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Résumé

Résumé

Les plantes médicinales constituent une source abondante et diversifiée de métabolites
secondaires, qui sont utilisés dans les secteurs pharmaceutique, cosmétique, agroalimentaire,
médicale, biotechnologique par de nombreuses applications. Ces substances ont différentes
propriétés biologiques, telles que des activités antioxydantes, anti-hyperglycémiques,
antibactériennes, anticancéreuses et anti-inflammatoires. Dans cette perspective, notre étude
s'est focalisée sur la plante Crataegus monogyna Jacq., récoltée dans la région de Makouda
(Tizi-Ouzou, Algérie), connue pour ses propriétés thérapeutiques. Plus précisément, les
propriétés anti-hyperglycémiques de cette plante ont été étudiées a l'aide d'extraits aqueux de
feuilles.

Les effets anti-hyperglycémiques ont été mesurés par l'inhibition de I'alpha-amylase,
une enzyme qui catalyse la dégradation de I'amidon en sucres simples. Les résultats ont
montré une inhibition significative de 92.32 %, indiquant un potentiel thérapeutique

prometteur pour la gestion du diabéte.

Les analyses colorimétriques des extraits aqueux ont mis en évidence une concentration
élevée de flavonoides, mesurée a 14,26 + 3,851 mgEqg/mg d’extrait. Par ailleurs, les alcaloides
présents ont été quantifiés avec une concentration de 7,87 = 0,351 mgEC/mg d’extrait, ce qui

souligne encore davantage le potentiel pharmacologique de cette plante.

Les observations suggerent que les extraits aqueux des feuilles de l'aubépine contiennent
des metabolites secondaires qui agissent en inhibant l'activité de I'alpha-amylase, conduisant
ainsi a leur activité anti-hyperglycémique. Ces résultats suggerent que cette plante pourrait

étre exploitée pour développer des traitements naturels contre le diabéte.

Mots clé : Crataegus monogyna Jacq ; antihypergelycimie ; flavonoides ; alcaloides ; alpha

amylase.



Résumé

Abstract

Medicinal plants represent an abundant and diverse source of secondary metabolites,
which are utilized in pharmaceutical, cosmetic, agri-food, medical, and biotechnological
sectors through numerous applications. These substances possess various biological properties
such as antioxidant, anti-hyperglycemic, antibacterial, anticancer, and anti-inflammatory
activities. In this perspective, our study focused on Crataegus monogyna Jacqg., harvested in
the Makouda region (Tizi-Ouzou, Algeria), known for its therapeutic properties. Specifically,

the anti-hyperglycemic properties of this plant were investigated using aqueous leaf extracts.

The anti-hyperglycemic effects were measured by inhibiting alpha-amylase, an enzyme
that catalyzes starch degradation into simple sugars. The results showed significant inhibition

of 92.32%, indicating promising therapeutic potential for diabetes management.

Colorimetric analyses of the aqueous extracts highlighted a high concentration of
flavonoids, measured at 14.26 + 3,851 mgEqg/mg of extract. Furthermore, the present alkaloids
were quantified with a concentration of 7.87 + 0,351 mgEC/mg of extract, further

emphasizing the pharmacological potential of this plant.

The observations suggest that aqueous leaf extracts of hawthorn contain secondary
metabolites that act by inhibiting alpha-amylase activity, thereby contributing to their anti-
hyperglycemic activity. These findings suggest that this plant could be exploited to develop
natural treatments for diabetes.

Keywords: Crataegus monogyna Jacq; antihyperglycemia; flavonoids; alkaloids; alpha-

amylase.
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Au fil des années, les humains ont été confrontés a diverses maladies et malaises,
nécessitant différentes approches pour les combattre. Parmi celles-ci, I'utilisation de plantes
médicinales se distingue. Malgré le développement de thérapies modernes, la médecine a base
de plantes gagne en popularité en raison des préoccupations croissantes concernant les

toxicités associees aux thérapies conventionnelles (Nwozo et al., 2023).

