Mode opératoire

L’activité antidiabétique des polysaccharidesRlantago albicand., est déterminée
en utilisant une méthode de I'inhibition de 'enaymD-glucosidase tel qu’est décrit par OKI
et al (1999), BISHTet al (2013) et QIANet al (2015) avec une légere modification.

Dans un tube sec, un volume de gl0@e solution dex-D-glucosidase (0,2U/ml) est
ajouté a 10l de différentes concentrations de polysacchari@smg/ml a 100mg/ml) ou
d’acarbose (0,001M a 0,1M) (Tableau V). Le mélanggultant est incubé a 37°C pendant
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15min sous agitation, puis un volume de (dl28e p- nitrophényle-D-glucopyranosidept
NPG) est additionné. Apres 2min d’incubation, Letlee des densités optiques est effectuée
chaque 12 sec pendant 3min a 405nm par un speotmpétre UV-visible (ZHANG et LI,
2015; CUlet al, 2015; Llet al,2017).
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Apres l'extraction hydrosoluble des polysaccharidedeuilles dePlantago albicans,
une seule fraction polysaccharidique a été isoFleP&k». Les analyses physi-chimiques
de la fraction retenue sont réalisées par un dodagéhumidité et de cendres, ainsi qu
ensemble des dosages colorimétriques. Une analaiative des oses constitutifs de ct
fraction est effectuée par chromaiaphie sur couche mince, en outre d’'une évaluat®

leur pouvoir inhibiteur sur 'enzyme-D-glucosidase.
l1l.1.- Rendement d’extraction des polysaccharide

Le rendement relatif est calculé par rapport aw$aie matiére seche ayant ser
I'extraction (MOURADI et al. 2006). Il apparait que le rendement massique aé&die des
polysaccharides hydrosolubles de feuillesPlantago albicangar rapport a la matiére sec
est de 9% (figure 10). Ce rendement est procheetlé de Plantago notata signalé par
BOUAL (2014) soit 8,27%, et supérieur a celui deilfes dePlantagonotate Lagasca, soit
2% (BOUAL et al.,2015).

9%

Rendemen
Marc

91%

Figure 10.-Rendement d’extraction des polysaccharidePlantagc albicans

LUKOVA et al (2017) rapportent des rendements inférieurs dgsaocharide:
hydrosolubles extraitd partir des matieres fraiches lyophiliséesPlantago major, Plantag
mediaet Plantago lanceolatzoient 1,48, 2,79 et 0,64, respectivement.

On note toutefois que ENAOUAN (2017) a décrit des rendements massique:
extraits polysaccharidiques hydrosolublesPlantago notatd., de I'ordre de 4,66 % pour I

graines 3,4 % pour les feuilles et 2% pour les épis.
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L’hétérogénéité des rendements d’extraction esfois due aux plantes concernée:
aux parties analysées (BENAOUN, 2017). Selon KAUStet al (2017), la températul
d’extraction a un effet significatif sur le rendement polysaccharidique. Ainsi que, le pF

temps sont indiqués parmi les facteufectant le rendement massique de I'extraction (Ml
et al, 2011).

Les différences de rendements peuvent étre aussi expliquées par I'état physic
des plantes sachant que les polysaccharides sont des métabolites primaires don
utilisés commades précurseurs d’autres meétabolites secondaires, comme source d’én
saison et la période de la récolte , ou par les differences des conditions expérimer
laboratoire, type d’extraction (décoction, infusion ou par macération,...), et lede pureté

d’alcool utilisé dans la précipitation et le volume utilisé (EBRINGERCet al, 2003).
[1l.2.- Composition de I'extrait brut des polysaccharides hydrosoluble

Les résultats des analyses phy-chimiques et biochimiques de I'extrait brut
polysaccharides hydrosolubles de feuilles de la plante échantillonnée sont représenté:
figures ci-dessous.

Les analyses physiethimiques de l'extrait des polysaccharides hydrosoluble
Plantago albicangdonnent un taux de 37,2 2,34% pour I'’humidité et 27,5 1,09% pour
les cendres (figure 11).

