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Introduction



Introduction générale

Les plantes médicinales jouent un rdle crucial dans les pratiques de
santé traditionnelles du monde entier. L’intérét pour la phytothérapie a considérablement
augmenté, notamment dans le traitement de maladies chroniques comme le diabete (Eddouks
et al., 2007).

Le diabéte, une pathologie caractérisée par une hyperglycémie chronique, représente
un fardeau majeur pour la santé publique. Les étiologies du diabéte sont variées, incluant des
facteurs génétiques, environnementaux et des habitudes de vie, telles que la sédentarité
(Jayapal, 2017 ; Tenenbaum et al., 2018).

L'a-amylase est une enzyme clé dans la digestion des glucides. L’inhibition de cette
enzyme peut aider a moduler les niveaux de glucose sanguin, contribuant ainsi a la prévention
du diabéte (Rorive et al., 2005 ; Rogalski, 2007). Cependant, les inhibiteurs synthétiques de
I’a-amylase sont souvent associés a des effets secondaires indésirables, notamment des
troubles gastro-intestinaux. Il est donc crucial de rechercher de nouvelles sources naturelles de

composés antidiabétiques (Eddouks et al., 2007).

Lavatera cretica (LC), une plante de la famille des Malvacées, est largement distribuée
dans les régions méditerranéennes. Traditionnellement, elle est utilisée pour ses propriétés
médicinales, comme agent anti-inflammatoire et diurétique. Les feuilles de LC sont
particuliérement riches en composés bioactifs qui possédent des effets bénéfiques potentiels
sur la santé (Veeramani et al., 2017). En outre, il n’existe pas de recherches approfondies sur
la caractérisation physico-chimique des feuilles de LC et leur potentiel dans la prévention et le

traitement du diabéte.

L’objectif de cette étude consiste a évaluer les caractéristiques physico-chimiques des

feuilles de Lavatera cretica et a tester leur activité antidiabétique.

Ce travail est reparti en 3 chapitres, le premier est consacré a 1’étude bibliographique
qui présente un apercu général sur le diabéte, les métabolites et Lavatera cretica. Le second
illustre le matériel et les méthodes utilisés pour répondre a la problématique. Le dernier
chapitre consiste a la présentation des résultats obtenus et leur discussion. Enfin, ce travail se

clot par une conclusion et des perspectives.
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Chapitre 1 Synthese bibliographique

I.1.Diabéte

1.1.1. Généralités

Le diabéte est un ensemble de troubles métaboliques caractérisé par un taux anormal
de sucre dans le sang (glycémie > 200 mg/dl ou glycémie a jeun > 7,0 mmol/l (126 mg/dl) di
a des problémes dans la sécrétion ou l'action de I’insuline (Jayapal, 2017). Les symptomes
incluent la soif excessive, I'envie fréquente d'uriner, une faim accrue, une perte de poids, la
fatigue et des problémes de vision. Dans certains cas graves, cela peut entrainer une
acidocétose ou un coma (OMS,1999 ; ADA, 2014 ; Holt et al., 2024). 1l existe trois types de
diabéte : Diabete de type 01 (insulino-dépendant), Diabete de type 02 (non insulino-
dépendant) et le diabete gestationnel (Holt et Flyvbjerg, 2023). L’apparition du diabete chez
I’individu peut étre due a plusieurs facteurs tels que les facteurs environnementaux, les virus
(Lonnrot et al., 2000). et la diminution de certaines souches bactériennes dans I'intestin
(Hanninen et al., 2018). Une alimentation excessive en céréales (notamment riches en
gluten), ou une alimentation contaminée par des polluants ont été identifiés comme des
facteurs alimentaires liés au développement du diabéte de type 1 (Tenenbaum et al., 2018).
De plus, le terrain génétique augmente également le risque de développer un tel diabéte
(Bergholdt et al., 2012).

Par ailleurs, une étude a révélé que les personnes qui ont un faible taux de a-amylase
salivaire, peuvent avoir plus de risques de développer des problémes dans leur métabolisme

du glucose pouvant conduire a une résistance a I’insuline et éventuellement au diabete de type

2 (Mandel and Breslin, 2012).
1.1.2. a-Amylase
1.1.2.1 Généralités

L'a-Amylase, également connue sous le nom de 1,4-D-glucane-glucanohydrolase (EC
3.2. 1.1) est une enzyme composée de trois domaines avec 498 acides aminés (Rogalski,

2007). Sa structure est illustrée dans la Figure O1.
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Figure 01 : Structure tri-dimensionnelle de I'a-Amylase (Rogalski, 2007).

Cette enzyme est essentielle pour décomposer les liaisons 1,4-glucane présentes dans
I'amidon, les maltodextrines et les maltooligosaccharides (Svensson, 1999). Une fois
partiellement digérées, ces substances atteignent l'intestin, ou l'isoenzyme o-amylase,
synthétisée dans le pancréas, les hydrolyse en oligosaccharides plus petits. Ces
oligosaccharides sont ensuite dégradés en glucose par des a-glucosidases dans la couche
muqueuse de la membrane de bordure en brosse au niveau de I’intestin gréle avant d'étre
absorbés dans la circulation sanguine via un systéme de transport spécifique (Tundis et al.,

2010). Ce mécanisme est illustré dans la Figure 02.


https://www.zotero.org/google-docs/?mWIHfm
https://www.zotero.org/google-docs/?mWIHfm

Chapitre 1 Synthese bibliographique
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Figure 02 : Hydrolyse des glucides par I'a-amylase et a-glucosidase (Khanaposhtani et al.,2021).

1.1.2.2. a-Amylase et glycémie

Une équipe de chercheurs américains a etudié I'a-amylase salivaire et a constaté une
variation significative des taux de a-amylase entre les individus, potentiellement due a des
différences dans le nombre de copies du gene de I’a-amylase. lls ont conduit une étude sur
deux groupes composés chacun de 7 personnes non diabétiques et non obeses, distingués par
des taux éleves et faibles de 1’a-amylase respectivement. Les deux groupes ont réagi de
maniere similaire a I'ingestion d'une solution de glucose. Cependant, lorsqu'ils ont consommé
de I'amidon, le groupe présentant des taux élevés de I’a-amylase a montré une glycemie plus
basse et des concentrations d'insuline plus élevées que le groupe a taux faible. Ces résultats
suggérent que les individus avec des taux de I’a-amylase bas pourraient présenter un risque
accru de développer des problemes de métabolisme du glucose, potentiellement conduisant a
une résistance a l'insuline et au diabéte de type 2 (Mandel et Breslin, 2012).


https://www.zotero.org/google-docs/?TFPrJG

Chapitre 1 Synthese bibliographique

1.1.2.3 Inhibiteurs naturels et synthétiques de 1'a-amylase

Le médicament antidiabétique le plus courant qui agit principalement en inhibant la
digestion et I'absorption des glucides est I’acarbose (BAY g 5421). Cet inhibiteur est d'origine
microbienne et a été le premier inhibiteur d'alpha-glucosidase disponible pour le traitement du
diabéte. Il inhibe aussi les activités de I’a-amylase, sucrase et de la maltase (Agarwal et al.,
2016). Bien que l'acarbose présente des avantages, elle reste une arme a double tranchant en
raison de ses effets secondaires, tels que les troubles gastro-intestinaux, ce qui a incité les

chercheurs a tourner vers des alternatives naturelles (Hanefeld, 2007).

Plusieurs études ont démontré que l'acarbose peut ralentir la dégradation du saccharose
et de I'amidon chez les souris (Santeusanio et Compagnucci, 1994). Quoi que son efficacité
dans la réduction de la glycémie soit inférieure a celle des extraits naturels riches en
polyphénols (Mai et Chuyen, 2007). Heo et ses colléegues (2009) ont isolé un composé
appelé diphlorethohydroxycarmalol extrait a partir d’Ishige okamurae, qui présente des effets
inhibiteurs sur I'a-glucosidase et I'a-amylase, surpassant ainsi ceux de I'acarbose (Carbonard
et al., 2001 ; Hoe et al., 2009).

Dans une étude distincte, Oliveira et ses collegues ont avancé I'nypothese que la
consommation d'extrait de psammisia ramiflora entrainait une réduction de Il'apport
alimentaire, du poids corporel et de la glycémie. Ainsi, les composés phénoliques présents
dans cet extrait sont considérés comme efficaces pour réduire le poids et abaisser la glycémie,
et sont associés a la restriction alimentaire et a I'inhibition de l'activité de 1’a-amylase (Oliveir
et al., 2005 ; Maddi et al., 2014). Par ailleurs, Zhang et al. (2009) ont découvert que l'acide

gallique avait un fort effet inhibiteur sur I'a-amylase, avec un taux d'inhibition de 63,76 %.