Parmi les plantes largement utilisées en Afrique du Nord pour leurs effets bénéfiques,
on trouve Crataegus monogyna J, une des espéces les plus couramment utilisées pour la
préparation de médicaments a base d’aubépine. Les recherches ont montré que cette plante
possede des activités biologiques intéressantes, notamment une activité antidiabétique due a la

présence de divers composés bioactifs.

Le diabete de type 2 (DT2) est considéré comme un probleme majeur de santé publique
ayant un impact significatif sur la vie des individus et les dépenses de santé (Khan et al.,
2019). L'un des enjeux clés dans la gestion du diabéte de type 2 est le contrdle de
I'nyperglycémie postprandiale (HGPP), responsable d'une part significative (30 a 40 %) de
I'nyperglycémie totale quotidienne (Monnier et al., 2003).

Les enzymes digestives, telles que 1'a-amylase, jouent un rdle crucial dans
I'augmentation de la glycémie postprandiale en hydrolysant les oligosaccharides en
monosaccharides (Patil et al., 2010). L'inhibition de ces enzymes est donc une stratégie
efficace pour réduire I'nyperglycémie postprandiale et les complications associées (Patil et al.,
2010). Cependant, les médicaments antidiabétiques conventionnels, comme l'acarbose,
peuvent entrainer une variété d'effets secondaires, notamment des nausées, des ballonnements
et une faiblesse (Bouyahya et al., 2021). C'est pourquoi la phytothérapie est devenue une

solution alternative de plus en plus populaire, grace a son approche naturelle.

Afin de valoriser les plantes médicinales locales connues pour leurs propriétes
thérapeutiques, notre étude s'est concentrée sur I'analyse de l'activité anti alpha amylasique
des extraits aqueux des feuilles de Crataegus monogyna J, collectées a Makouda, dans la

wilaya de Tizi-Ouzou au nord de I'Algérie.
Les objectifs de cette étude sont les suivants :

> Préparer un extrait aqueux a partir des feuilles de Crataegus monogyna J ;
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> Evaluer l'activité anti alpha amylasique des extraits des feuilles de Crataegus
monogyna J in vitro ;
» Dosage des flavonoides et des alcaloides présents dans 1’extrait aqueux de Crataegus

monogyna J.
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I.  Etude bibliographique de Crataegus monogyna J.

1. Introduction

L’aubépine est le nom commun des espéces du genre Crataegus. Le nom botanique
Crataegus provient du grec, ou Kratos signifie « dureté » ou « force » du bois (Grieve, 1931 ;

Couplan, 2000). Tandis que d’autres disent qu’il référe aux effets puissants de son fruit.

Depuis des siccles, les extraits d’aubépine sont reconnus internationalement comme
sources de médicaments (Rigelsky et Sweet, 2002 ; Chang et al., 2005). En Afrique du Nord,
Crateagus monogyna J est parmi les plantes largement utilisées pour leurs effets bénéfiques, et

actuellement elle fait partie des espéces les plus couramment utilisées pour la préparation de

médicaments a base d’aubépine (Hansel et al., 2004).

Figure 1 : un arbuste de Crateagus monogyna J ((Morgenstern, 2020).

2. Aire de répartition

Le genre Crataegus est largement répandu en Europe, en Asie occidentale et en Afrique
du Nord (Christensen, 1992 ; Brosse, 2000). Selon Baba Aissa (1999), I’aubépine est répandue
dans les foréts et les maquis du Maghreb. Et chez nous en Algérie, elle fait souvent partie de la
flore de I’ Atlas Tallien (Temani, 1993, cité par Farhat, 2007).
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La figure suivante représente en vert les pays dans lesquels 1’aubépine est une plante

indigene cependant les pays en violet représente ceux dans lesquels I’aubépine a été introduite.