37,23+ 2,34%

40 27,57+ 1,09%
X
C:: 30
jel
©
g 20 -
)
e
o 10
O —_—

0

Humidité Cendres

Figure 11.-Caractérisatic physicochimique de I'extrait polysaccharidique

Plantago albicans
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GUO et al (2007) trouvent des valeurs inférieures a cele Plantagc albicanssoient
6,8310,04% de I'humidité et 4,07+0,02% des cendres dans I'extrait brut des polysacc
hydrosolubles des feuilles Plantago psylliumPlantaginaceae). BOUAL (2014) signale
taux de 6,23+0,07% d’humidité et 4,17+£0,22% endres dans I'extrait des polysacchari
hydrosolubles des graines Plantago notata Ces valeurs sont aussi inférieures a celle

I'extrait brut des polysaccharides Plantago albicans

Les cendres dans l'extrait brut des polysaccharides hydross de Plantago
albicans (27,57+1,09%) sont plus supérieures a celles trouvées dans I'extrait bri
polysaccharides des graméeplantago asiaticd. soient 3,01+0,11% (YItet al, 2012). Les
techniques de purification au cours de I'extraction ont une action sur la teneur en
notamment la dialyse pendant 48 heures de I'extrait brut de polysaccharides hydroso

feuilles de Plantago ovat@lantaginaceae) effectuéer GUO et al. (2007)

Concernant les résultats des analyses biochimiques (voir la figure 12). La tel
oses totaux représente la somme des oses neutres et des acides uronicet al.,2007).
Les oses totaux, sont les composants majeurs de I'ebrut polysaccharidique hydrosolut
de feuilles dePlantagoalbicans. Elles représentent 21,40404% de cet extrait. En eff
I'extrait comporte une faible teneur en acides uroniques, soit 0,02% par rapport a ¢
teneur en oses neutres, soit 18,¢0,11%. En outre, la teneur en oses réducteurs €

6,14+0,03%. Cependant, notre extrait est dépourvu de polyphénols

25 21,4+ 0,04%

10 cOLN- 11
10,09+0,11%

20

15

10 6,14+ 0,03%

2,71+ 0,02%

Concentration %

5 0+ 00%

0

Oses totaux™ Oses neutre " Oses acides® Oses reducteursa Polyphenols

Figure 12.-Composition biochimique de I'extrait polysaccharidiquePlantagc albicans
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YIN et al. (2016), signalent une teneur en oses totauPldetago asiaticaL de
I'ordre de 82,84% avec 20,50% sont des acidesiquesn. Ces teneurs semblent supérieures
a celle obtenue paPlantago albicans(21,4% et 2,71%, pour les oses totaux et acides,
respectivement). De méme, BOUAL al. (2012) rapportent une teneur en oses totaux égale
85,03%, 79,65% en oses neutres et 20,34% en osles.apour I'extrait dePlantago notata
Lagasca. BENAOUNMet al (2017) signalent un faible pourcentage en polgplssoit 0,65%
pour I'extrait brut des polysaccharides hydrosashdlePlantago notatasoit proche a celle
de I'extrait dePlantago albican£0%).

Le rapport de pourcentage [oses acides]/[oses egutlans I'extrait brut de
polysaccharides hydrosolubles des feuilles de #amtpl échantillonné est 0,14, donc il est
inférieure a celle dPlantago psylliun{Plantaginaceae) soit 0,23 (Gl#bal., 2007).

On peut interpréter la concentration des oses tédigctrouvée (6,14+0 ,03%) dans

I'extrait polysaccharidique, par la précipitatioesdoses simples avec les polysaccharides.
l11.3.- Caractérisation par chromatographie sur couche mince des polysaccharides

Un seul type de traitement acide a été appliqué& pbudrolyse acide de I'extrait
polysaccharidique est effectué par l'acide trife@imue (TFA) avant l'analyse par
chromatographie sur couche mince. Pour l'identiiftca des oses constitutifs de I'extrait
PLPSF, deux systéemes différents sont utilisés.ype t’hydrolyse permet d’observer des

taches ayant des différentef

La détermination deRf (tableau VI) d'oses étalons permet d'identifiertipdement
les principaux oses constitutifs de I'extrait dedypaccharides hydrosolubles de feuilles de
P.albicans.Ceci par comparaison des rapports frontaux dess$aapparues avec ceux des
étalons (Figure 13).

La lecture de chromatogramme de systeme |, réaepgdsence de trois spots d’oses

deRf: 0,26, 0,44 et 0,55 qui correspond au galactersdjnose et xylose.