1.2. Présentation de Lavatera cretica (LC)

1.2.1. Criteres morphologiques

Lavatera cretica est une plante poilue aux feuilles denses et rondes, généralement
longues de 20 cm. Elle a une grande forme ovale et 2 faces velus. Elle porte de petites fleurs
triangulaires-ovales et est composé de 3 sépales externes et de 5 pétales violets. La plante a
des lilas, des calices et des fleurs obtuses et se caractérise par des pétales profonds et émargés
et des marges laches ou légérement criblées (Bayer et al., 2005 ; Blamey et Grey-Wilson,
2009) (Figure 03).
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Figure 03 : Lavatera cretica (original)

1.2.2. Appellation

L. cretica, également répertoriée sous I’appellation Malva multiflora est une plante
dont les noms vernaculaires incluent la lavatére de créte, la mauve multiflore ou la mauve
Linné en francais (Banfi et al., 2005). En anglais, elle est communément appelée Cornish
mallow, tandis qu'en arabe, elle est identifiée sous le nom de Khobiza (Veeramani et al.,
2018). Dans la langue kabyle, elle est désignée sous le terme Mejjir.
1.2.3. Taxonomie botanique

La classification taxonomique de Lavatera cretica est présentée dans le tableau | ci-
dessous (Banfi et al., 2005).
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Tableau I : Classification taxonomique de Lavatera cretica

Régne Plante
Embranchement Trachéophytes
Classe Dicotylédones
Ordre Malvales
Famille Malvacées
Genre Malva L
Espéce Malva multiflora

1.2.4. Répartition

Lavatera cretica est une espece présente dans les zones cotiéres du Proche-Orient et
de la région méditerranéenne, y compris I'Afrique du Nord et les Tles Canaries. Elle est
également observée en Europe atlantique, du nord de la Bretagne, aux fles anglo-normandes et
a l'ouest de la cornouailles, incluant les Tles Scilly. Elle est aussi cultivée dans la plupart des
fermes d'Arabie saoudite (Ben-Naser et al., 2015 ; Veeramani et al., 2018).
1.2.5. Composition chimique

Dans I'extrait de graines et de feuilles de Lavatera cretica, des composés phénoliques
ont été détectés (Ben-Nasr et al., 2015). La plante présente également un rendement de 0.9%
en glycine bétaine et de 0.03% en trigonelline /poids sec (Blunden et al., 2001).
Des analyses ont identifié la présence de phosphatase acide, de peroxydase et d'estérase dans
cette plante (Rizk et Soliman, 2014). Veermani et al. (2017) ont identifié la présence de

polyphénols et de flavonoides dans L.cretica.

Des études moléculaires ont revélé des bandes de taille spécifique dans L. cretica, dont
une de 600 pb et une de 680 pb, servant de marqueurs positifs pour lI'espece. Une bande de
700 pb, absente chez L. cretica mais présente dans d'autres taxons, peut étre utilisée comme
marqueur négatif pour cette espece (Rizk et Soliman, 2014). De plus, 12 bandes de protéines
ont été identifiées dans les graines de L. cretica (Rizk et Soliman, 2014). Ces résultats
mettent en évidence la richesse en composés et en marqueurs moléculaires spécifiques de

cette plante.
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1.2.6. Usage de Lavatera cretica

1.2.6.1. Utilisations médicales

Lavatera cretica est une plante aux multiples propriétés médicinales. Elle est connue
pour ses effets anti-inflammatoires, analgésiques, antiseptiques, cholerétiques, et
cholagogues, ainsi que pour ses vertus antiparasites et cicatrisantes. En infusion, elle est
bénéfique pour traiter les plaies, les hémorroides et les entorses. En décoction, elle aide a
lutter contre les infections, les inflammations et les Iésions internes, soulageant les douleurs
musculaires et divers inconforts liés a la vessie, a l'intestin, au foie et a I'estomac, tout en
agissant comme vermifuge. Elle peut également étre administrée par lavement pour apaiser

certains troubles intestinaux (Gaspar et al., 2002 ; Veeramani et al., 2017).

La mauve était utilisée par les forgerons et bergers pour nettoyer les blessures
animales, tandis que la rose trémiére avait diverses applications médicales, incluant le
soulagement des piqdres d'insectes et des soins dentation pour les nourrissons (Carvalho,
2006).

Les recherches menées par Pascual-Villalobos et Robledo (1999) ont révélé qu'un
extrait a base d'acétone de L. cretica provenant du sud-est de I'Espagne avait la capacité
d'induire une mortalité totale de 100 % chez les pupes de Tribolium castaneum suite a une

application topique.

1.2.6.2. Utilisations culinaires

La mauve multiflore a une histoire riche d'utilisation dans I'alimentation humaine,
particulierement parmi les familles défavorisées. Les feuilles et les tiges tendres étaient
préparées et consommées cuites pour accompagner les repas a base de légumineuses
(Carvalho, 2006). Des études ethnobotaniques ont également révélé que dans certaines
provinces d'Espagne, L. cretica est utilisée comme plante comestible, ou les fruits immatures
sont consommeés crus comme collation et les feuilles tendres ainsi que les tiges sont préparées
et consommeées cuites (Tardio et al., 2006).

1.2.7. Etudes antérieurs sur Lavatera cretica

L'étude menée par Ben-Nasr et al (2015) a revéle que les extraits de L. cretica

présentaient des concentrations élevées de polyphénols totaux et de flavonoides. Les extraits
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de feuilles et de fleurs étaient efficaces pour éliminer les radicaux libres, tandis que les
extraits de feuilles étaient particulierement performants dans I'inhibition de la lipoxygénase.
Ces résultats suggerent que les extraits de L. cretica pourraient étre bénéfiques dans le
traitement des troubles neurodegénératifs en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires et

antioxydantes.

L’administration orale de différentes fractions de LC a des effets bénéfiques sur la
santé hépatique. En particulier, I'acétate d'éthyle (EFLC) a réduit de maniére significative les
activités des marqueurs hépatiques ALT (Alanine Aminotransferase) et AST (Aspartate
Aminotransferase), ainsi que les niveaux de triglycérides hépatiques, de cholestérol total et
d'acides gras libres. De plus, 'EFLC a inversé I'expression de génes impliqués dans la
régulation des acides gras et a diminué la production de biomarqueurs du stress oxydatif. Ce
qui fait que ’EFLC ait un effet protecteur contre I'accumulation de lipides hépatiques et les
dommages cellulaires oxydatifs induits par un régime alimentaire riche en graisses, grace a sa

capacité a réguler les génes de la lipogenése et de la lipolyse (Veeramani et al., 2017).

Selon I'étude menée par Veeramani et ses collégues (2018) LC a montré sa capacité a
réguler la résistance systémique a I'insuline. Les souris nourries par un régime riche en graisse
ont été traitées avec I'extrait de feuilles (100 mg/kg) et ont observé une diminution du poids
corporel, de l'apport alimentaire, de la leptine, de la glycémie et de I'insuline plasmatique.
Selon le test de tolérance au glucose, cet extrait a permis d'éviter une augmentation
supplémentaire des taux de glucose répandus. Par conséquent, LC pourrait servir d’agent

antidiabétique utile.
1.3.Généralités sur les métabolites

Les plantes synthétisent une grande variété de composés organiques classés en
métabolites primaires et secondaires. Les métabolites primaires remplissent des fonctions
essentielles liées a la photosynthese, a la respiration, a la croissance et au développement.
Parmi eux, on trouve les phytostérols, les lipides acylés, les nucléotides, les acides aminés et
les acides organiques. D'autres composés, appelés métabolites secondaires, sont présents en
concentrations élevées chez certaines especes. Ils sont structuralement divers et souvent

spécifiques a un nombre restreint d'espéces végétales (Dewick, 2002 ; Crozier et al., 2006).

Les métabolites secondaires des plantes, selon leurs origines biosynthétiques, peuvent étre

classés en trois catégories principales : les flavonoides et leurs composés phenoliques et
9
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polyphénoliques associés, les terpénoides, et les alcaloides azotés et les composés soufrés.
(Crozier et al., 2006).

1.3.1. Polyphénols

Les polyphénols sont des composés chimiques du métabolisme secondaire des plantes
qui peuvent s'accumuler dans un groupe spécifique d'organes végétaux. En tant que groupe
important de produits chimiques bioactifs, ils ont des fonctions biologiques diverses (Achat,
2013).