SR
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4 ;
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P |
X g

Echelle : 1/ 20 000 000
Figure 2 : distribution géographique de Crateagus monogyna J (Anonyme 1).

3. Noms vernaculaires

Plusieurs noms de Crateagus monogyna J ont été utilisés :

Tableau I :les noms vernaculaires de Crateagus monogyna J.

Nom Langue Reference
Chouka el-hada Arabe Baba-Aissa ,1999
Zarour hab ahmer

Yadzmim Tamazight Baba-Aissa ,1999

Aubépine Francais Baba-Aissa ,1999
Ju ,2005

Hawthorne English Ju ,2005
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4. Description botanique

Baba Aissa (1999), écrit que I’aubépine est un arbuste buissonnant ayant une couronne
tres dense a feuilles caduques, ce qui signifie que les feuilles jaunissent avant de tomber en
automne.

Les branches lisses grisatres sont tres épineuses, les feuilles vertes foncé et brillantes
au-dessus et plus pale en dessous ont 3 a 5 lobes profonds. Ses fleurs blanches ou roses
hermaphrodites & 5 pétales et & nombreuses étamines a anthéres brun rougeétre sont produites
au printemps, ayant une odeur caractéristique trés forte. Une fois les fleurs pollinisées par les
insectes, elles subissent certains changements qui aboutissent a la production de nombreuses
cenelles plus tard dans la méme année. La cenelle est un petit fruit ovale ou sphérique ayant
une couleur rouge foncé, ressemblant a une baie, mais structurellement & pépins contenant une

seule graine. Les divers composants de cette plante sont illustrés dans la figure au-dessous.

Figure 3 : différentes parties de Crateagus monogyna J (A) Fruit,

(B) Feuilles (Dylan, 2016), (C) Fleur, (D) Branches (Santamaria, 2014).
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5. Classification

Selon Hamdaoui et Mehdadi (2018) Il existe plusieurs classifications de I’espéce

Crateagus monogyna J, parmi eux ont site les suivantes :
5.1.Classification classique
Régne : Plantes.
Sous regne : Plantes vasculaires.
Embranchement : Spermaphytes.
Sous-embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.
Sous classe : Rosidae.
Ordre : Rosales.
Famille : Rosaceae.
Genre : Crataegus L.
Espéce : Crataegus oxyacantha L.
Sous-espéce : monogyna Jacg. (Quézel et Santa, 1963).
5.2.Classification des plantes a fleurs de CRONQUIST
Embranchement : Spermaphytes.
Classe : Magnoliopsida.
Sous/classe : Rosidae.
Ordre : Rosales.
Famille : Rosaceae.
Genre : Crataegus.

Espéce : Crataegus monogyna Jacg.
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6. L’étude phytochimique de Crateagus monogyna J

Compte tenu des usages traditionnels de C. monogyna en tant que plante médicinale, la
communauté scientifique contemporaine a approfondi I'étude des composants chimiques

auxquels les effets biologiques pouvaient étre attribués (Nabavi et al., 2015).

Cette plante est une source importante de molécules bioactives, y compris divers
polyphénols, telles que des procyanidines, de I'épicatéchine, de I'hyperoside, de I'isoquercitrine.
Elle contient également de l'acide chlorogénique, des acides triterpéniques comme l'acide
ursolique et I'acide oléanolique, ainsi que d'autres acides organiques importants (Martinelli et
al., 2021). La variabilité de la composition chimique de C. monogyna pourrait étre due aux

différentes conditions agroclimatiques des régions ou elle se développe (Belabdelli et al., 2021).
6.1.Flavonoides

Les flavonoides font partie d'une catégorie de substances polyphénoliques omniprésentes
dans la plante. De maniére structurelle, ils se composent de deux anneaux aromatiques a Six
membres (A et B) qui sont reliés par une chaine a trois carbones qui peut former le troisiéme
anneau, C. On peut classer les flavonoides en différentes catégories, comme les flavones, les
flavonols, les flavanones, les flavans, les anthocyanidines, les isoflavones, les néoflavones et
les chalcones. Avec leurs multiples propriétés pharmacologiques, allant de I'antioxydation a la
protection contre les maladies chroniques telles que le cancer, le diabéte et I'inflammation, les
flavonoides sont de loin les métabolites végetaux secondaires les plus importants (Nabavi et al.,

2015). Les différentes structures chimiques des flavonoides sont illustrées dans la Figure 4.