Le systéeme Il donne aussi trois spots d’oseRfd€,31, 0,37 et 0,49, qui correspond

au galactose, glucose, arabinose.
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Par comparaison des rapports frontaux des tachgsarwgs dans [Iextrait
polysaccharidique avec ceux des étalons, il esarajifpque les polysaccharides de feuilles de
Plantago albicangonstituent principalement d’arabinose, galactghesose et xylose.

D'apres les résultats obtenus on a remarqué geysteme 1l (ou la phase mobile est
composeée d’Acétonitrile, acétate d’éthyle, propaealu) présente une bonne migration des
étalons et de I'’échantillon par rapport au premigtéme (ou la phase mobile est composée
d’acétate d'éthyle, pyridine, eau, n-butanol, aadétique). Ceci peut S’interpréter par la
différence de polarité des différents éluants &ffifiité de chaque échantillon aux solvants
(AUDIGIE et al, 1980).

La présence d’arabinose, galactose, glucose eseylaisse supposer I'existence de
xylogalactane et d’arabinogalactane, et ce réspéat confirmer I'interprétation de la teneur
en oses réducteurs qui retient a la précipitates ases simples avec les polysaccharides, et

laisse suggere que ces oses simples constitugyhtichse.

On peut conclure que, l'extrait brut des polysaddes de feuilles délantago
albicansest un hétéro-polysaccharides; un mélange despesésses (arabinose et xylose) et
hexoses (galactose et glucose). Ces résultats eensbches a ceux de BOUAL al (2012)
qui ont signalé quéPlantago notatal est constituée de galactose, mannose, arabinose,
glucose et aussi d’acide galacturonique. BIRINGARIEt al (2012), trouvent que les
polysaccharides d@lantago palmataconstituent majoritairement de mannose, arabinose,
glucose, galactose, rhamnose et acide galacturenBENAOUNet al (2017) signalent que
les polysaccharides hydrosolubles Bleantago notatal constituent de xylose, rhamnose,

arabinose, galactose, glucose et d’acide glucoveniq

FISCHERet al (2004) montrent que les polysaccharidesPtintago ovataForsk
constituent principalement d’arabinose, galactagacose, xylose et de rhamnose. Cette
composition est semblent proche a celledPtintago albicangarabinose, galactose, glucose

et xylose).

L'étude de LUKOVAet al (2017) sur les polysaccharides de trois espégeagedre
plantago Plantago major, Plantago media, Plantago lancegjatemontre que les
polysaccharides hydrosolubles @&antago majoret de Plantago lanceolataconstituent
d’arabinose, rhamnose et d’acide galacturoniquersAgue, ceux d@lantago mediasont

constituent de rhamnose et d’acide galacturonique.
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WU et al (2013) ont indiqué que les différences marquéesoenposition de sucre
peuvent étre liées aux différentes méthodes d'seslgt des échantillonnages. Aussi, les
constituants des polysaccharides sont facilemenidés par des procédés chimiques.

Autrement dit que le temps et 'lhumidité peuveméets les résultats de caractérisation.

Tableau VI.- Rapports frontaux (Rf) des oses étalons et de PLP&K deux

systemes de chromatographie sur couche mince (CCM)

Type d'ose Systéeme | Systéme |l
Acide D-galacturonique 0,11 0,033
Arabinose 0,43 0,50
Galactose 0,26 0, 32
Glucose 0,33 0,38
Mannose 0,41 0,41
Rhamnose 0,66 0,68
Xylose 0,54 0,57
Ribose 0,51 0,55
PLPSF 0,26 0,31
0,44 0,37

0,55 0,49
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PLPSF Gal.A Ara Gal Glc Man Ram Xyl Rib

Figure 13a- Chromatogramme du systeme |

PLPSF Gal.A Ara Gal Glc Man Ram Xyl Rib

Figure 13b- Chromatogramme du systeme Il
Figure 13.-Chromatogrammes de l'extrait polysaccharidiqguPlantagc albicans dans les
deux systemes par CCM
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I1.4.- Activité antidiabétique de l'extrait brut po lysaccharidique

Dans ce travail, nous avons étudié I'activité iithite de 'enzymeau-glucosidase par
les polysaccharides de feuilles B&antago albicansen considérant I'acarbose comme un
contrdle positif.