Les composes phénoliques des végetaux sont issus de deux grandes voies
d’élaboration de cycles aromatiques, la voie shikimate (également responsable de la synthese
des acides aminés Phénylalanine et Tyrosine) et la voie polyacétate, qui consiste en la

condensation de molécules d’acétylcoenzyme A (Achat, 2013).

Les composés polyphénoliques ont une structure chimique diversifiée et c'est I'une des
bases sur lesquelles une classification peut étre réalisée. Les variations les plus courantes du
squelette chimique comprennent le degré d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation et de
glycosylation. Les principales classes de polyphénols comprennent les acides phénoligues, les

flavonoides et les non flavonoides (Figure 04) (Rambaran, 2020).

Polyphénols
[ I —
Acide phénoliques Flavonoides Non flavonoides
NI jm— NN | S——
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Figure 04 : Classification des polyphénols (Rambaran, 2020).
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1.3.1.1. Acides phénoliques

Un groupe carboxylique attaché ou lié a un cycle benzénique est une caractéristique
principale de tous les acides phénoliques. Ces composés se retrouvent sous formes conjuguees
par des liaisons éther ou ester a des composants structurels d’une cellule végétale, rarement
trouvés sous forme libre. En se basant sur leurs structures et leur précurseur de synthese, deux
classes se distinguent (Figure 05); les dérivés de I’acide benzoique (C6-C1) (A) et les dérivés
de I’acide cinnamique (C6-C3) (B) (Stalikas, 2007).

H H
(0]
0
R4
R4
OH \ OH
R3 R1 R3 R1
) 2
Acides hydroxybenzoique (A) Acide hydroxycinnamique (B)

Figure 05 : Structures chimiques des acides phénoliques (Stalikas, 2007).

1.3.1.2. Flavonoides

Les flavonoides constituent un large groupe de composés polyphénoliques,
caractérisés par une structure benzo-4-pyrone, omniprésente dans les légumes et les fruits.
Plus de 9000 flavonoides ont été rapportés dans la littérature et sont présents dans différents

types et parties de plantes comme les légumes, les fruits, les céréales, les Iégumineuses, les

haricots, les herbes, les racines, les feuilles et les graines (Moulishankar et
Lakshmanan, 2020).

Le flavonoide contient quinez carbone avec deux cycles benzéniques (cycle A et cycle
B) qui sont reliés par un fragment C3 (Figure 06). Le fragment C3 forme un cycle
hétérocyclique a six chainons (cycle C) attaché au cycle A (Moulishankar et Lakshmanan,
2020).

11
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Figure 06 : Structure de base des flavonoides (Nabavi, 2018).

1.3.1.3. Tanins

Les tanins sont des métabolites secondaires polyphénoliques de plantes. Le terme
tannin vient de la source de tannins utilisée pour le tannage des peaux d’animaux en cuir
(Khanbabaee et Ree, 2001). Ils sont considérés comme des formes phénoliques condensees

capables de se lier aux protéines en solution et de les précipiter (Macheix et al., 2005).

Les tanins sont des composés de poids élevé allant de 500 a 3000 daltons (Parseh et al.,
2012). lls proviennent de différentes sources végétales et se trouvent dans différentes parties
de la plante. Les tanins sont classés en 2 groupes : les tanins hydrolysables et les tanins

condensés (Macheix et al., 2005).
» Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont constitués de molécules phénoliques simples. Ce sont des
esters d’acide gallique et de ses dimeres (acide digallique, acide ellagique) et de
monosaccharides, le plus souvent le glucose (Parseh et al., 2012) (Figure 07). On trouve ces
tanins principalement chez certaines dicotylédones et dans les jeunes feuilles d’arbre. Leur
toxicité diminue grandement avec la maturité de la feuille (Sopefia et al., 2015). Les tanins
hydrolysables, comme leur nom I’indique, sont caractérisés par le fait qu’ils s’hydrolysent

facilement en milieux acides et alcalins ou sous 1’action d’enzymes (telle que la tannase)

(Rhazi et al., 2015).
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Figure 07 : Structure générale des tannins hydrolysable (BAYART, 2019).

» Tannins condensés

Les tanins condenses, contrairement aux tanins hydrolysables, sont résistants a
I’hydrolyse, nécessitant des attaques chimiques fortes pour les dégrader. 1ls ont un poids
moléculaire plus élevé et sont issus de la polymérisation d’unités telles que des oligomeres
de flavane-3-ols (anthocyanidines) et des flavane-3,4-diols (leucoanthocyanidines), dérivés
de la catéchine ou de ses isomeéres, hydroxylés en position 3. Leur condensation leur donne
une structure similaire a celle des flavonoides (Rhazi et al., 2015) (Figure 08).

Figure 08 : Structure générale des tannins condensés (BAYART, 2019).
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I1.1. Matériel
11.1.1. Equipements et produits chimiques

Une gamme d'équipements et de produits chimiques ont été utilisés dans cette étude.

Ceci est résumé dans le tableau 11 ci-dessous.

Tableau Il : Equipements et produits chimiques

Instruments Produits chimiques

Agitateur 2,6-dichlorophénolindophénol (DCPIP)
Bain marie Acétate de potassium

Balance Acide acétique (CH:COOH)
Centrifugeuse Acide chlorhydrique

Cristallisoir Acide oxalique (C2H204)

Eprouvette Acide perchlorique (HCIO4)

Etuve (Binder)

Pipette graduée 5

Pipette Pasteur

Pissette

Rotavapeur

Tube a essai

Tube Eppendorf

Ultra turrax homogénéisateur
Vortex

Spectrophotometre UV-visible 7220G
(Biotech engineering UK)

Acide sulfurique (H2SO4)
Amidon

Anthrone

Enzyme a-amylase
Ethanol (C2HsO)

L'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS)
Meéthanol (CHsOH)
Ninhydrine (CgHgOa)
Phénol (CsHsO)

Réactif de Bradford
Tampon phosphate
Toluéne (CsHsCH3)
Chlorure d'aluminium
Quercétine

Réactif de Folin-Ciocalteu
Carbonate de sodium
Acide gallique

a —amylase (Aspergillus)
Acarbose (1mg/mL)

11.1.2. Matériel végétal

L’¢tude expérimentale a été menée en utilisant des feuilles de la plante locale Lavatera

cretica. L’identification botanique a ¢été confirmée par M. ABBACI H. enseignant au

département tronc commun, faculté des sciences de la nature et de la vie a 'université de

Bejaia. La plante a été récoltée en février 2022 a Berdoune, un village situé dans la périphérie

de la commune d'Amizour de la wilaya de Bejaia. Ces feuilles ont été ensuite séchées a l'abri
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de la lumiére puis broyées et tamisées jusqu’a obtention d’une fine poudre de 250 um qui a

été conservée a -20 °C.

11.1.2.1. Extraction

La méthode d'extraction utilisée dans ce travail est la macération hydro-éthanolique.
Pour cela, 120g de poudre de feuilles de LC ont été macérées dans de I'éthanol a 50%
pendant 8 heures puis soumis & une décantation toute la nuit. Le surnageant a éteé transféré
dans un ballon a fond rond pour étre évaporé dans un rotavapeur. L'extrait récupéré a été

ensuite séché a 35 °C puis conserve a -4 °C jusqu'a utilisation.

Le rendement d’extraction est défini comme étant le rapport entre la masse obtenue
apres extraction (mf) et la masse de la matiére végétale utilisée (mi). Il est donné par la

formule suivante :

R = (mf/ mi) *100
| |

Ou
R : Rendement d’extraction (%)
mf : Masse de I’extrait sec (Q)

mi : poids de la poudre soumise a I’extraction (g).

11.3. Dosages biochimiques des feuilles de Lavatera cretica

11.3.1. Teneur totale en protéines
» Principe

Le principe de cette méthode développée par Bradford (1976) repose sur I’utilisation
du bleu de Coomassie G250. Ce dernier est de couleur marron. Lorsqu’il est en contact avec
les acides aminés basiques et les résidus hydrophobes des protéines il y aura une couleur

bleue qui apparaitra avec un spectre d’absorption maximal estimé a 595 nm.
» Mode opératoire

Les protéines ont été extraites de I’échantillon de LC suivant la méthode de Landi-
Librandi et al. (2007). Une quantité de 0,4 g de LC a été agitée avec 10 mL d'éthanol (70 %)
pendant 24 heures. Ensuite, un volume de 100 pL de I’extrait éthanolique a été mélangé avec

2,5 mL de réactif de Bradford. Aprés 5 minutes d'incubation dans I'obscurité, I'absorption a
15
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été mesurée a 595 nm. Les résultats ont été exprimés en mg équivalent albumine de sérum

bovin/ g de matiére séche (mg EBSA/ g MS) (annexe 01).
11.3.2. Dosage d’acide ascorbique
> Principe

Le 2,6-dichlorophénolindophénol (DCPIP) est un produit chimique utilisé comme
rédox, et peut également étre utilisé comme indicateur pour 1’évaluation de ’acide ascorbique
(vitamine C). Si la vitamine C, qui est un bon agent réducteur, est présente dans 1’échantillon,
le colorant bleu, qui devient rose dans des conditions acides, est réduit en un composé

incolore par I'acide ascorbique (Cabello et al., 2009).
» Mode opératoire

La teneur en acide ascorbique a été déterminée selon la méthode décrite par madin et
Perry (1982) avec quelques modifications. 2 g d'échantillon de LC ont été mélangés avec 10
ml d'acide oxalique (3%, p/v). Le mélange a été agité pendant 20 min. Ensuite, un volume de
100 pL de la solution a été ajouté a 1 mL de DCPIP et les absorbances ont été mesurées a 515
nm. Les résultats ont été exprimés en mg équivalent acide ascorbique par gramme de matiére
seche (mg EAA/ g MS) (annexe 02).

