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Introduction

Le diabéte est un groupe de maladies métaboliques caractérisées par la présence d’une
hyperglycémie chronique. De cette derniére, résultent des complications organiques causant, a
long terme, des dommages pathologiques pour I’organisme (Orban, 2007).Cette maladie
menace d’une maniére croissante, la santé publique dans le monde. Solon I’OMS(2013) ,347
millions de personnes, dans la population mondiale, sont diabétique d’apres I’IDF(2010), ce

chiffre peut atteindre jusqu’ a 438 millions en2030.

Le traitement actuel du diabéte (hypoglycémiants oraux, insuline) est efficace dans la
baisse de la glycémie, cependant I’obtention d’une valeur homéostatique permanente de celle-
ci est tres difficile a atteindre dans la plupart des cas. Malgré tous les progres de la recherche
en pharmacologie, le médicament antidiabétique idéal n’a pas été découvert, laissant le champ
ouvert a de nouvelles découvertes qui pourraient peut-étre stopper cette épidémie mondiale
(Kinne et Castaneda, 2011).

Plusieurs recherches s’orientent vers les plantes médicinales considérées comme
source énorme de multiples substances thérapeutique douées d’activités antidiabétique. Plus
de 1200 plantes différentes ont été décrites comme un traitement traditionnel du diabete
(Naczk et Shahidi, 2004).

Les composés phénoliques sont dotés d’un pouvoir antioxydant puissant et de ce fait
ils sont reconnus d’avoir de nombreuses activités thérapeutiques (antioxydante, anti-
inflammatoire, antibactérienne et anticancérigene) (Dave oomah, 2003).

Actuellement, les composés phénoliques font I’objet de nombreuses études
biologiques, et plusieurs composés actifs ont été caractérisés tels que, les polyphénols acides,

les flavonoides, lestanins, ... ect (Kim et al., 2002).

C’est dans ce contexte, que notre étude s’inscrit, et qui fait I’objet de I’évaluation
de Iactivité antia-amylase et antilipase de I’extrait d’acétate d’éthyle a partir d’Origanum

glandulosum.

Notre travail a été divisé en deux parties:




Introduction

Dans la premiére partie, une synthése bibliographique portant sur des généralités des
composes phénoliques, une description ethnobotanique de la plante et enfin les activités

biologiques a I’égard du diabéte et I’obésite.

Dans la deuxiéme partie, nous avons décrit le matériel végétal et |la méthodologie utilisée pour

cetravail. Lesrésultats ont &é exprimés et interprétés par rapport alalittérature.

Enfin, le manuscrit se terminera par une conclusion générale qui permettra de dégager

guel ques perspectives de prolongement a ce travail.
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Chapitre 1 Généralités sur [origan

|. Généralitéssur I’origan
I.1.Historique

Le nom «Origanum » vient du grec « Oros »= montagne, et « Ganos »= joie, I’origan
est donc considéré comme la joie ou I’ornement des montagnes. Les égyptiens se servaient de
I’origan pour embaumer leurs morts et apaiser les dieux, tandis que les anciens grecs, dans
leur croyance tiennent la plante comme un symbole de joie et couronnent les jeunes mariés
avec des sommités fleuries d’origan ; durant le moyen age en Pologne, I’origan était considéré

comme protecteur contre les maladies et la sorcellerie (Eberhard et al., 2005).

|.2.Présentation et description botanique

Le genre Origanum est une plante frutescente appartenant a la famille des lamiacées
gui comporte environ 38 especes, répandues dans les régions meéditerranéennes, Euro
Sibérienne et d’Irano Sibérienne. Plus 75%, d’Origanum se trouve autour des régions de I’est-
meéditerranéen (Sahin et al., 2004).

L’Origanum glandulosum Desf , est une plante spontanée endémique, se développant
en Afriqgue du Nord (I’Algérie et la Tunisie), c’est un arbuste aromatique ordinairement
appelé « Zaéter » (Bendahou et al.,2008). Selon Quezel et Sanata, (1963), I’origan est une
plante herbacée, ou sous ligneuse a la base, atige toutes dressée épisdenses; a fleurs restant
contigués apres la floraison. La corolle de couleur blanchétre a lévre inférieure bien plus
longue que la levre supérieure calice non bilabié a 5 dents subégales, avec un épi linéaire

glabre ou faiblement pubescent.

En Algérie, il existe 3 especesd’origan :

» Origanummajorana L.,
» Origanum glandulosum Desf .,
» Origanum floribundum Munby (Quezel et Sanata, 1963).

R/
L X4

Origanum glandulosum Desf.
Nom botanique : Origanum glandulosum Desf .
Noms |locaux

en Arabe et en Kabyle:

]
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en Francais: origan

en Anglais: oregano
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Figure 01: Photographie de I’Origanum glandulosum Desf (Annonyme,
2009).

|.3.Classification botanique

La classification botanique d’Origanum glandulosum Desf est présentée dans le
tableau I.

Tableau | : Laclassification botanique d’Origanum glandulosum (Guignard, 2001).

Regne Végétal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédone
Sous classe Astéridae
Ordre Lamiaes
Familles Labiées
Genre Origanum
Espéce Origanum glandulosum Desf.
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| .4.Composition chimique

|.4.1. Les huiles essentidlles

Depuis I’antiquité, les huiles essentielles sont connues pour leurs propriétés antiseptiques

assez importantes. Selon Bakkali et al.(2008), elles sont utilisées dans divers domaines :

Pharmacologique : agents antimicrobiens, analgésiques sedatifs, anti-inflammatoires,
spasmolytique (Bendahou et al., 2008).

Cosmétique : déodorants

Agro-alimentaire : agents d’emballements, conservateurs de nourriture (Bendahou et
al., 2008).

L’ importante activité de I’huile essentiale d’Origanum glandulosum Desf est due a sa richesse

en pheénols (carvacrol et tymol.....) (Bendahou et al., 2008).
|.4.2.L es polyphénols totaux

Les polyphénols sont des métabolites secondaires trés répandues dans les plantes
meédicinales dont leurs teneur est variable entre les différentes especes. Ce sont des potentiels

agents antimicrobiens (Xia et al., 2010).

L’origan est une herbe aromatique importante, riche en composés phénoliques avec
une forte activité antioxydante et antibactérienne (Sagdic et Ozkan, 2003 ; Capecka et al .,
2005) .
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Tableau 11 : Principaux acide phénoliques présents dans 1I’Origanum glandulosum

( Spiridon et al., 2011).

Nom Type Structure
O
CH;0 AN
Acide ferulique Phénols acide 3 OH
HO
Acide ursolique Phénols acide
Acide
rosmarinique Phénols acide
Acide caféique Phénols acide
Acide
p-Coumarique Phénols acide
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|.4.3. Lesflavonoides

Les flavonoides sont un groupe de produits naturels tres importants pour leurs activités
médicinales et biologiques. Ce sont des agents antioxydants et antimicrobiens (Granados —

Covarrubias et Maldonado, 2009).

Selon Skerget et al., (2005), le genre Origanum possede des flavonoides avec teneurs

variables a savoir la quercetine, I’apigenine et la myricetine.