Les résultats obtenus sont exprimées en pourcentigkinhibition dex-glucosidase.
Différentes concentrations d’acarbose et de I'éxpralysaccharidique delantago albicans
ont été testées. Les résultats sont consignédaléigare 14.

120

100 _F. ¢ ¢

80

60

—&— Acarbose
0 —#—-PLPSF

40 ——

Effet inhibitrice %

0 20 40 60 80 100 120

Concentration mg/ml

Figure 14.-Pourcentages d’inhibition (%) dextD-glucosidase en présence de I'acarbose ou

de I'extrait polysaccharidique

Il apparait que I'extrait polysaccharidiques PLP&Rin pouvoir inhibiteur modéré de
I'a-D-glucosidase. Le pourcentage d’inhibition desypatcharides est de 39,66% pour une
concentration maximale de 50 mg/ml et de 15,33% poe concentration minimale de 2,5
mg/ml. Tandis que, I'acarbose a un fort pouvoiribiteur. Cette inhibition est de 100% a
partir de la concentration 6,456mg/ml, alors gséimble que cette inhibition est négligeable a
la concentration de 0,064 mg/ml. BISHKT al (2013) annoncent un pourcentage d’inhibition
maximal inférieur, soit 74,88% a 5,16mg, par rappocette étude. Cependant, WANGal

(2010) rapportent une activité maximale (100%) @ concentration de 5mg/ml.
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Il est remarqué que pour I'acarbose et I'extrag gelysaccharides, les pourcentages
d’inhibitions augmentent proportionnellement avaadgmentation des concentrations jusqu’a

la saturation de I'enzyme.

PALANUVEJ et al. (2009) ont signalé que les polysaccharides iskuRlantago
ovata a de pourcentage d’inhibition de I'enzymeD-glucosidase de 27% pour une
concentration 0,5% (P/V) du mucilage. Cependant BENN (2017) trouve que I'extrait
polysaccharidique dBlantago notatd_agasca a un fort pouvoir inhibiteur de 'enzym®-
glucosidase, qui a montré une inhibition deD-glucosidase de 90% a une concentration de
50 ug/ml et une inhibition de 100% pour une concerdratinaximale de 10Qg/ml. Cette
inhibition est plus supérieure a celle des polysaddes déPlantago albicang41,33% pour
la concentration maximale de 100 mg/ml et 39,66Ur jgpconcentration 50 mg/ml).

HSU et al. (2013), ont montré qu'il n'y a aucune relatiorireerles composants
chimiques des polysaccharides et I'activité inhibi& deo-glucosidase. Cette observation a

conduit que I'effet inhibiteur de I'enzyme peutéttépend a la structure du polysaccharide.

Selon les résultats obtenus, il est constaté quatete Plantago albicansa un effet
modeéré sur l'inhibition de I'activité enzymatique tlenzymea-D-glucosidase. L'étude de
l'activité enzymatique est finement influencée plas conditions et les parameétres
expérimentaux tels que la durée d’incubation, tapérature, le pH ...etc. De méme le type
de polysaccharides a étudier et leur pureté.

L’étude d’effet des polysaccharides sur I'activéiBzymatique de d-D-glucosidase
est 'une des méthodes et parametres pour €luetddentifier I'activité antidiabétique. Il est
souhaitable donc de continuer les études sur Vigetantidiabétique mais avec les autres
voies métaboliques et hormonales pour confirmeméitmer l'activité antidiabétique de la

plantePlantago albicans
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Conclusion

L’étude des polysaccharides hydrosolublesPientago albicansde la famille des
Plantagenaceae, récoltée dans la région de Ghakttggrie (Sahara Septentrionel Est
Algérien). Les feuilles de cette plante sont pitdes par I'éthanol, puis macéré dans l'eau
distillée a 60°C pendant 2h. La précipitation des/gaccharides hydrosolubles se fait par
l'isopropanol, un lavage par I'acétone est suivilgaphilisation afin d’obtenir un extrait brut

PLPFS. Le rendement massique de cet extrait est 9%.

L’étude de la composition de I'extrait brut desysaiccharides hydrosolubles, donne
un taux de 37,23+2,34% de 'humidité, 27,57+1,0980cdndres, 21,4+0,04% d'oses totaux.
Ce dernier est composé de 18,69+0,11% des oséesai 2,71+0,02% des oses acides.
Alors que, la teneur en oses réducteurs est det®d3%. L'extrait polysaccharidique est

dépourvu des polyphénols.