11.3.3. Dosage des glucides
» Principe

L’anthrone est un polyphénol dérivé de l'anthracéne. Il réagit avec tous les oses,
diosides, polysaccharides, amidon et les diverses dextrines. En milieu fortement acide, les
glucides subissent une déshydratation lorsqu'ils réagissent avec de I'acide sulfurique pour
former des composés furfural ou hydroxyméthylfurfural (HMF). L'anthrone réagit avec ces
composés (HMF) pour produire un complexe de couleur vert bleuatre (Bachelier et
Gavinelli, 1966; Mondal, 2021).

» Mode opératoire

La teneur en glucides dans LC a été déterminé en utilisant la technique de Mc Cready
et al. (1950). Un volume de 1 mL de I’extrait (dilué a 1/10) a été rajoutés a 2 mL du réactif a
I’anthrone (0,1 g d’anthrone dissous dans 50 ml d’H.SO, a 91%). L’agitation au vortex a été

suivie d’une incubation pendant 7 minutes au bain-marie & 100 °C. Apres refroidissement, la
16
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densité optique a été mesurée au spectrophotomeétre a 630 nm. La courbe étalon a éte realisé
en utilisant le glucose comme standard. La quantité en sucres solubles et en amidon a été

exprimée en mg EGlu/g de matiére végétale séche (annexe 03).

11.3.4. Dosage de la proline
» Principe

La quantité en proline est déterminée par la méthode de Troll et Lindsley (1955),
simplifiée par Bates et al. (1973). La proline réagit en milieu acide et a chaud avec la

ninhydrine, en donnant un composé rouge orangé soluble dans le benzéne.

» Mode opératoire

Un volume de 1 ml d’extrait (0,1 g dissous dans 3 mL de méthanol) a été rajouté a 1
mL d’acide acétique concentré et 1 mL du réactif de ninhydrine (1,25 g de ninhydrine dissous
dans 30 ml d’acide acétique glacial + 7,5 ml d’acide orthophosphorique a 85% + 12,5 ml
d’eau distillée). Aprés une agitation au vortex, le mélange a été porté a ébullition dans un bain
marie durant 30 minutes. Une fois refroidie, un volume de 3 mL de toluéne a été rajouté au
mélange ainsi qu’une pincée de Na>SO4 pour éliminer I’eau qu’il renferme. Aprés agitation,
deux phases se développent au bout d’une nuit de décantation et la phase supérieure contenant
la proline a été récupérée et sa densité optique a été mesurée a 515 nm au spectrophotomeétre
UV-VIS 7220G (Biotech engineering). La courbe étalon a été réalisé a 1’aide d’une solution
meére de proline a 1 mM. La quantité en proline a été exprimée en mg/g de matiere végétale

séche (annexe 04).
11.3.5. Dosage des Pigments photosynthétiques et phéophytines

» Principe

L'acétone est utilisée pour extraire les pigments chlorophylliens et caroténoides des
feuilles végétales, tandis que le HCI est employé pour acidifier les extraits pigmentaires,
transformant ainsi les chlorophylles en phéophytines (phéophytinisation)(Speziale et al.,
1984).

» Mode opératoire

Une quantité de 0,1 g de I'extrait de LC a été mélangé avec 10 mL d'acétone (80%)

dans des conditions de faible luminosité et a basse température. Ce mélange a été ensuite
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soumis a une centrifugation pendant 5 min a 5000 tpm, et son absorbance a été mesurée par
spectrophotomeétre UV-visible 7220G (Biotech engineering) a différentes longueurs d'onde :
663,2 nm, 646,8 nm et 470 nm. Ensuite, une goutte d'acide chlorhydrique (25%) a été
directement ajoutée a I'extrait pour transformer les pigments chlorophylliens en phéophytines.

Apres agitation légére, la mesure de I'absorbance a été effectuée apres 30 a 60 secondes a
des longueurs d'onde de 665,4 nm, 653,4 nm et 470 nm. Les résultats sont exprimés en mg de

pigments/g de matiére vegétale seche.

Les teneurs en pigments photosynthétiques et phéophytines, sont données pour le solvant

utilisé (acétone 80%) par les equations suivantes de Lichtenthaler (1987) :
Chlorophylle (a) = 12,25 Aes32 - 2,79 Asss8

Chlorophylle (b) = 21,50 A 6468 - 5,10 A 63,2 d

Chlorophylles (a + b) = 7,15 A 6632 + 18,71 A 648

Phéophytine (a) = 22,42 A 6654 - 6,81 A 6534

Phéophytine (b) = 40,17 A 534 - 18,58 A 6654

Phéophytines (a + b) = 3,84 A g654 + 33,36 A 6534

1000 A 470 - 1,82 Ca- 85,02 Co

Caroténoides totaux =
198

Ca: chlorophylle a
Cb : chlorophylle b

11.3.6. Détermination du pH

» Mode opératoire

Une quantité de 0,1 g d'extrait de LC a été dissous dans 4 mL d'éthanol a 50 %. Le
potentiel hydrogene (pH) a été mesuré a l'aide d'un pH-meétre (Bante modele 920).
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11.3.7. Détermination de la longueur d'onde maximale d'absorption
» Mode opératoire

Une quantité de 0,1 g d'extrait de LC a été dissoute dans de 1’éthanol a 50%. Le
mélange a été ensuite soumis a un balayage sur une plage de longueur d'onde allant de I’'UV
au visible pour obtenir le spectre d'absorption de I'échantillon.

11.4. Dosage des composés phénoliques

11.4.1. Dosage des phénols totaux
» Principe

Cette méthode est basée sur la réduction en milieu alcalin de mélange
phosphotungstique phosphomolybdique du réactif de Folin par le groupement oxydable des
composés phénoliques, conduisant a la formation de produits de réduction de couleur bleu
(Georgé et al., 2005).

» Mode opératoire

La mesure des phénols totaux a été effectuée selon le protocole optimisé par Zeghbib
et al. (2022). Un mélange de 200 pL d'extrait et 1 mL de réactif de Folin-Ciocalteu (0,1 N) a
été préincubé a I'obscurité pendant 5 min a 50° C avant l'ajout de 800 uL de carbonate de
sodium (7,5 %). Aprés incubation, I'absorbance du produit de réaction a été mesurée a 760
nm avec un spectrophotomeétre. Le résultat a été exprimé en mg équivalent acide gallique par

gramme d’extrait sec (mg EAG/g de ES) (annexe 05).

11.4.2. Dosage des flavonoides

» Principe

Cette méthode repose sur l'ajout d'AlICIs, qui réagit avec les groupements cétones en
C4, ainsi qu'en C3 ou C5 des groupements hydroxyles des flavones et des flavonoides,
formant ainsi des complexes acides stables. De plus, I'AICIz forme des complexes acides
stables avec les groupes orthodihydroxyle dans le cycle A ou B des composés flavonoides, ce
qui entraine une absorption maximale a une longueur d'onde de 432 nm (Makuasa et
Ningsih, 2020 ; Zhishen et al., 1999).
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» Mode opératoire

La mesure des flavonoides a été faite selon le protocole de Surana et al. (2016), avec
des modifications mineures. Un mélange composé de 250 uL d'extrait, 750 pL d'éthanol, 50
ML d'acétate de potassium (CH3CO2K, 1 M dans I'éthanol), 50 pL de chlorure d'aluminium
(AICI3, 6H20, 10 % p/v dans H20), et 1,4 mL de H>O ont été incubés pendant 40 min a
température ambiante, dans I'obscurité. L'absorbance du produit de réaction a été mesurée a
415 nm et les résultats ont été exprimés en mg équivalent quercétine pour gramme de matiére
seche (mg EQ/g ES) (annexe 06).