Tableau |11 : Teneur des principaux flavonoides présents dans le genre Origanum (Skerget et al .,
2005).
Quercetine (mg /kQ) Apigenine (mg /kQ) myricetine. (mg /kQ)

219 17 21

Quercetine Apigenine Myricetine

Figure 02 : Quelque principaux flavonoides présents dans le genre Origanum (Skerget et al ., 2005).
[.4.4. Lestanins

Les tanins sont des métabolites secondaires des plantes médicinale présentant un grand
intérét médical, plus particulierement les proanthocyandines, en raison de leur puissant
pouvoir antioxydant (Oszmianski et al., 2007). L’Origanum vulgare L contient des tanins

dont une teneur estimée a 2,53 mg / g de proanthocyanidines (Hadi, 2004).
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Figure 03 : structure des proanthocyanidines (Der bel et Ghedira, 2005).
|.5.Domaine d’application de I’origan

Les especes d’Origanum sont largement connues comme herbe culinaire, pour

assaisonner les produits alimentaires et |es boissons alcooliques (Bendahou et al., 2008).

L’origan est recommandé en cas de manque d’appétit, d’aérophagie, de bronchite
chronique, de toux d’irritation, d’asthme, d’absence de régles, action antalgique, et

parasiticide, utile contre la pédiculose, les rhumatismes et la cellulite (Dellile, 2007).

Les préparations a base d’origan sont utilisées en médecine traditionnelle pour traiter
diverses maladies en tant que substance antispasmodique, antimicrobiennes, expectorantes
(fluidifiant les sécrétions bronchiques), elle sont également efficaces contre les troubles
digestifs et les problemes menstruels (Sahin et al., 2004).L’origan est un antitussif,
aromatique, calmant et sédatif (I’origan excite d’abord, puis calme le systéme nerveux) .11 est
auss employée la plupart du temps comme plante médicinale contre la coqueluche, toux,
fievre et bronchite (Belyagoubi, 2006 ; bendahou et al., 2008).
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II. Diabéte

[1.1. Définition du diabéte

Le diabéte est défini par une hyperglycémie chronique, soit une glycémie a jeun
supérieure a 1,26 g/l (7mmol/l) & deux reprises, soit une hyperglycémie supérieure a 2g/l
(11,2mmol/l) a n'importe quel moment de la journée (méme apres un repas), il apparait
lorsque le pancréas ne produit pas suffisamment d’insuline ou que I’organisme n’utilise pas
correctement I’insuline qu’il produit ou I’association des deux ( Rodier ,2001 ; Agencedela
Santé et des Services Sociaux de Montréal, 2011). La personne diabétique soufre d’une
polydipsie, d’une polyphagie, d’une polyurie, d’un amaigrissement, d’une perte de poids et
d’une grande lassitude. (Scheen et al., 2010).La fréquence du diabete continue de croitre du
fait notamment de I’augmentation du vieillissement de la population et des conditions de vie
(dimentation et obésité).le diabéte est assez fréquemment une cause de mortalité associée,
surtout pour les maladies cardiovasculaires. La gravité des pathol ogies associées tient surtout

a ses complications (Orban , 2007).

[1.2. Classification du diabéte

La classification du diabete repose sur I’étiologie et / ou la pathogénie de chaque type
de diabéte, parmi lestype les plus fréquent ; on distingue le diabete de typel (environ 5 a10%
de la population diabétique), et |e diabéte de type2 (90 a 95%).

[1.2.1. Diabete detype 1

Le diabéte de typel (diabete insulino-dépendant DID ou juvénile) est une maadie
majoritairement auto-immune, représente environ 10% des cas de diabete mondiaux. |l
apparait le plus souvent chez I’enfant et le jeune adulte. C’est une maladie auto-immune
conduisant a une destruction sélective et progressive des cellules 3 pancréatique, productrice
de I’insuline. Le processus auto-immune des cellules B débute plusieurs années (5 a10 ans
voir plus) avant le début du diabéte. L’évaluation de la glycémie suppose une destruction de
80 290% des cellules B (Grimaldi et al., 2009).

I1.2.2. Diabéte detype 2

Le diabéte de type 2 (non insulinodépendant DNID) Ce type de diabéte débute
généralement aprés |'age de 40 ans et représente 90% de I'ensembl e des cas mondiaux. Est un
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trouble de I’assimilation, de I’utilisation et du stockage des sucres apportés par I’alimentation.
Ce diabete se caractérise par une hyperglycémie dont la symptomatologie est souvent moins
bruyante que dans |e diabéte de type 1 (Capeau et Hermelin, 1994).

C’est la conséquence d’une anomalie secrétoire de I’insuline par les cellules
endocrines associée a une résistance a I’action de I’insuline. A I’opposé du diabéte de type 1,
il se caractérise par la découverte fortuite d'une hyperglycémie chez un adulte ayant le plus
souvent un surpoids. Le diabéte de type 2 est souvent associé a une hypertension artérielle
essentielle et/ou & une hypertriglycéridémie. Bien quiil soit également appelé "diabéte de la
maturité”, le diabete de type 2 est de plus en plus fréquent chez les enfants et les jeunes
adultes a cause du mode de vie actue (manque d'exercice, nourriture trop riche)
(Grimaldi ,2009).

11.2.3. Autretype de diabétes

Parmi les autres types de diabetes, on cite :
Le diabete gestationnel qui correspond a un trouble de la tolérance glucidique apparaissant
entre la 24°™ et |a 28°™ semaine de grossesse et disparaissant aprés I’accouchement (Rodier,
2001).
Le diabéte MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young) est un diabete d'hérédité
autosomale dominante. 1l sagit d'un diabéte non Insulinodépendant survenant avant I'age de
25 ans, parfois méme dans |'enfance (Jenkins et Campbell, 2004).

I1.3. Physiopathologie

La physiopathologie de diabéte type 2 est complexe; elle associe un trouble de
I’insulino-sécrétion, quantitatif et qualitatif par diminution du pic de réponse précoce aux
aliments en particulier au glucose. A ce, phénomene s’ajoute une insulino-résistance qui est
un trouble de la sensibilité des tissus périphériques a I’insuline ; expliquant I’hyperglycémie
lors de jeline. De plus; la carence en insuline en regard des niveaux glycémiques, est liés a
des troubles de la cellule B des Tlots de Langerhans, qui sont aggraves par I’hyperglycémie
elle-méme « glucotoxicité », et par les taux elevés d’acides gras circulants « lipotoxicité ». On
considére que la diminution de la masse des cellules B est de I’ordre de 50%, au moment du
diagnostic de diabéte ou I’hyperglycémie est précédée par 10 a 20 ans d’hyperinsulinisme eu

glycémique (Halimi, 2005).
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[1.4. Complications de diabete

La gravité du diabéte provient essentiellement de ses complications, along terme, qui
sont sources d’handicaps, d’incapacités et d’une altération de la qualité de vie. Les
complications du diabéte sont de deux types: complication aigue et chronique
(microvasculaires et macrovasculaires). Le diabéte de type 2 peut rester longtemps ignoré, il
n’est pas rare que le diagnostic du diabéte soit fait devant I’une de ces complications (Orban,
2007).