L'analyse qualitative de l'extrait polysaccharidkgen oses constitutifs se fait par
chromatographie sur couche mince (CCM), en utitiskux systemes apres hydrolyse acide
des liaisons glycosidiques. Il est montré que faktpolysaccharidique PLPSF présente une
hétérogénéité et une diversité en oses constit(éntoses et hexoses). Il est constitué

majoritairement d’arabinose, du galactose, du gleai de xylose.

Le test de l'activité antidiabétique révelé parmasure du pouvoir inhibiteur de
I'enzymea-D-glucosidase, montre que I'extrait polysacchayiei PLPSF présent un pouvoir
inhibiteur modéré pour cet enzyme par rapport@allhose considéré comme contréle positif.
Il est de 39,66% pour une concentration maximal&@eng/ml d’extrait polysaccharidiques.
Il est remarqué que pour cet extrait polysacchguigli les pourcentages d’inhibitions
augmentent proportionnellement avec l'augmentatd®s concentrations, donc a dose

dépendante.
Perspectives

Il est souhaitable, pour augmenter le rendememtrd@ion des polysaccharides pour
cette plante, d’agir au cours de la macératiorastempérature, le temps d'extraction, le type

et le pourcentage d'alcool-eau ajouté au coura geécipitation des polysaccharides.

Afin de confirmer les résultats obtenus par CCM, stiggéere de faire appel a des
techniques plus avancées comme CPG/SM et la HPAET four caractériser précisément
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les résidus glycosidiques constituant les polysaitdbs de la plantBlantago albicansEn
plus une analyse structurale par spectrométrie agsenSM et par la résonance magnétique

RMN est recommandée pour établir la relation stmecfonction entre I'extrait et les activités
signalées.

Pour une meilleure évaluation des activités biajuogs: antidiabétique, on propose de

purifier I'extrait polysaccharidique, afin de psni les parties responsables des effets
remarqués.
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Annexe 1 : Méthodes des préparations des différerdgesolutions utilisées

Les différentes solutions utilisées, les concerunat la nature, le réle et la méthode de préparate chacune, sont illustrés dans le

tableau VII.

Tableau VII. — Méthodes des préparations des différentes solutitiistes

Manipulation Solution Concentration Nature  Rodles Méthode de préparation
Dosages des Résorcinol 0.6% / Réactif de dosage Dissoudg @e résorcinol dans 50 ml
oses d’eau distillée
Phénol 5% Acide Réactif de dosage Dissoudre 1mghdaol dans 20 ml d’eau
distillée
Borax 0.0125M Acide Réactif de dosage Disso0d85 g de tétraborate de sodium
dans 20 ml d’HSO, 96%.
NaOH 0,5% Base Réactif de dosage Dissoudragie NaOH dans 8 ml d’eau
distillée
Méthahydro- 0,15% Base Réactif de dosage Dissoudre 12 mg-H®P dans 8 ml de
xydiphényl (m-HDP) NaOH 0,5%
Réactif de dosage des/ / Réactif de dosage Dissoudre 0,484g dg0dg, 1,279 de
oses réducteurs NaHCG; et 38,84mg de 4,4’-dicarboxy-2,2’
- Réactif A biquinoline dans 20ml d’eau distillée

- RéactifB

Dissoudre 25,24mg de L-sérine et 24,96mg de
CuSQ, 5H0 dans 20ml d’eau distillée




Annexes

Dosage des Solution carbonate de 20% Réactif de dosage Dissoudre 129 de cdebdeaodium dans

polyphenols sodium 60 ml d’eau distillée

Hydrolyse TFA 2M Réactif d’hydrolyseCompléter 7.51 ml de TFA 99% aux 50 ml
avec l'eau distillée

CCM Systeme | (HOTON- / Phase mobile pour Mélanger I'acétate d'éthyle, le pyridine, I'eau,

DORGE, 1976)

le CCM le n-butanol et I'acide acétique dans les
proportions 5-4-4-10-2 (v/v) respectivement,
jusqu’a 'homogénéisation complete

Systéme Il (HAN et
ROBYT, 1998).