11.4.3. Dosage des tanins condenseés
» Principe

La teneur en tanins condensés dans les extraits de feuilles de LC a été déterminée par
la méthode décrite par Sun et al. (1998). Cette méthode est basée sur la dépolymérisation des
tanins condensés en présence d'acide et par réaction avec la vanilline pour produire des

complexes colorés, mesurée a 500 nm (Julkunen-Titto, 1985).

» Mode opératoire

Une quantité de 125 uL d’extrait a été mélangé avec 750 pL de vanilline a 4 % et 375
pL d'acide chlorhydrique. Apres 15 minutes d'incubation a température ambiante,
I'absorbance a été mesurée & 500 nm. La teneur en tanins condensés a été déduite suite a une
gamme d'étalonnage établie avec la catéchine et les résultats ont été exprimés en

milligrammes équivalent catéchine par gramme d'extrait sec (mg EC/g ES) (annexe 07).
11.5. Evaluation de Dactivité antidiabétique

I1.5.1. Test d'inhibition de 1'a-amylase
» Principe

Le principe de la réaction chimique dans le test de I'acide dinitrosalicylique (DNS)
est basé sur la réaction de ce dernier avec un sucre réducteur (tel que le glucose) pour
former de I'acide 3-amino-nitrosalicylique. Simultanément, les groupes aldéhydes des sucres
réducteurs sont oxydés en groupes carboxyle. Cela crée un changement de couleur qui peut

étre mesuré pour quantifier la présence de sucre (Miller, 1959).
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» Mode opératoire

Un volume de 200 pL d'extrait a été mélangé avec 200 pL d'amidon suivi d'une
incubation de 10 minutes a température ambiante. Ensuite, un volume de 200 pL d'enzyme
(0,5mg/mL) a été ajouté au mélange et incubé pendant 10 minutes a température ambiante.
Puis, une quantité de 400 pL de la solution DNS a été ajoutée au mélange et chauffé a 100°C
pendant 5 minutes. Aprés cette incubation, les absorbances ont été mesurées a une longueur
d'onde de 540nm (Miller, 1959).

11.6. Analyse statistique

Les résultats des tests ont été exprimés en moyenne + SD. L’analyse statistique a été
réalisée en utilisant le logiciel GraphPad Prism 8.0, Test de Student. Les résultats ont été

considérés comme significatifs a P<0,05.
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II1.1. Rendement d’extraction

Les plantes contiennent un grand nombre de métabolites secondaires qui déterminent
leurs propriétés médicinales (Adeshina et al., 2012). Il est donc important de maximiser
I’extraction de ces ressources afin de micux les utiliser comme sources potenticlles de

nouveaux médicaments naturels (Koné et al 2017).

Notre étude a révélé un rendement d'extraction de 20,14 %, soit 24,17 g d'extrait sec.
L'efficacité de l'extraction dépend de divers parameétres tels que la méthode d’extraction
employeée, les conditions expérimentales et les caractéristiques propre a la plante ; certaines
plantes possedent des concentrations plus élevées en composés extractibles que d’autres
(Boukhatem et al., 2020). Selon Koné et al. (2017), le rendement d'extraction varie d'une
plante a l'autre en raison de plusieurs facteurs : la durée de séchage du matériel végétal, la
granulométrie du broyat, le pourcentage d'alcool dans le solvant, la durée de macération et la
vitesse d'agitation. Par conséquent, l'optimisation de ces parameétres est essentielle pour un
extrait de haute qualité tout en évitant les composants indésirables ou la dégradation des

composants souhaités.

Dans nos expériences, nous avons opté pour un solvant hydro-éthanolique, largement
utilisé pour I’extraction des métabolites secondaires des plantes et possede un minimum
d’effet toxique lorsqu'il est utilisé de maniere appropriée, comme le rapportent Radzali et al.
(2020). Ce choix s'explique par plusieurs criteres : Tout d'abord, I'éthanol est un solvant
polaire capable de former des liaisons hydrogénes avec d'autres molécules polaires,
notamment l'eau. Sa polarité intermédiaire permet de dissoudre a la fois des composés
polaires et certains composés non polaires, offrant ainsi une grande flexibilité pour les
processus d'extraction (Chemat et Strube, 2015). L'ajout d'eau a I'éthanol permet de moduler
la polarité du solvant, optimisant ainsi la solubilité d'une large gamme de composés et

améliorant l'efficacité des processus d’extraction (Walton et Brown, 1999).

I11.2. Caractérisation physico-chimique de I’extrait hydro-éthanolique des

feuilles de L. cretica

Dans cette étude, nous explorons les paramétres physico-chimiques de Lavatera
cretica, mettant en évidence leur rdle crucial dans sa physiologie, son environnement et ses

applications potentielles.
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I11.2.1. Dosage des protéines

La teneur des protéines dans 1’extrait hydro-éthanolique de LC a été déterminé en
utilisant la méthode de Bradford (1976) qui a indiqué une valeur de 9,29 £ 0,9 mg EBSA/g
MS. Comparativement aux reésultats de Barros et al. (2010) Malva sylvestris possede une
teneur de 12,25 £ 1,01 mg/g dans les feuilles. En revanche, I'étude de Tabaraki et al. (2012)
ayant travaillé sur M. sylvestris, a revélé un taux plus faible que celui retrouver dans notre
étude. Il est important de noter que Tabaraki et al. (2012) ont utilisé la méthode Kjeldahl pour
la détermination des protéines. Cette meéthode mesure la teneur totale en azote, qui est ensuite
convertie en protéines, tandis que la méthode de Bradford repose sur la liaison des protéines a
un colorant, permettant une estimation directe des protéines solubles. Ces différences

méthodologiques pourraient expliquer les variations des résultats (Bremner, 1959).

Les protéines nous apportent I’énergie et les constituants élémentaires dont notre
organisme a besoin pour se construire et entretenir son métabolisme. L’ANSES (Agence
nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation, de I’environnement et du travail) indique que
les protéines représentent 15 % de 1'apport calorique pour I’individu, dont la moitié issue de
sources végétales pour diversifier les acides aminés. Les protéines végétales sont aussi prisees
par lI'industrie agroalimentaire pour leurs propriétes fonctionnelles, comme la texturation et

I'émulsification (Lavelle et Uriot, 2016).
I11.2.2. Teneur en acide ascorbique

Les résultats du dosage de I’acide ascorbique sont exprimés en milligrammes
équivalent d’acide ascorbique par gramme de matiére séche (mg EAA/g MS). L’extrait hydro-
éthanolique de LC présente une valeur de 0,53 + 0,01 mg EAA/g ES. L'acide ascorbique a
également été dosé chez Malva sylvestris, enregistrant une teneur de 0,17 mg/g dans les
feuilles (Barros et al., 2010).

Parmi tous les antioxydants présents dans les cellules végétales, on trouve la vitamine
C (acide ascorbique). Elle joue un réle crucial dans le contréle de I'hnoméostasie des especes
réactives de 1’oxygene par le biais de réactions enzymatiques et non enzymatiques, agissant
dans différents compartiments cellulaires (Locato et al., 2009). De plus, I’acide ascorbique
pourrait étre bénéfique dans la gestion du diabéte en éliminant les radicaux libres, en
diminuant les concentrations de glycémie a jeun et d'hémoglobine glycosylée, et en prévenant

les complications du diabete de type 2 (Praveen et al., 2020).
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111.2.3. Teneur en glucides

La teneur en glucides dans I’extrait hydro-éthanolique de LC a été déterminée en
utilisant la technique de McCready et al. (1950). Cette méthode permet une analyse précise
des glucides totaux présents dans I'échantillon. Les résultats ont démontré une teneur de 37,5
+ 1,38 mg EGlu/g MS. Des études ont été faites sur des plantes de la méme famille que LC
(malvacées) et ont révélés des teneurs de 47,53 % chez Urena lobata L. (Abolaji et al., 2007)
et 75,0 % chez Corchorus tridens (Asibey et Taiye, 1999).