[1.5. Traitement du diabéte

Traiter un diabétique, c’est de chercher non seulement & baisser les valeurs
glycémiques les maintenir normalement mais aussi a corriger les autres facteurs de risques
vasculaires souvent associés. Pour atteindre ces objectifs, plusieurs thérapeutiques sont a notre
disposition. Un régime alimentaire bien équilibré en glucides, en protéines et en lipides ainsi
que I’exercice physique sont des composantes essentielles du traitement de diabéte sucré.
Encore, I’insulinothérapie occupe une place importante dans I’arsenal thérapeutique du
diabéte de type 1 et du diabéete de type 2. Ce dernier nécessite chez la majorité des patients et
surtout pendant les premiers stades, une prise en charge médicamenteuse. (John et Gerich,
2004).

11.5.1. Traitement du diabéte detype 1l

Dans le diabete de type 1, le traitement repose sur I’insulinothérapie. 1l s’agit de
mimer I’insulino-sécrétion physiologique a I’aide d’injections d’insuline. Les acquisitions a
réaliser ne se limitent pas aux connaissances mais concernent aussi des compétences sur la
gestion de I’insuline, de I’activité physique et de la composition des aliments. Grace a cette
malitrise, le patient vivant avec un diabéte de type 1peut avoir une alimentation quasi-libre (en
dehors des boissons sucrées), des horaires souples et des activités variables. Le patient doit
apprendre également a prévenir et a gérer I’hypoglycémie, conséquence d’un exceés relatif
d’insuline. Les insulines différent par leurs durées d’action ; on trouve les ultra-rapides (3 a5
heures) et les rapides (4 & 8h) couvrant les besoins prandiaux, les intermédiaires (9a16h) et les

ultra-lente (environ 24h) couvrant les besoins basaux (Dor chy, 2010 ; Mor et, 2010).

|
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11.5.2. Traitement du diabéte detype 2

L es médicaments pour le contréle strict de la glycémie permettent d'abaisser |e taux de
sucre dans le sang. Si I'exercice physique et le régime aimentation ne sont pas suffisants
pour contrdler le niveau de glucose. Le médecin peut juger nécessaire |'utilisation des
antidiabétiques oraux (ADO).Selon leur mode d’action, on peut actuellement regrouper ces
meédicaments en plusieurs familles (Deshaies et al., 2011).

[1.5.2.1. Inhibiteurs I’a-glucosidase

La famille des inhibiteurs des a-glucosidases, compte deux représentants : I’acarbose
et le miglital. lls inhibent de facon réversible des enzymes responsables de |a dégradation des
glucides complexes et, par conséquent, leur assimilation. Leur durée de digestion est ainsi
augmentée. Il en découle une baisse de la glycémie a jeun et post-prandiale sans
hyperinsulinémie associée. Leurs effets secondaires sont surtout digestifs et s’expliquent par
I’absence de clivage des glucides complexes provoquant des troubles intestinaux, des
diarrhées et des flatulences (Cheng et Fantus, 2005).

11.5.2.2. Sulfamides hypoglycémiants ou Sulfonylurées

L es sulfamides hypoglycémiants ou sulfonylurés constituent la famille ayant le plus de
représentants parmi lesquels on cite : le glibenclamide, le glibornuride, le gliclazide, le
carbutamide. Ils potentialisent I’action insulinosécrétante du glucose, d’ou une stimulation de
la sécrétion d’insuline par les Tlots de Langerhans non contenue par le niveau glycémique
d’ou le risque d’hypoglycémie. Ces médicaments peuvent aussi causer une prise de poids
(Landstedt-Hallinet al., 1999; Cheng et Fantus, 2005).

11.5.2.3. Biguanides (M éthformine)

Ce groupe de produits agit contre I’insulinorésistance. La méthformine qui fait partie
de ce groupe est connue sous le nom commercial de Glucophage ou Glumetza. Elle freine la
production hépatique de glucose par inhibition de la néoglucogenése, augmente le captage
musculaire du glucose par translocation des transporteurs du glucose GLUT-4 et la synthese

musculaire de glycogéne et inhibe la lipolyse au niveau du tissu adipeux et la production
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deVLDL (lipoprotéines de trés faible densité) par le foie, ce qui réduit considérablement la

résistance a I’insuline (Kirpichnikov et al., 2002).

11.5.2.4. Les glinides (répaglinide)

Ce sont des insulinosécréteurs plus récemment introduits sur le marché. Ils agissent
plus rapidement et plus brievement sur la sécrétion d’insuline et ciblent plus spécifiquement la
phase d’hyperglycémie postprandiale. Les glinides sont actuellement représentés par une
unique molécule : le répaglinide, qui est un insulinosécrétagogue oral non sulfamidé a action
rapide. Le répaglinide abaisse fortement la glycémie (faible risque hypoglycémique) mais
oblige a plusieurs prises quotidiennes (une avant chaque repas). En stimulant |a production
d’insuline par le pancréas, cet effet dépend du bon fonctionnement des cellules 3 (Bolen et
al., 2007).

11.5.2.5. Inhibiteursdela DPP-4 et analogue du GLP -1

Cette nouvelle classe comporte la sitagliptine est la vildagliptine. La sitagliptine est
pour le moment la seule commercialisee. Ils agissent sur les incrétines et provoquent une
diminution de la sécrétion de glucagon et I’augmentation de la sécrétion d’insuline, et
diminuent la vidange gastrique. En raison du fait que le GLPL est rapidement dégradeé par une
enzyme la DPP4, son action est trop courte pour qu’il puisse étre utilisé a des fins
thérapeutiques. Pour éviter cette difficulté, des inhibiteurs de la DPP4 sont utilisés. Les
inhibiteurs hautement sélectifs réduisent la dégradation endogene de GLP1, et possédant des

effets similaires au GLP1 avec moins d’effets secondaires (Deshaies et al., 2011).

[1.5.2.6. L’insuline

Le traitement initial du diabéte de type 2 ne comprend généralement
pas d’insulinothérapie. Les buts de I’insulinothérapie dans le diabéte de type 2 sont identiques
a ceux du diabete de type 1. En cas d’échec du traitement antidiabétique oral chez le
diabétique de type 2, il parait nécessaire d’instaurer I’insulinothérapie précocement pour
préserver le capital insulinosécrétoire résiduel. 1l est recommandeé actuellement d’utiliser des
associations d’insuline et d’antidiabétiques oraux dont les mécanismes d’action différent, afin

d’obtenir un équilibre glycémique dans des conditions de sécurité maximale.
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L’insulinothérapie définitive devient bien évidemment nécessaire en cas de contre-indication

alapoursuite des antidiabétiques oraux (insuffisance rénale, hépatique...) (Agin, 2006).

Diminution de la production hépanuque
du glucose : biguanides

Augmentation de I'utilisation péniphénque du glucose :
biguanides, glitazones

LY
-

/

Duodénum y 7 T = T
Stimulation de la secrétion d’insuline par

les cellules B du pancréas :

glinides et sulfamides hypoglycémiants,
gliptines, exénatide

Réduction de 1'absorption intestinale du glucose:
inhibiteurs des alpha-glucosidases

Figure 04: L’action anti- hyperglycémiante des antidiabétique oraux (Deshaies et al .,
2011).
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[.1. Matériel végétal
|.1.1. Collection de I’échantillon

L’echantillon d’Origanum glandulosum Desf utilisé dans ce travail, provient d’une
région de la commune d’Adekar, wilaya de Bejaia .La récolte a été faite pendant la floraison

en moisd’avril 2014.