/

Phase mobile pour Mélanger I'acétonitrile, I'acétate d’éthyle, le
le CCM propanol et I'eau avec les proportions 8,5-2-2-
1,5(v/v) respectivement, jusqu'a

’lhomogénéisation compléte

NIGRUM
(GHEBREGZABEIE
Retal, 1975)

Révélation des Pour la solution A, dissoudre 2 g de

spotes diphénylamine dans 50 ml d'acétone. Pour la
solution B, 48 ml d'acétone sont complétés
jusqu'a 50 ml par I'aniline.
Mélanger les deux solutions A et B, et ajouter
10 ml d'acide orthophosphorique a 85%
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Annexe 2 : Méthodes des préparations des différergesolutions meres et les différentes gammes étalons

Le tableau VIII présente les différentes solutioreyes des dosages colorimétriques, les concemisatida méthode de préparation de

chacune. Tandis que les différentes gammes étatisllustrées dans les tableaux IX, X et XI.

Tableau VIII. — Méthodes des préparations des différentes soluti@rss
Manipulation Solution mére Concentration%  Méthode de préparation
Extrait

Dissoudre 10 mg de I'extrait polysaccharidique

polysaccharidique 0.01 o : NS

(PLPSF) lyophilisé dans 100 ml d’eau distillée
Dosage des oses totaux (DEB@IS
al., 1956), neutres(MONSIGN¥t al, . .
1988) et oses réducteurs Glucose 0.01 (Ij)ilsst?”oéuedre 10 mg du glucose dans 100 ml d'eau
WAFFENSCHMIDT et JAENICKE
(1987)
Dosage des oses acides . . ,
(BLUMENKRANTZ et Al(l:JIgSroni " 0.01 ([j)ilsst?I(l)éuedre 10 mg du glucose dans 100 ml d'eau
ASBOEHANSEN., 1973) 9 9
Dosage des polyphenols Acide gallique 0.05 Dissoudre 50 mg d’acide gallique dans 100 ml

d’eau distillée
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Tableau IX.- Gamme étalon du glucose 0.001% a 0.01%

Blan 0,001% 0,002% 0,005% 0,008% 0,01%
Eau distillée 1 0,9 0,8 0,5 0,2 0
Glc 0,01%(ml) 0 0,1 0,2 0,5 0,8 1
Concentration (mg/l) O 10 20 50 80 100

Tableau X.- Gamme étalon d'acide glucuronique 0.001% a 0.01%

Blanc 0,001% 0,002% 0,005% 0,008% 0,01%
Eau distillée 1 0,9 0,8 0,5 0,2 0
Glc A. 0,01%(ml) 0 0,1 0,2 0,5 0,8 1
Concentration (mg/l) 0 10 20 50 80 100

Tableau Xl.- Gamme étalon d'acide gallique 0,005% a 0,035%

Blanc 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035
A.gallique
0 10 20 30 40 50 60 70
200 190 180 170 160 150 140 130
Eau distillée

Concentration (mg/ml) 0 5

10 15 20 25 30 35
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Annexe 3 : courbe d’étalonnage des compositions lsitimiques

L'étude de la composition de I'extrait des polybBaddes hydrosolubles est réalisée
par des dosages colorimétriques. La teneur entosmsx est déterminée pkr méthode de
DUBOIS et al. (1956)Tandis que les oses constitutifs neutres et agdas dosés selon la
méthode deMONSIGNY et al. (1988) et de BLUMENKRANTZ et ASBOEHANSEN (1973)
respectivement, la teneur en oses réducteurs esrndgée par ma méthode de
WAFFENSCHMIDT et JAENICKE (1987). Alors que la camtration des polyphenols est
déterminée selon la méthode de SINGLETON et ROS65)1

Courbe d'étalonnage des oses totaux

0,8
: E
c 07 y=10,007x
S o6 R2=0,976
< L 2
. 05 =
S o4
8
8 o3
§ 0,2
< 01
0 /
0 20 40 60 80 100 120
Concentrations du glucose mg/I
Courbe d'étalonnage des oses neutres
1,4
g 1,2 y=0,013x
S R2=0,990 ¢
1
X
S
o 08
< /
S 06
< 04
8 y V
g 0,2
0 /
0 20 40 60 80 100 120
Concentrations du glucose mg/I




Courbe d'étalonnage des oses acides

Absorbance a 520 nm

1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

=

20 40 60 80 100

Cencentrations d'acide glucuronique mg/!