Les glucides sont essentiels au maintien de la vie chez les plantes et les animaux. 1ls
ameliorent I'apprentissage et la mémoire chez les personnes agées en bonne santé et renforce
plusieurs fonctions cognitives chez les individus atteints de graves pathologies cognitives,
telles que la maladie d'Alzheimer et le syndrome de Down. Ainsi, une augmentation des
concentrations de glucose dans le sang exerce des effets significatifs et étendus sur les
fonctions cérébrales, influencant de nombreuses mesures neuronales et comportementales

observés chez les rongeurs (Gold, 1995).
111.2.4. Teneur en amidon

Dans I'extrait de L. cretica, une teneur en amidon de 20,85 + 2,56 mg EGlu/g MS a été
mesurée. Cette valeur corrobore les résultats de Fisher et Fisher (1983) sur la lamina de
Lavatera cretica. Leur étude a révélé que I'amidon forme des dépdts asymétriques en raison
des motifs de lumiére et d'ombre, se formant apres le lever du soleil et se maintenant jusqu'au
suivant. Pendant la journée, les dép6ts deviennent symétriques, mais redeviennent
asymétriques la nuit. Ces résultats soulignent lI'importance des mécanismes de régulation de

I'amidon pour I'adaptation des plantes aux conditions environnementales changeantes.

L'amidon est une source principale de glucides, se transformant en glucose pour
fournir I'énergie nécessaire au cerveau, aux muscles et aux organes vitaux. Sa digestion lente
maintien des niveaux de glucose stables, bénéfiques pour les diabétiques de type 2 en
prévenant les fluctuations rapides de glycémie. Certains amidons agissent comme des fibres
alimentaires au c6lon, améliorant la régularité des selles et favorisant une flore intestinale
(Emeje et Surguchov, 2022).
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111.2.5. Teneur en proline

Aprés analyse des résultats obtenus, il a été constaté que LC est tres riche en
proline, avec une teneur de 14,04 £ 0,77 mg/g MS. La proline est un acide aminé
non essentiel qui joue un rb6le crucial dans la réponse des plantes au stress
environnemental. Elle est particulierement importante pour l'osmorégulation, la
stabilisation des structures protéiques et membranaires, ainsi que pour la
detoxification des radicaux libres.

Cet acide aminé peut agir comme une molécule de signalisation modulant les
fonctions mitochondriales, influencant la prolifération et la mort cellulaires, et
déclenchant I'expression de génes spécifiques. Ces rbles sont essentiels pour la
récupération des plantes aprés un stress (Szabados et Savouré, 2010).

Selon Hayat et al. (2012) la proline joue trois roles majeurs en cas de stress,
elle agit comme chélateur de métaux, comme molécule de défense antioxydante et
comme molécule de signalisation.

La teneur en proline dans les tissus végétaux augmente souvent en réponse a des
conditions stressantes telles que la sécheresse, la salinité et les températures extrémes. Cette
accumulation de proline est considérée comme un mécanisme d’adaptation nécessaire qui
aide les plantes a maintenir leur croissance et leur développement dans des conditions
défavorables. Belkhodja et Benkablia (2000) ont également mis en évidence que
I'accumulation de proline est une stratégie adaptative utilisée par les plantes pour
faire face aux contraintes environnementales.

Chez les halophytes, la proline sert de marqueur intéressant pour évaluer leur
résistance au stress salin, comme I'ont souligné Heyser et al. (1989). Ces plantes
ont la capacité de maintenir un faible potentiel hydrique interne sous salinité
environnementale, créant ainsi une pression de turgescence suffisante pour leur
croissance, sans affecter leur circulation de I'eau et des nutriments a l'intérieur de la
plante (Pujol et al., 2001 ; Rontein et al., 2002).

Ainsi, la richesse en proline de la plante Lavatera cretica témoigne de sa
capacité a s'adapter et a survivre dans des conditions environnementales difficiles,
soulignant I'importance de cet acide aminé dans les mécanismes de résistance au

stress des plantes.
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I11.2.6. Teneur des pigments photosynthétiques et phéophytines

Le dosage de la chlorophylle a été réalisé selon la méthode de Lichtenthaler (1987). La
méthode utilisée implique I'utilisation de l'acétone et de I'HCI pour transformer la
chlorophylle en phéophytine. Les résultats sont exprimés en milligrammes par gramme
d'extrait sec. Les concentrations enregistrées sont resume dans le tableau 11 suivant :

Tableau I11 : Teneurs de LC en chlorophylles, phéophytines et caroténoides

Composé Valeur (mg/g matiere seche)
Chlorophylle a 1,516 £ 0,39
Chlorophylle b 1,833+£0,16

Chlorophylle (a+b) 3,350 £ 0,228
Phéophytine a 1,303 £ 0,24
Phéophytine b 2,31+0,36

Phéophytine (a+h) 3,61 +9,98

Caroténoide 0,898 + 0,02

Les résultats de notre étude sont supérieurs a ceux de Redzi¢ et al. (2005) qui ont
travaillé sur les feuilles de Malva sylvestris et qui ont enregistré des valeurs de 1,193 x 10
mg/g de MS pour la chlorophylle a ; 1,66 x 10 mg/g MS pour la chlorophylle b et 5,185 x

10° mg/g MS pour les caroténoides.

Dans la méme étude, Redzi¢ et al. (2005) ont rapporté des concentrations nettement
plus basses dans I'extrait de Malva moschata comparativement a celle retrouvée dans notre
extrait avec des teneurs de 8x10° mg/g MS pour la chlorophylle a ; 7,09x10°° mg/g MS pour
la chlorophylle b et 1,82x107 mg/g MS pour les caroténoides.

Cette différence de teneur en chlorophylle et caroténoides pourrait étre attribuée a de
nombreux facteurs. Hikosaka et al. (2006) ont démontré que la quantité de chlorophylle dans
les feuilles peut étre influencée par divers éléments, y compris I'age des feuilles, leur position,

ainsi que des facteurs environnementaux comme la lumiére, la température et 1’apport en eau.
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La richesse de la plante en caroténoides reflete son potentiel a avoir des effets
bénéfiques significatifs sur la santé. Les preuves disponibles concernant l'utilisation des
caroténoides alimentaires dans la santé hépatique suggerent que ces composés réduisent
efficacement 1’accumulation de lipides, la résistance a l'insuline, le stress oxydatif et
I'inflammation des hépatocytes. Ainsi, ils pourraient étre utilisés comme alternative
alimentaire pour la prévention et le traitement de la stéatose hépatique non alcoolique. De
plus, les caroténoides ont des effets bénéfiques sur la santé générale, notamment en réduisant
le risque de certains cancers, de maladies cardiovasculaires et de dégénéerescence musculaire

(Elvira-Torales, Garcia-Alonso and Periago-Castéon, 2019).

111.2.7. Mesure du pH des feuilles de L. cretica

Le pH des plantes est un indicateur crucial de leur état physiologique et métabolique.
Dans cette étude, un pH de 6,24 a été enregistré chez LC. Ce pH légérement acide favorise
diverses activités biologiques et chimiques essentielles. Par exemple, le pH acide dans les
thylakoides des chloroplastes, induit par la lumiére, ralentit le flux d'électrons entre le
photosysteme |1 et le photosysteme I, contribuant a dissiper I'exces d'énergie et a protéger
I'appareil photosynthétique contre le stress solaire (Tikhonov, 2013). De plus, cette condition
favorise des processus biologiques cruciaux tels que la photosynthese et la respiration,
facilitant la conversion de la lumiére en énergie chimique et la production d'ATP,
indispensable a la croissance et au développement des plantes (Raven, 1985).

L’étude menée par Long et al. (2017) a révélé qu’un pH de 6 a montré plusieurs
bienfaits pour la croissance des plantules. A ce pH, les plantules ont présenté une croissance
maximale sans inhibition notable. Les racines, les tiges et les feuilles ont maintenu des
concentrations adéquates en éléments nutritifs essentiels, ce qui est crucial pour leur
développement. L'assimilation du CO2 par les feuilles, indispensable a la photosynthése, était
optimale, tout comme les échanges gazeux. La concentration en pigments, notamment en
chlorophylle, était a des niveaux optimaux, favorisant une photosynthése efficace. De plus,
I'activité de la ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase, une enzyme clé pour la
fixation du carbone, était robuste. Ces facteurs ont contribué a une santé générale et a une
fonctionnalité photosynthétique maximales, soutenant ainsi une croissance vigoureuse. Ces
bienfaits indiquent que le pH 6 est particulierement favorable pour le développement et la

santé des plantules (Long et al., 2017).
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I11.2.8. Longueurs d’ondes d’absorption de I’extrait hydro-éthanolique des
feuilles de L. cretica
Les différents pics d'absorption observés dans la Figure 09 indiquent la présence de

divers métabolites secondaires.

10,0

5.0+

E.0—

4.0 gu k

] ., ,rf\
20— h i

E SR L

L
L

k\-\_\_‘_\—\_

—

0.0-
I T T ' T T T T | T T ' T y T T |
00 00 400 =00 00 7o 0 00 1000

Longueur d'onde (nm)

Figure 09 : Spectre d'Absorption de Lavatera cretica

Les pics de 390 nm a 440 nm confirment la présence de flavonoides. Selon I'étude de
Heimeur et al. (2004) la présence des flavanols est indiquée par un pic d'absorption situé entre
420 et 440 nm, tandis que celle des flavones se manifeste par un maximum d'absorption

compris entre 390 et 415 nm.