Lesfeuilles de I’origan préleve dans des endroits propres loin de la pollution, ont subi
une série de traitements en vue de réaliser I’extraction et le dosage des polyphénols totaux
ainsi que I’évaluation de I’activité anti a-amylase et [I’activité antilipase. Le travall a éé

réalisé sain du laboratoire d’enzymologie, université A. Mirade Bejaia.

|.1.2. Séchage et broyage

Les feuilles d’Origanum glandulosum Desf. Sont nettoyées et débarrassees de la
poussiere et d’autres impuretés et misent a secher a I’aire libre pendant dix jours, aprés dans
une éuve a température de 40°C, & I’abri de la lumiére jusqu’a la stabilité du poids sec.
(Owen et Jhons, 1999). apres le séchage, les échantillons séchés obtenu sont  été réduits en
poudre a I’aide d’un broyeur électrique (Diallo et al., 2004). La poudre ainsi obtenue a été
ensuite conservée dans un récipient en verre, fermé hermétiqguement et stockée a I’abri de la

lumiére pour des utilisations ultérieures.

1. Méthodes

[1.1. Extraction des polyphénols

L’obtention d’un principe actif a partir des végétaux nécessite souvent une extraction.
Dans cette étude, une extraction de type solide/liquide (par macération) a été realisée selon la
méthode de Owen et Johns (1999), avec quelques modifications. Les étapes de I’extraction

sont résumées comme suit :
[1.1.1. Macération
> Principe

La maceération consiste a laisser tremper la matiére vegétale dans I’eau ou dans un autre

solvant organique a température ambiante, sous agitation continue.
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L’extraction a lieu par pénétration du solvant dans la cellule végetale, phénoméne provoquant
leur gonflement et la rupture des liaisons moléculaires de faible énergie. Les composés sont
alors dissouts et diffusent progressivement des cellules vers le solvant (Royer et al., 2010).

> Modeopératoire

Plusieurs solvants organiques peuvent étre utilisés pour I’extraction des composés
phénoliques, tels que : méthanol, éthanol...ect. (Owen et Jhons, 1999).
Le meéthanol est I’un des solvants qui donne meilleur rendement d’extraction (Ribereau
Gayon, 1968, Diallon et al., 2004).Le procedé d’extraction est réalise comme suit :22g de la
poudre est gjustée a 250 mL de méthanol. Le mélange est soumis a une agitation a I’aide d’un
agitateur magnétique, durant 6 jours a température ambiante et a I’abri de la lumiere, afin
d’éviter les phénomeénes d’oxydation. L’agitation des particules dans le solvant permet leur
maintien en suspension et I’homogénéité du milieu. Aprés macération, les mélanges ont été
filtrés & I’aide d’un papier filtre (watman n°1).Une partie de I’extrait obtenue a été utilise
pour les dosages totaux (polyphénols).0

I1.1.2.Déipidation
» Principedel'ampoule a décanter :

Utilisé pour séparer par décantation deux liquides non-miscibles. Les deux phases sont en
géné&ral I'une agueuse et |'autre organique (éther, cyclohexane, chloroforme...).

» Modeopératoire:

Une prise d’essai (extrait méthanolique) est mélangée avec I’hexane (V/V).L’opération
est répétée trois fois afin d’extraire le maximum de lipides. L’ampoule ne doit pas étre
remplie plus qu'aux 2/3 si non l'agitation n'est plus assez efficace, reposer I'ampoule sur son

support, enlever le bouchon et laisser décanter et récupérer la phase agueuse.
I1.1.3.Fractionnement des polyphénols

L’extrait méthanolique obtenu est soumis a une deuxiéme extraction de type
liquide/liquide dans une ampoule a décanter. Cette derniere consiste au transfert sélectif de
solutés présents initialement dans un solvant vers un autre solvant non miscible, et pour

récupération des composés phénoliques a00 fin de pouvoir séparer les fractions de
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flavonoides, nous avons utilisé un solvant ; I’acétate d’éthyle qui entraine la majorité des

hétérosides (pour les flavonoides aglycones mais surtout les monoglycosides)

(Bruneton,2009).

Le séchage de I’extrait est fait a I’aide de I’appareil Rotavapor, lequel est soumis a une

évaporation sous vide en utilisant une pompe a vide avec une vanne de contréle dans un

évaporateur rotatif a 40°C. La duré du séchage est de 20 mn. Les résidus secs résultants ont

été ensuite congelés &80 C afin d’étre lyophilisés.

Matériel végétal broyé : 22g

Extrait méthanolique

Phase lipidique

Extraction par méthanol (250ml) pendant 6 jours

Délipidation al’hexane (V : V)

Phase méthanolique

{

Extraction a I’acétate
d’éthyle

Fractionnement

-

Phase méthanolique

Phase acétate d’éthyle

J Evaporation
Sous a sec et
Obtention de la L yophilisés

poudre

Figure 05 : Protocole d’extraction des polyphénols apartir du I’Origanum glandul osum.
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I1.2. Dosage phytochimique

L’objectif de ce dosage est d’estimer le contenu en polyphénols totaux (polyphénols
acides et flavonoides) des feuilles de plante et d’évaluer leurs capacités anti a-amylase. Le
dosage de ces composés phénoliques est généraement réalisé par des réactions colorées
(Bruneton, 1993).

I1.2.1. Dosage des phénols totaux
» Principe

La quantification des composés phénoliques totaux est basée sur la réaction
d’oxydoréduction. Les composes phénoliques réagissent avec le réactif de Folin Ciocalteu qui
est un mélange d’acide phosphotungestique (H3PW1,04) et d’acide phosphomolybdique
(H3PM012,040), qui sont réduits lors de I’oxydation des polyphénols en oxydes bleus de
tungstene (WgO.3) et de molybdéne (MosOa3), la réaction donne une coloration bleue qui est
proportionnelle au taux des composés phénoliques qui est dosée par |a spectrophotomeétrie UV
-visible (Ribereau- Gayon , 1982).

» Modeopératoire

Lateneur en polyphénols totaux dans I’extrait méthanolique de la plante a été estimeée
selon la méthode colorimétrique de Folin-ciocalteu. Selon la méthode décrite par Owen et
Johns, (1999) ; 0.2mL de chaque extrait méthanolique sont additionné avec 0,5mL de Folin-
ciocalteu (IN). Aprés 1 minutes d’agitation, 1,5 mL (7,5%) de la solution carbonate de
sodium (NaCOs) sont gouté. Par la suite, les mélanges sont incubés pendant deux heures a
I’obscurité afin d’éviter I’oxydation enzymatique des polyphénols (Proestos, 2005). Une

lecture d’absorbance est effectuée au spectrophotometre a 750 nm contre un blanc témoin.