120

Courbe d’étalonnage des oses réducteurs

Absorbance a 540 nm

1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

D
3

*

E.
s
C

)

7
N
a
O
= X

o

20 40 60 80

Cencentrations du glucose mg/I

100

Courbe d'étalonnage des polyphénols

Absorbance a 765 nm

1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

.

o X

10 15 20 25 30 35

Concentration d'acide gallique mg/l

40
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Effet hypoglycémiant de I'extrait de polysaccharide hydrosolubles issus des feuilles ddantago albicand.. récoltée
dans la région du Sahara Septentrional Est algérien

Résumé Ce travail est concu a I'étude des polysaccharigesosolubles issus de la plarRéantagoalbicans C'est une
plante spontanée de la famille des Plantagenaceamétére médicinal récoltée dans la région dedal, située au Sahar
septentrional Est algérien. Les polysaccharides$ patipités par I'isopropanol, puis lyophilisé® tendement massique d
I'extrait brut des polysaccharides hydrosolubleslaglante est de 9%. L’analyse physicochimiquengodes valeurs de
37,23+2,34% d’humidité et 27,57+1,09% de cendréstude de la composition chimique de I'extrait magcharidiques
hydrosolubles, laisse apparaitre des taux 21,4%0 &4 oses totaux, 18,69+0,11% en oses neutres:@02P6 en oses acides
6,14+0,03% en oses reducteurs et I'extrait est diépode polyphenols (0%). Il apparait que I'extyadalysaccharidique de
Plantagoalbicansest constitué des hétéro-polysaccharides. Leyssmlchromatographiques en utilisant deux systé&aes
CCM apres hydrolyse par TFA a 2 M durant 4 heurd®@ °C révélent que les polysaccharidesPtimtago albicanssont
constitués principalement d’arabinose, galactokeoge et xylose. La diversité structurale rematpiaes polysaccharides,
permet d’espérer un large spectre de propriétéfodiques. L'étude de l'activité antidiabétique dpslysaccharides

hydrosolubles, porte sur la détermination de lesmvpir inhibitrice de I'enzymer-D-glucosidase. L'étude a montré que

I'extrait des polysaccharides a un pouvoir inhibitenodéré de d-D-glucosidase qui est de 39,66% pour une condaira
maximale de 50 mg/ml, en comparaison a I'acarboesente controle positif qui a un fort pouvoir inhéir de 100% a partir
de la concentration 100 mg/ml.

Mots clés Diabéte, polysaccharideBlantago albicanscaractérisation, antidiabétique.

Hypoglycaemic effect of the extract of water-solulgl polysaccharides from leaves d?lantago albicand.. harvested in
the region of Northern algerian Sahara

Absract This work devoted to study of the water-solubldypaccharides that were extracted from the planPlahtago

albicans It is a spontaneous plant of the family Plantageae used in folk medicine harvested in the regfoBhardaia,
located in the northern Algerian Sahara. The palyisarides are precipitated by isopropanol and thephilized. The mass
yield of the crude extract of the water-solubleysakcharides of the plant is 9%. The physico-chahginalysis gives values
of 37.23 + 2.34% of moisture and 27.57 + 1.09% sif.arhe study of the composition of the water-sielyimlysaccharide
extract showed 2.04 + 0.04% total oses, 18.69 1%.heutral oses, 2.71 + 0.02% acidic, 6,14+0,038tictve oses and the
extract is without polyphenols (0%). It appearst tttee polysaccharide extract of thlantago albicansconsists of the
heteropolysaccharides. Chromatographic analyzesusio systems after hydrolysis with 2 M TFA forhéurs at 100°C.
Reveal that th@lantagoalbicanspolysaccharides consist mainly of arabinose, ¢gada¢ glucose and xylose. The remarkab
structural diversity of the polysaccharides makgmssible to hope for a broad spectrum of biolalgroperties. The study of
the anti-diabetic activity of water-soluble polysharides relates to the determination of theirliitbry potency of the enzyme
a-D-glucosidase. The study showed that the extrhtite polysaccharides has a modef2-glucosidase inhibitory which is
39,66% for a maximum concentration of 50 mg /minpared to acarbose as a positive control whichahstsong inhibitory
power of 100% from the concentration 100 mg /ml.

Keywords Diabetes, polysaccharidd@lantagoalbicans characterization, antidiabetic.
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