La hauteur des pics observés dans les spectres UV est proportionnelle a la
concentration en aglycones flavoniques dans l'extrait. Cela signifie que plus les pics sont
élevés, plus la concentration de ces composeés est importante dans I'extrait (Jay et al., 1975).

Selon Britton et al. (2008) les caroténoides absorbent I'énergie lumineuse dans la
région bleue et verte du spectre visible (350-550 nm), ce qui pourrait expliquer les courbes

enregistrées dans cet intervalle.
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Le pic a 610 nm observe dans la figure peut probablement correspondre a la
chlorophylle. Ce résultat est en accord avec le travail de Lichtenthaler (1987), qui a démontre
que la chlorophylle a présente une absorbance maximale a 428 et 665 nm, tandis que la
chlorophylle b absorbe principalement a 452 nm et 642 nm.

Les résultats de Ksenzhek et Volkov (1998) ont démontré que la phéophytine a un
maximum d'absorption primaire dans le benzene a 414 et 670 nm, ce qui pourrait expliquer le
pic enregistré a 665 nm.

La plus grande longueur d'onde enregistré dans la figure 09 est de 483 nm, elle se situe
dans le spectre visible de la lumiere, spécifiquement dans la région bleu-vert. Connaitre cette
valeur (Amax) peut guider l'utilisation de l'extrait dans diverses applications, par exemple
comme colorants naturels dans I'industrie alimentaire ou cosmétique, ou comme antioxydants
dans I'industrie pharmaceutique. Gréce a ces informations, les conditions d'extraction peuvent
étre optimisées pour maximiser I'extraction des composés absorbant & 483 nm, par exemple en
ajustant le pH, la polarité du solvant ou le temps d'extraction (Vandaele, 1997 ; Mille et
Bourgarit, 2000).

111.2.9. Résultat de dosage de polyphénols
Les résultats des dosages des polyphénols dans ’extrait hydro-éthanolique des feuilles de L.

cretica sont présentés dans le tableau 1V ci-dessous :

Tableau IV : Teneurs des polyphénols dans I’extrait hydro-éthanolique de LC

Phénols totaux Flavonoides Tanins
(mg EAG/g ES) (mg EQ/g ES) (mg EC/g ES)
Concentration 71,28 + 1,66 17,47 + 2,85 42 87 + 3,81

mg EAG/g ES : milligrammes d'équivalents acides galliques par gramme d'extrait sec.
mg EQ/g ES : milligrammes d'équivalents quercétine par gramme d'extrait sec
mg EC/g ES : milligrammes d'équivalents catéchine par gramme d'extrait sec.

111.2.9.1. Dosage des phénols totaux

Pour évaluer la teneur en phénols totaux, la méthode de Folin-Ciocalteu a été

employée. La concentration en phénols totaux dans I'extrait hydro-éthanolique de LC a été
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déterminée en utilisant la courbe d'étalonnage de I'acide gallique. Les résultats ont indiqué un
taux de 71,28 £ 1,66 mg EAG/g ES (Tableau 1V).

Ce résultat concorde avec les travaux de Veeramani et al. (2017), qui ont démontré la
richesse de LC en polyphénols, avec une teneur maximale observée dans l'extrait d'acétate
d'éthyle. En comparaison, l'extrait méthanolique a montré une teneur plus faible en
polyphénols, tandis que I'extrait chloroformique a présenté un taux tres faible. Par ailleurs, le
résultat de notre étude est supérieur a celui de Basheer et al. (2021) qui ont enregistré une
faible teneur en phénols totaux dans I'extrait méthanolique des feuilles de LC (16,5 + 3,2 mg
EAG/g ES). Par ailleurs, le résultat de notre étude est inférieur a celui de Ben-Nasr et al.
(2015), qui a rapporté un rendement de 254,62 + 6,50 mg EAG/g ES pour l'extrait aqueux de
LC. Selon Tiwari et al. (2011) la variation de teneur en composés phénoliques entre les
extraits pourrait s'expliquer par les différences de polarité des phytocomposés libérés par
chaque type de solvant utilisé lors de I'extraction. De plus, la teneur en phénols totaux dans
I’extrait hydro-éthanolique de notre étude était supérieure a celle de I'extrait éthanolique
(70%) de Malva sylvestris (1,42 + 0,14 mg EAG/g MF) rapportée par Petkova et al. (2019).

La différence significative entre les extraits pourrait étre attribuée a leur composition
chimique, a la méthode d’extraction utilisée, a la taille des particules de 1’échantillon, ainsi

qu’a la durée et aux conditions de stockage (Naczk et Shahidi, 2004).
111.2.9.2. Teneur en flavonoides

La quantification des flavonoides a été réalisée par une méthode spectrophotométrique
utilisant le chlorure d'aluminium (AICIz). Les résultats sont exprimés en milligrammes
équivalents quercétine par gramme d'extrait sec (mg EQ/g ES). La concentration des
flavonoides dans I'extrait hydro-éthanolique de LC est de 17,47 + 2,85 mg EQ/g ES. Les
résultats sont illustrés dans le tableau Il1.

L’étude de Veeramani et al. (2017) a révélé que LC est riche en flavonoides. La teneur
la plus elevée a été observée dans l'extrait acétate d'éthyle, tandis que I'extrait méthanolique a

montré une teneur plus faible.

Dans des recherches distinctes, Petkova et al. (2019) ont constaté une faible teneur en
flavonoides dans les feuilles de Malva sylvestris, avec 0,76 + 0,19 mg EQ/g de poids frais. De
plus, Al-Snafi (2019) a rapporté un rendement de 15,58 + 0,19 pg EQ/mg dans I'extrait

méthanolique de Malva neglecta.
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Cette variation dans la teneur en flavonoides entre les differents extraits pourrait étre
attribuée a leur composition chimique, a la méthode d'extraction utilisée, a la taille des
particules de I'échantillon, ainsi qu'a la durée et aux conditions de stockage (Naczk et
Shahidi, 2004). Effectivement, selon (Kumar et al., 2011). La variation de la teneur en
composés phénoliques entre les extraits pourrait s'expliquer par les différences de polarité des

phytocomposés libérés par chaque type de solvant utilisé lors de I'extraction.

Une étude menée par Roshanak et al. (2016) a démontré que la méthode de séchage et
la température jouent un rdle crucial dans I'extraction des flavonoides. Ils ont constaté que ces
facteurs ont un impact significatif sur le taux de flavonoides extrait lors du processus

d'extraction.
111.2.9.3. Teneur en tanins

Pour évaluer la teneur en tanins condenses, nous avons suivi le protocole de Sun et al.
(1998). La concentration en tanins dans I'extrait hydro-éthanolique de LC a été déterminée en
utilisant une gamme d’étalonnage établie avec la catéchine. Les résultats présentés dans le

tableau 111 indiquent un taux de 42,87 + 3,81 mg EC/g ES.

Le résultat de notre étude est significativement supérieur a celui de Tabaraki et al.
(2012) qui ont enregistré une faible teneur en tanins dans l'extrait des feuilles de Malva
sylvestris. Cette différence significative entre les deux extraits pourrait étre attribuée a leur
composition chimique, a la méthode d’extraction utilisée, ainsi qu'aux conditions de stockage
(Naczk et Shahidi, 2004). La variation de la teneur en composés phénoliques entre les
extraits pourrait également s'expliquer par les différences de polarité des phytocomposés

libérés par chaque type de solvant utilisé lors de I'extraction (Kumar et al., 2011).
[11.3. Pourcentage d’inhibition d’a-amylase

Trois extraits de LC (LC 10%, LC 50%, aqueux) ont été évalués pour leur
potentiel d'inhibition de l'activité d'a-amylase, en comparaison avec la molécule de
référence acarbose (1mg/mL). Une différence significative a eté observée entre le

Control et les extraits de LC (P<0,001). L'extrait LC 50% a démontré un
effet inhibiteur de 22,25 + 0,25% sur l'activité de 1’a-amylase, surpassant ainsi
celui de LC 10% et I'extrait aqueux, qui ont montré des taux d'inhibition de 15,65 +
0,45% et 12,74 + 0,09%, respectivement. La molécule de référence quant a elle a
exhibé une inhibition de 46,52+0.004% (Figure 10).
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Figure 10 : Pourcentage d’inhibition de a-amylase par LC.