Les concentrations en composés phénoliques totaux des extraits de plantes sont
déterminées en se référant a une courbe d’étalonnage obtenue avec I’acide gallique comme

standard d’étalonnage (Annexe Il).
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I1.2.2.Dosage des flavonoides
» Principe

La méthode repose sur le principe du dosage direct par le chlorure d’aluminium. En
effet, les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5,
susceptible de donner en présence de chlorure d’aluminium un complexe jaunatre par
chélation de I’ion AlI*,
La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente dans
I’extrait (Ribereau-Gayon, 1968).

» Modeopératoire
Le dosage des flavonoides est effectué selon la méthode décrite par (Djeridaneet al.,
2006). Un volume de la solution de chlorure d’aluminium a2 % (2mL) est additionné d’un
méme volume (2mL) de la solution d’extrait. L’absorbance est lue a une longueur d’onde de
430 nm, Letémoin est préparé avec la solution de chlorure d’aluminium et de méthanol.
(2g de chlorure d’aluminium ont été dissouts dans 100 ml de méthanol afin de préparer
la solution de chlorure d’aluminium & 2 %).
Letaux des flavonoides contenue dans I’extrait méthanolique de la fraction acétate d’éthyle a

été évalue selon laméthode de Djeridane et al., (2006) décrit ci-dessous :

2ml de la solution de chaque fraction dilué 1/10

A

Ajouter 2ml d’Al Cl 3a2% pour chague fraction

A 4
Mélanger bien et laisser reposer 10 min a I’obscurité

A 4
Lecture de I’absorbance a 430nm pour chaque fraction

Figure 06 : schéma représentatif du protocole du dosage des fractions flavonoidiques
(Djeridaneet al., 2006).
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La concentration des fractions flavonoidiques est déterminée en se référant a la courbe

d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme standard d’étalonnage (Annexe 1)
I1.3. Caractérisation phytochimique des composés phénoliques
11.3.1. Séparation par chromatographie sur couches minces (CCM)

» Principe

La CCM est une technique physique de séparation des constituants d’un mélange
complexe parentrainement a I’aide d’une phase mobile (solvant) le long d’une phase
stationnaire (gel depolyamide, gel de silice, alumine) maintenue sur une plague en verre ou en
plastique rigide,en se basant sur les phénomenes d’adsorption et de partage. La réveélation se
fait sous controle UV ou a la suite de pulvérisation de réactifs spécifiques pour les composés
recherchés.

» Mode opératoire

Afin de pouvoir séparer les constituants que I’on peut rencontrer chez cette plante, une
partie de I’extrait a été solubilisée dans |le méthanol et déposeée sur plague de CCM de gel de
silice. La plaque a été développée dans une cuve saturée contenant le mélange Toluéene/
MeOH (90:10, V : V).

La plague a été révélée en UV a 365 nm, et pour mieux caractériser les taches, la
plague a été révélée par pulvérisation du réactif a la vanilline sulfurique. Les informations
recueillies ont ensuite été confrontée aux données bibliographiques collectées sur la famille et
le genre de cette espece.

11.3.2. Séparation par Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

> Principe

La chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) est une technique
de séparation anaytique gque ce soit a des fins qualitatives ou quantitatives basée sur
I’hydrophobicité des molécules d’un composé ou d’un mélange de composés. L’échantillon a
analyser est poussé par un éuant liguide (phase mobile) dans une colonne remplie d'une phase
stationnaire composée de grains solides tres fins. Le débit d'éuant est assuré par une pompe a
haute pression. Dans la colonne, les divers composés de I’échantillon sont séparés I’un de
I’autre en raison de leurs diverses affinités a I’égard des deux phases - stationnaire et mobile.

=
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A la sortie de la colonne les composés sont détectés a I’aide d’un détecteur (UV, IR etc.).
Dans nos études, des détecteurs UV basés sur la mesure de la longueur d’onde des composés
ont été utilisés.

» Mode opératoire

L’isolement des polyphénols de I’extrait d’acétate d’éthyle d’Origanum glandulosum
a éé effectué par chromatographie liquide a haute performance (HPLC). L’appareillage est
de modéle variant, ProStar 210 couplée a un détecteur a barrette diodes (ProStar 335) avec
une colonne type Variant Microsorb 100 C18 Dynamax en phase inverse de dimension
250%21,4 mm et 5 UM atempérature ambiante.
Le débit est de 0,6 mL /min et le volume d’injection de I’échantillon était de 5 mL. Le
gradient utilisé est résumé dans le tableau V.

Tableau IV : Gradient de solvant utilisé pour I’analyse de I’extrait EtOAc en HPLC semi-préparative.
Solvant A : eau a0,1% TFA, solvant B : acétonitrile 0,1% TFA (acide trifluoroacétique).

Temps A% B%
0 % 10
5 % 10
10 85 15
60 78 22
62 0 100

A 65 mn, le systéme est maintenu linéaire pendant 10 min, puis le rééquilibrage de la colonne
a étéréalisé pendant 10mn.

I1.4. Evaluation de I’activité anti-a-amylase

I1.4.1. Test d’inhibition de I’alpha- amylase
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> Principe

L’amylase de mammifere, sécrétée par le pancréas a travers le suc pancréatique, est
une enzyme dont le réle essentiel est d’hydrolyser I’amidon alimentaire en dextrose, maltose

et glucose. Cette enzyme pourrait étre secrétée auss parles glandes salivaires.

Les inhibiteurs de I'hydrolyse des hydrates de carbone par I’amylase dans le tractus
digestif retardent leur digestion et prolongent leur temps, causant une réduction dans le taux
d’absorption du glucose (Megh Raj Bhandari et al, 2008), et par conséquent diminution des

niveaux de glucose plasmatique et abaissement de I’hyperglycémie. (Hong Gao et al, 2008).

> Modeopératoire

La technique utilisée dans le cadre de ce travail est selon la méthode de ( Sindhum et
al., 2013)Au préaable, deux solutions ont été préparées, a savoir la solution mere d'amidon a
1 % et la solution d’amylase a 2,5 mg /mL dans le tampon phosphate 0,02 M a pH 6,9, les
deux solutions sont conserveées a une température de 4°C.Le mélange réactionnel contient 300
ML du tampon phosphate, 80uL de I’extraits (acétate d’éthyle) a (0,05-0,7 pg/mL)et 20 pL
d’amylase. Le mélange est incubé pendant 15min, ensuite 100 pL d’amidon sont ajoutés.
Enfin, la réaction enzymatique est stoppée par I'gjout de 2 mL de la solution acide acétique a
50%.

L’absorbance est enregistrée a 450 nm contre un blanc. L’activité inhibitrice calculée en
termes de pourcentage d’inhibition de I’activité enzymatique est effectuée par la loi

suivante:

% Inhibition =Abs (contréle) — Abs (échantillon) / Abs (contrdle) x 100

Abs (contréle) =absorbance de I’enzyme avec substrat
Abs (échantillon) =absorbance de I’enzyme avec substrat et I’extrait

I1.5.Evaluation de I’activiteé antilipase

[1.5.1. Test d’inhibition de lalipase

Lalipase est une enzyme d’origine essentiellement pancréatique, libérée par le tractus

digestif pour la digestion des graisses.
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» Principe

La lipase hydrolyse I'huile d’olive (poly insaturé€) riche en triglycérides en produit le
glycérol et en acides gras principa ement |'acide linol é que.

La spectrophotométrie est une méthode anal ytique quantitative qui consiste a mesurer
|'absorbance ou la densité optique d'une substance chimique donnée en solution. Plus cette
espéce est concentrée plus elle absorbe la lumiére dans les limites de proportionnalités

enonceées par laloi de Beer-Lambert.

» Mode opératoire

L’inhibition de la lipase par I’extrait acétate d’éthyle d’Origanum glandulosum est
déterminée par la méthode d’Oben, (2010).Avec quel ques modifications.

Le milieu réactionnel contient 200 uL de la lipase d’Aspergillus dissout dans le
tampon tris 0,2 M de pH = 7,7 et 800uL dhuile d’olive émulsifiée, et 200uL d’extrait
(I’acétate d’éthyle) a (0,025-1 mg/mL) sont gjoutés a la préparation, le mélange est ensuite
incubé a 37°C pendant 30 minutes et la lecture est effectuée a 560 nm contre un blanc

dépourvu de I'enzyme.

Le pourcentage d’inhibition de I’activité enzymatique est calculé par laloi suivante :
% Inhibition =Abs (contréle) — Abs (échantillon) / Abs (contrdle) x 100
Abs (contréle) =absorbance de I’enzyme avec substrat

Abs (échantillon) =absorbance de I’enzyme avec substrat et I’extrait
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Résultats et discussion

|. Analyse phytochimique
| .1.Dosage des composées phénoliques

L’extraction utilisée en premier lieu est de type solide-liquide, c’est -adire que le
solvant doit franchir la barriere de I’interface solide-liquide et dissoudre le principe actif (les
composés organiques) que le solide renferme a I’intérieur. La plupart des auteurs suggérent
que I’entrée du solvant se fait par un mécanisme osmotique et |a sortie du soluté par diffusion
(Riber eau-Gayon, 1968).

|.1.1.Polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux de I’extrait méthanolique est déterminée par
colorimétrie, utilisant le réactif du Folin-ciocalteu.Ce dernier a comme propriété de réagir

avec les fonctions phénols (Riber eau-Gayon, 1968).

Le résultat de dosage marque la présence de polyphénols dans I’ Origanum glandul osum
Desf avec une teneur moyenne de (92.80+0 ,48mg EAG /g de MS).Pour le genre Origanum,
une étude menée par Chun et al. (2005), montre que la teneur en composés phénoliques de
I’extrait aqueux d’Origanum wulgare, est de (52,8mg EAG/g MS).Elle est |égérement
supérieure, pour I’extrait éthanoliqgue a60% (55.35 mg EAG/g MS). Ces résultats sont
|égerement différents a celui obtenu pour Origanum glandulosum Desf dans |a présente étude.

Cette |égére différence peut étredue au solvant utilisé dans notre éude qui est le méthanol.

La teneur en polyphénols d’Origanum glandulosum Desf (92.80 mg EAG/g) est a peu
pré deux fois moindre par rapport & celle obtenue pour I’extrait aqueux & 50°C d’Origanum
vulgare de la région d’Espagne (175mg EAG/Q) (Rodriguez- Meizoso et al., 2006).Elle est
tres inférieure a celle rapportée par Skerget et al. (2005), qui est de (186mg EAG/g) pour
I’extrait méthanolique d’Origanum wulgare de la région de Slovénie, par contre elle est
supérieure a celle de I’extrait méthanolique a 80% d’Origanum vulgare, de la région de
Pologne (22.21mg EAG/g) (Capecka et al., 2005).Ces différences par rapport aux résultats
obtenus peuvent étre expliquées selon Golietal. (2005), que la teneur en polyphénols totaux
dépend du solvant et la méthode utilisée. Aussi ces différences de résultats peuvent étre liées a
la différence des conditions climatiques, qui peuvent jouer un rdle dans la synthese de ces

COMpOSsEs secondaires.
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|.2.Teneur en flavonoides

L’extraction utilisée en deuxiéme lieu est de type liquide/ liquide qui permet de

diffuser les composés phénoliques dans un liquide.

Les flavonoides constituent le groupe le plus hétérogene des composés phénoliques
répartis dans différentes classes, dont certains sont solubles dans les solvants polaires tandis
que d’autres sont solubles dans les solvants apolaires (Macheix et al., 2005).

Les teneurs en flavonoides d’Origanum glandulosum Desf sont présentées dans la figure ci-

dessous.
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Figure 07: Teneur en flavonoides d’Origanum glandulosum Desf.

Les résultats des dosages représentés dans la figure montrent la présence des
flavonoides dans d’Origanum glandulosum Desf avec des teneurs différentes en fonction des

solvants utilisés.

On note que la teneur en flavonoides totaux est de 32.70+0, 3 supérieure a celle de la
fraction acétate d’éthyle qui est de 2.75 %0, 47(exprimées par mg EQ/g de MS). Les
différences trouveées en teneurs des flavonoides en fonction des solvants, sont probablement

dues alapolarité de ces derniers et leurs capacités a extraire différents type de flavonoides.

En comparant ces résultats avec celles effectuées dans une espece de la méme famille
gue I’Origanum glandulosum Desf, Tsai et ses collaborateurs (2007), ont trouvé une teneur

en flavonoides de Rosamarinus officinalis (60.7 mg EC/ g de MS) qui est a peu prés deux




Résultats et discussion

fois plus grande que celle des flavonoides totaux d’Origanum glandulosum Desf
(32.70+£0, 3mg EQ /g deMS). Aussi la différence peut étre liée au standard et au genre.

|- Caractérisation phytochimique
I1.1. Analyse par CCM

Le résultat de I’analyse par chromatographie sur couche mince a montré un profil
présentant une migration des composes phénoliques des extraits méthanoliques et d’acétate
d’éthyle. Le comportement des taches visualisées a la lampe UV a montré plusieurs taches

pour I’extrait méthanolique. Le résultat de cette étude est représenté dans lafigure 10.

Figure 08 : Image vue sous lompe UV de la migration des extraits méthanolique et acétate

d’éthyle des polyphénols sur CCM.
[1. 2.Analyse des composes phénoliques sur HPLC

La séparation des composés phénoliques a partir d’extrait EtOAc d’O.glandulosuma
été effectuée par HPLC analytique en utilisant une colonne C18 Prontosil de phase inverse
(250 mm x 20 mm, 5 granulométrie pm), protégé par une colonne de garde C18 Ultra sep
(chromatographie Bischoff, Allemagne) qui nous a permis d’avoir une bonne résolution des
composeés selon le gradient utilisé (Figure 11). En fait, nous avons été amenés a éudier au
préaable, la séparation des composés en testant plusieurs programmes de gradient qui
permettent de donner le meilleur profil de séparation.
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Figure 09: Profil chromatographique de I’extrait d’acétate d’éthyle d’Origanum

glandulosum.