LC : Lavatera cretica, LC 50% : extrait éthanolique de Lavatera cretica a 50 %, LC 10% : extrait
éthanolique de Lavatera cretica a 10 %. Toutes les valeurs sont représentées par la moyenne + SD, (N
=b5) ; Test de Student a été utilisé pour I'analyse statistique, ***P < 0,001 comparé a 1’acarbose.

L'inhibition de l'a-amylase par I'extrait hydro-éthanolique de LC peut étre due a la
richesse de la plante en composés phénoliques capables de ralentir le diabete en inhibant la
conversion de l'amidon en glucose (Mehenni et al.,, 2016). Les polyphénols protegent
également contre les dommages oxydatifs induits par un exces de glucose et peuvent moduler
la sécretion d'insuline chez les humains (Stull et al., 2010).

Les principaux composants des polyphénols sont retenus dans le tractus intestinal et,
sans étre absorbés, sont acheminés vers le colon. Le saccharose et I'amidon réagissent avec
ces composants polyphénoliques, réduisant ainsi l'activité des enzymes telles que 1'a-amylase
et l'a-glucosidase, impliquées dans la libération de glucose dans le tractus gastro-intestinal
(McDougall et al., 2005 ; Takikawa et al., 2010).
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Les composes phénoliques peuvent également réduire indirectement la synthése du
glucose dans le foie en intervenant dans les voies de détection de I'insuline (McDougall et al.,
2005 ; Takikawa et al., 2010).

Les extraits riches en polyphénols provenant de fruits doux, tels que la fraise et la
framboise, ont montré une certaine inhibition de l'a-amylase, contenant des quantités
appréciables de tanins solubles (McDougall et al., 2005 ; Takikawa et al., 2010). Ceci
pourrait expliquer I’inhibition de a-amylase par LC vu la richesse de notre extrait en tanins.
D'autres extraits riches en tanins, comme le raisin rouge et le thé vert, sont également des

inhibiteurs efficaces de 1'a-amylase (Tundis et al., 2010).

Les effets inhibiteurs de différents composés polyphénoliques sur l'activité de l'a-
amylase ont été étudiés in vitro. L'étude a montré que les molécules capables de former des
quinones ou des lactones, ainsi que les groupes hydroxyles libres, semblent nécessaires pour

un effet inhibiteur plus marqué sur I'a-amylase (Bojsen et al., 1999 ; Okuyama et al., 2004).

Selon Veeramani et al. (2018) I'extrait de LC améliore l'activité de sensibilisation a
I'insuline dans un modele murin d'insulinorésistance induite par une alimentation riche en
fructose, probablement en atténuant l'inflammation du tissu adipeux et les dommages
oxydatifs. Le traitement oral des souris diabétiques avec I'extrait éthanolique de LC a montré
une diminution significative de I'apport alimentaire, du poids corporel, de la leptine
plasmatique, du glucose et de I'insulinorésistance par rapport aux souris obéses non traitées,

suggérant que cet extrait pourrait servir d'agent antidiabétique utile.

Les extraits de L. cretica, riches en polyphénols, tanins, et autres composes
bioactifs, montrent un potentiel prometteur pour l'inhibition de I'a-amylase et
I'amélioration de la sensibilisation a l'insuline, ce qui pourrait contribuer a de

nouvelles approches pour la gestion du diabéte.
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Conclusion et perspectives

Ce travail avait pour objectif d’évaluer les caractéristiques physico-chimiques de
I’extrait hydro-éthanolique des feuilles de Lavatera cretica et d’examiner son activité

antidiabétique.

Le procédé¢ d’extraction hydro-éthanolique par macération a permis 1’obtention d’un
rendement de 20,15 % d’extrait sec. Le dosage des métabolites secondaires présents dans
I’extrait de LC a révélé un taux modéré de phénols totaux (71,28 + 1,66 mg EAG/g ES), de
flavonoides (17,47 £ 2,85 mg EQ/g ES), de tanins (42,87 = 3,81 mg EC/g ES), de
chlorophylles (3,350 = 0 ,228 mg/g MS), de phéophytines (3,61 + 9,98 mg/g MS) et de
caroténoides (0,898 + 0,02 mg/g MS). De plus le dosage des métabolites primaires a indiqué
des valeurs notables de sucres solubles (37,5 = 1,38 mg EGlu/g MS), d’amidon (20,85 *
2,56 mg EGlu/g MS) de protéines (9,29 + 0,9 mg E BSA/g MS) et de proline (14,04 +
0,77 mg/g MS). Le spectre d’absorption UV de LC a indiqué la présence de pics dans les
longueurs d’ondes allant de 200 a 680 nm confirmant la présence de composés phénoliques,
phéophytines et de chlorophylles. Par ailleurs, un pH de 6,24 a été retrouvé dans 1’extrait
hydro-éthanolique de LC.

Les résultats des tests antidiabétiques ont démontré que ’extrait de LC avait la
capacité d’inhiber moyennement I’enzyme a-amylase. L’extrait éthanolique 50% a montré un
taux d’inhibition de 22,26 + 0,25 %, tandis que 1’extrait éthanolique 10% et 1’extrait aqueux
ont exhibé des taux d’inhibition de 15,65 = 0,45 % et 12,74 + 0,09 %, respectivement,
comparativement a la molécule de référence acarbose qui a enregistré une inhibition de 46,52
+ 0,004 %.

A la lumiére de ces résultats, il serait souhaitable de réaliser une chromatographie
liquide sous haute pression (HPLC) afin d’identifier les composés bioactifs présent dans
I’extrait hydro-éthanolique de LC, comme il serait pertinent de compléter 1’étude anti-

diabétique = en  testant leffet de  LC sur  l’enzyme  a-glucosidase-
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Annexe 03
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Annexe 05
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Annexe 07
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Résumé

Cette étude vise a évaluer les caractéristiques physico-chimiques de I'extrait hydro-
éthanolique des feuilles de Lavatera cretica et a étudier son pouvoir antidiabétique. Des
analyses phytochimiques ont été réalisees pour quantifier les métabolites, révélant une
présence significative de phénols totaux (71,28 £ 1,66 mg EAG/g ES), de flavonoides (17,47
+ 2,85 mg EQ/g ES) et de tanins (42,87 £ 3,81 mg EC/g ES). De plus, l'extrait hydro-
éthanolique contenait des quantités notables de sucres solubles (37,5 £ 1,38 mg EGlu/g MS),
d'amidon (20,85 £ 2,56 mg EGlu/g MS), de protéines (9,29 £ 0,9 mg EBSA/g MS), de proline
(14,04 + 0,77 mg/g MS) de chlorophylles (a + b) (3,350 + 0,228 mg/g), de phéophytines (a +
b) (3,61 + 9,98 mg/g MS) et de caroténoides (0,898 + 2,21 mg/g MS) ainsi que des teneurs de
(0,53 £ 0,01 mg EAA/g MS) en acide ascorbique. L'extrait hydro-éthanolique de LC a
démontré des propriétés antidiabétiques avec une inhibition de 22,26 + 0,25 % de I'enzyme a-
amylase. Cette recherche démontre la richesse de LC en composés bioactifs et met en
évidence son potentiel thérapeutique dans la gestion du diabete.

Mots clés : Lavatera cretica, diabéte, caracteres physico-chimiques, a-amylase, composés
bioactifs.

Abstract

This study aims to evaluate the physicochemical characteristics of the hydroethanolic extract
of Lavatera cretica (LC) leaves and to study its antidiabetic power. Phytochemical analyzes
were carried out to quantify the metabolites, revealing a significant presence of total phenols
(71.28 + 1.66 mg EGA/g DE), flavonoids (17.47 £ 2.85 mg EQ/g DE) and tannins (42.87 +
3.81 mg EC/g DE). In addition, the hydroethanolic extract contained notable quantities of
soluble sugars (37.5 + 1.38 mg EGlu/g DW), starch (20.85 + 2.56 mg EGlu/g DW), proteins
(9.29 £ 0.9 mg EBSA/g DW), proline (14.04 + 0.77 mg/g DW) chlorophylls (a + b) (3.350 +
0.228 mg/g DW), pheophytins (a + b) (3.61 + 9.98 mg/g DW) and carotenoids (0.898 £ 2.21
mg/g) as well as ascorbic acid (0.53 + 0.01 mg EAA/g DW). The hydroethanolic extract of
LC demonstrated antidiabetic properties with an inhibition of 22.26 + 0.25% of a-amylase
enzyme. This research demonstrates the richness of LC in bioactive compounds and
highlights its therapeutic potential in the management of diabetes.

Keywords: Lavatera cretica, diabetes, physicochemical characteristics, a-amylase, bioactive
compounds.
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