Tableau V: Type des polyphénols extrait par I’acétate d’éthyle

Numéo  Tempsderétention Type de polyphénols
depic (min)
1 25 Acide Rosmarinique
43 Apigénine glucuronide
52 Ac Lithospermique B
4 69 Globoidnan B

Le profil HPLC de I’extrait acétate d’éthyle d’O.glandulosum obtenu a révélé la
présence de quatre pics majoritaires avec des temps de rétention (Tg) différents. Ce profil a
montré aussi une bonne résolution des composés en fonction du gradient utilise.
L’identification des composés séparés par HPLC a été faite sur la base des données de
littérature (Badli et al., 2014). Parmi les composés obtenus, nous pouvons distinguer 2 acides
phénoliques (acide rosmarinique et acide lithospermique), un flavonoide (apigénine

glucuronique) et un cyclilignane (globoidnan B).
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[11. Evaluation des activitésinhibitrices Origanum glandulosum

La mise en évidence du pouvoir anti-a-amylase de I’extrait d’Origanum glandulosum
aété réalisée par une technique de cinétique enzymatique. Tres peu de travaux ont été réalises

sur I’étude des propriétés anti-a-amylase de la plante choisie Origanum glandul osum.
[11.1.Pouvoir inhibiteur de I’a-amylase

Dans notre étude, |'activité enzymatique de |I' a- amylase a éé mesurée a l'aide du
substrat I'amidon. Nous avons néanmoins choisi I'amidon comme substrat essentiellement

pour lacommodité de réaliser le dosage par |es méthodes photométriques.

Dans le but de trouver un inhibiteur naturel de I' a- amylase, nous avons donc étudié
I'effet de I’extrait d’acétate d’éthyle d’Origanum glandulosum sur son activité a des
concentrations variables de I’extrait. Les mesures ont été effectuées avec |'amidon comme
substrat de I'enzyme. L'influence du temps dincubation sur l'inhibition de ['activité

enzymatique par I’extrait d’acétate d’éthyle a été examinée jusgu'a 30 min.

L ensemble des résultats obtenus a partir de I’extrait d’acétate d’éthyle de notre plante
montrent qu’ils ont la capacité d’inhiber I’activité de a-amylase avec une ICso €quivaent a
402,44 + 0,2 u /mL. Ce pouvoir inhibiteur peut étre expliqué par le fait que I’extrait d’acétate
d’éthyle possede des composés portant des groupements fonctionnels proches de ceux du
substrat qui est I’amidon, ce qui a occupé le site actif de I’enzyme.

Lafigure 12: montre le pouvoir inhibiteur de a-amylase pour I’extrait d’acétate d’éthyle.
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FigurelO: Evaluation de pouvoir inhibiteur de I’activité de a-amylase en fonction des

concentrations d’extrait d’acétate d’éthyle de I’Origanum glandul osum.
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Ce résultat est quasiment conforme a celui obtenu par les travaux de McCue et al.
(2004) qui ont estimé un pourcentage d’inhibition de o- amylase a 57% de [I’extrait
éthanoligue a 50%.

Tableau VI: récapitulation des valeurs d’ICsp et des % d’inhibition de I’activité de a-
amylase par I’extrait d’acétate d’éthyle.

% d’inhibition de la a-
Concentration pg /mL amylase par I’extrait [ Cso(ug/mL)
acétate d’éthyle

50 37,43
100 37,43
300 46, 56 402,44
500 51, 91
700 57,97

[11.2. Pouvoir inhibiteur delalipase

Les lipases sont des enzymes qui ont été classiquement utilisées pour I'hydrolyse des
triglycérides avec la production concomitante des acides gras libres. Cependant ces enzymes
montrent également I'activité catalytique vers une grande variété d'acools et d'acides gras
dans des réactions de synthese d'ester a condition gque la spécificité dans les ester et |'eau soit
tres basse (Gautam, 2006).

La recherche de I’inhibition de I’activité de la lipase a été effectuée par la méthode
spectrophotométrique. Dans le cadre de ce travail, nous avons remarqué que |’extrait acétate
d’éthyle utilisé arévélé des effets inhibiteurs significatifs par rapport a lalipase. Ce résultat
a révélé une I1Cs correspondant a 77,20 + 0,5 ug/mL et qui a éé démontré par un taux
d'inhibition qui augmente en fonction de la concentration de I’extrait utilisé.
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Figurell:Evaluation du pouvoir inhibiteur de I’activité de la lipase en fonction des

concentrations d’extraits acetate d’éthyle d’Origanum glandulosum.

Ce résultat de I’inhibition de la lipase sur I’O. glandulosum évalué a 73,15 % a été
nettement supérieur a celui trouvé par (Gholamhoseinian et al., 2010), qui ont estimé un
pourcentage d’inhibition égquivaent a 23% sur I’espece Origanum majorana. De plus, notre
résultat de I’IC50 égal a 77,20 = 0,5 ug/mL est clairement inférieure a celui trouvé par
Bustanji et al. (2011) qui ont signalé une inhibition de la lipase par rapport a Origanum

syriacum L.Avec une | Csy correspondant a 234 ug/mL.
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Conclusion et perspectives

L’Origanum glandulosum une plante endémique de I’ Algérie et la Tunisie, représente
une source inépuisable de composés naturels bioactifs, il s’agit des composés phénoliques et

certains flavonoides qui sont largement utilisés en médecine traditionnelle.

En termes de cette étude sur I’extrait d’acétate d’éthyle d’O. glandulosum et ses activités
anti-a-amylase et antilipase, nous pouvons ressortir plusieurs conclusion propre a cette

plante:

> Lesrésultats des différents dosages ont permis de mettre en évidence la richesse des
extraits méthanolique, et acétate d’éthyle d’Origanum glandulosum en différentes
classes de composés phénoliques (polyphénols totaux, les flavonoides ...), les teneurs

en ces composés sont différents d’un extrait a un autre.

» Les composés phénoliques nous a permis de voir des composés majoritaires et qui sont
probablement les composes ayant |e potentiel antioxydant puissant qui peut expliquer

leur pouvoir inhibiteur vis-avis I’a amylase et la lipase.

» Leprofil de HPLC affirme larichesse d’Origanum glandulosum en composés
phenoliques tels que : acide rosmarinique et acide lithospermique, apigénine glucuronique et
globoidnan B.

> A propos du test de I’inhibition de I’activité de I’a-amylase par I’extrait acetate
d’éthyle d’O. glandulosum, le résultat obtenu nous a amené a distinguer une capacité
d’inhibition de I’activité de I’ a-amylase avec 1Csy de 402,44 £ 0,2 ug/mL. Deplus,
le deuxieme test de I’inhibition de I’activité par la lipase avec I’extrait acetate

d’éthyle, a présenté une meilleure activité antilipase avec 1Csp de 77,20 ug/ mL.

L’ensemble de ces résultats a permis d’évaluer les activités anti-a-amylase et antilipase
d’Origanum glandulosum et de sélectionner les familles des composés phénoliques d’intéréts
biologiques afin de mieux connaitre, de valoriser et d’utiliser ces ressources dans le domaine

thérapeutique.

2y



Conclusion et perspectives

Pour plus d’efficacité, de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées :

» |l serait intéressant de procéder a une caractérisation qualitative plus poussée, des
extraits d’Origanum glandulosum pour la détermination des structures et des

propriétés chimiques de leurs composés phénoliques.

» Elargir le panel des activités anti-a-amylase et antilipase in vivo et in vitro, et
pourquoi pas d’autres tests biologiques : anti tumorale, anticancéreuse et anti-

inflammatoire.

&
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Annexel : matérielset produit utilisés
1. Produit chimique

Acétate d’éthyle

Amidon

Carbonate de sodium(Na,COs3)
Chlorure d’aluminium(AICI5)

DMSO

Eau distillée

HCL

L’hexane

Méthanol

Na >Hpo,

NaCL4

NaOH

Réactif Folin ciocalteu

Standards polyphenols : acide gallique, quercétine
a- amylase

2. Matériels

Agitateur magnétique de marque VELR
Ampoule a décompter

Entonnoir

Erlenmeyers

Balance éectronique

Balance de précision

Béchers

Broyeur éectrique

Entonnoirs en verre
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Etuve

Papiersfiltres wattman
Tubea S
Micropipette 200-1000 ul
Micropipette 10-100 ul
Spectrophotométre
Cristallisoire

Béchers

Ballon

Pipettes

Spatule métallique

pH metre



Annexell :

Absorbance a 750 nm

y =0,0069x - 0,0433
R?=0,9982

20 40 60 80 100 120 140
Acide galique(mg/ml)

160

Figure 01 : Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux.

Absorbance a 430 nm
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Figure02 : Courbe d’étalonnage des flavonoides.
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% d'inhibitio de a -amylase

= N WSS U O
o O o o o o

57,97

o

51,91
46,56
37,43
32,43 l
50 100 300 500 700

concentration de I'extrait d'acétate d'éthyle ug/ml

Annexes

Figure 03 :Histogramme des % d’inhibition de a-amylase en fonction de concentration de

I’extrait d’acétate d’éthyle.
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Figure 04 : Histogramme des % de I’inhibition de lalipase en fonction de concentration

del’extrait d’acétate d’éthyle
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Figure 05 : Courbe pour le calcul d’ICsp pour I’inhibition d’o amylase par I’extrait acétate

d’éthyle.
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Figure 06: Courbe pour le calcul d’1Cso pour I’inhibition de la lipase par I’extrait acétate

d’éthyle.
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Glossaire

1-Glossaire botanique

Angiosper mes : Plante afleurs.
Dicotylédones : Plante angiospermes (plante a fleurs) dont la graine contient
deuxcotylédone.



Glossaire

2-Glossaire médical

Antalgique : Permet d’atténuer et voir méme de supprimer la douleur.
Antimicrobienne : Permet de détruire (bactéricide) ou de raentir (bactériostatique) la
Antioxydant : Lutte contre le stress oxydatif et protége la cellule d’une oxydation par
les radicaux libres. Croissance des microbes.

Antispasmodique ou Spasmolytique : Calme ou de neutraliser des contractions
involontaires des muscle. Ils sont souvent utilisés dans les spasmes digestifs, les
douleurs atype de colique hépatiques ou néphrétiques et les douleurs utérines de la
femme.

Anti-inflamatoire : Qui fait dégonfler, et diminuer I’irritation. La plupart des sont
auss des antidouleurs.

Asthénie: affaiblissement de I’organisme, fatigue physique.

Auto-immune : processus caractérisé par une agression de I’organisme par son propre

systéme immunitaire.

Glycémie: Taux de glucose dans le sang Gréce a plusieurs mécanismes de régulation,
la glycémie est maintenue sensiblement constante (autour de 1gramme par litre) afin
d’apporter aux tissus des quantités constantes de glucose sanguin.

Homéostasie glycémique : Maintient de la glycémie a une valeur normale.
Hyperglycémie : Augmentation anormale de la glycémie au — dessus de la norme.
Polydipsie : Sensation de soif exagérée, camée, par une prise de boisson abondante.
Polyphagie : Symptéme ou maladie caractérisé (€) par une faim excessive avec une
absence de sensation de satiété, traduisant, un exces dans |e comportement
alimentaire.

Polyurie : Augmentation (au- dessus du seuil de 3 litres) de la quantité des urines
émises pendant 24heures.

Post -prandiale : Relatif aux repas. Un événement post — prandial est un phénomeéne
survenant apres le repas, comme la douleur postprandiale, caractéristique de I’ulcere
gastroduodénal.

Sédatif : Qui calme I’organisme.
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Résumé

L’Origanum glandulosum est une plante trés abondante, utilisé comme plante médicinale,
phyto-thérapeutiques traditionnelle. Cette plante doit sa vertu thérapeutique aux principes actifs
qu’elle contienne. Parmi ceux-ci les polyphénols.

L’objectif de ce travail est lamise en valeur de la composition phénolique et I’évaluation de
I’activité anti-a-amylase et antilipase des polyphénols de cette plante. Ce travail s’articule autour de
deux axes, I’un porte sur la valorisation phytochimique du dosage et caractérisation par HPLC des
composés phénoliques d’extrait acétate d’éthyle d’O.glandulosumet d’autre part I’évaluation in vitro
de I’activité anti-o-amylase et antilipase Les résultats des travaux effectués montrent que la teneur des
différents composes phénoliques est de 92 ,80 mg EAG / g des polyphénolstotaux, 32,70 mg EAG/ g
en flavonoides. L’analyse qualitative des polyphénols d’extraits d’ Origanum glandul osum par HPLC
arévélé laprésence acide rosmarinique et acide lithospermique, apigénine glucuronique et globoidnan
B.

L’ensemble de ces résultats a permis d’évaluer les activités anti-a-amylase et antilipase
d’O.glandulosum. L’extrait d’acétate d’éthyle d’O. glandulosum possede une activité inhibitrice de 0-
amylase de ICsy de 402,44 ug /mL par contre I’activitéinhibitrice de lalipase par I’acétate d’éthyle est
delCgégadea 77,20 ug /mL cela permet de valider I’usage traditionnel de la plante dans le traitement
du diabéte.

Mots clés: Diabete, Plante médicinale, O.glandulosum Desf, flavonoides, anti-a-amylase et
antilipase.

Abstract

The Origanum glandulosum is a very abundant plant used as amedicinal plant, traditional
phyto-therapeutic. This plant owes its therapeutic value to the assets it contains principles. Among

these polyphenols.

The abjective of this work is the development of the phenolic composition and evaluation of
the anti- a-amylase activity of polyphénols and antilipase of this plant. Thiswork is structured around
two axes, one door on the phytochemical recovery assay and characterization of phenolic compounds
by HPLC of ethyl acetate extract of O. glandulosum and secondly the assessment in vitro of the a-
amylase and antilipase activity.

The results of thiswork show that the content of the different phenolic compoundsis 92, 80
mg EAG / g of total polyphenols, 32.70 mg EAG / g flavonoids. The qualitative analysis of
polyphenols extracted from O. glandulosum by HPL C reveal ed the presence of acid and rosmarinic
acid lithospermic, apigenin and glucuronic globoidnan B.

All of these results were used to evaluate the anti-a-amylase and antilipase activities, of O.
glandulosum. The acetate extract of ethyl O.glandulosum, has an inhibitory activity of a-amylase IC50
of 402.44 mg/ mL by the inhibitory activity, against lipase, with ethyl acetate is equal to IC50 77.20
mg/ mL it validates the traditional use of the plant in the treatment of diabetes.

K eywor ds: Diabetes, medicinal plant, O. glandulosum Desf, flavonoids, Anti-a-amylase,
antilipase.
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