— o °
O Flavan O | O

o
O . Chalcone

Isoflavone

o
°©

o =
‘ —
— —OoH I
Flavan-3-ol = > Flavanone
v = Flavonoids
o, -
% el G ] !
S = o | Flavone
Flavanonol

OH

(& ]
Flavonol

Figure 4 : structure chimiques des flavonoides (Zullkiflee et al., 2022).
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6.1.1. Flavan-3-ols

Les flavonoides les plus répandus sont les composés flavan-3-ol, qui contiennent le
groupe de fonction diorthohydroxyle (catéchol) a I'anneau B. Sur la base des centres chiraux C-
2 et C-3, il est possible de développer quatre stéréoisomeres, a savoir les catéchines (z) et les
épicatéchines (x). Dans la plante, (-) -épicatéchine semble étre un monomeére abondant, tandis
que la (+) -catéchine est un composant mineur présent a la fois dans les parties aériennes et dans

les cultures en suspension cellulaire (Nabavi et al., 2015).

La figure ci-dessus représente les composés de catéchine flavan-3-ol de C. monogyna.

OoH
HO = NN
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OH

6 (-)-Catechin {25.3R) T (+-Catechin {(2ZR.35)

OH

oH
HI (=] L HO
; :‘--: “raH

8 (-}-Epicatechin (2R.3R) 9 (+)pepicatechin (25.35)

Figure 5 : les composés de catéchine flavan-3-ol de C. monogyna (Nabavi et al., 2015).
6.1.2. Flavonols et glycosides de flavonol

Les principaux flavonol aglycons sont la quercétine, le kaemppferoland et le
sexangularetin (8-methoxykaempferol), tandis que les hyperosides, I'isoquercitrine et la rutine

sont les principaux glycosides de flavonol signalés dans I'aubépine (Yang et Liu, 2012).
6.2.Triterpenes

L'étude menée par Caligiani et al. (2013), a identifié plusieurs triterpénes dans les extraits
de fleurs de C. monogyna en utilisant la méthode GC-MS (chromatographie en phase gazeuse

couplée a la spectrométrie de masse). Les acides bétulinique, oléanolique et ursolique.
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butyrospermol, le 24-méthyléne-24-dihydrolanostérol et le cycloarténol, ainsi que des alcools

aliphatique simples, ont été isolés des parties aériennes de la plante (Nabavi et al., 2015).

La figure suivante représente les triterpenes des parties aériennes de C. monogyna.

HO

.
=

33 Ursolic acid

34 Butyrospecrmol (30-lanost 8, 24-dien, 3—ol) 35 Z4-Wiethylen-24-dihydrolanoesteral (24—
methylen-Sa-lanoesi-S-en-3E-oal)

36 Cyvcloartenaol (90,1 9—cvoelo-Soa, 9P-lanost-24-—en-3B-ol. 37 Betulinic acid

Figure 6 : les triterpenes des parties aériennes de C. monogyna (Nabavi et al., 2015).
6.3.Acides Phénoliques

Les acides phénoliques sont des dérivés des acides cinnamiques et benzoiques que I'on trouve
dans une grande variété de plantes, soit sous forme libre, soit sous forme liée. Les acides
phénoliques sont connus pour leurs diverses bioactivités, notamment des activités
antimicrobiennes, antioxydantes, antidiabétiques et anticancéreuses. Dans le métabolisme des
glucides, les acides phénoliques sont surtout connus pour leur capacité a inhiber l'activité des

enzymes a-glucosidase et a-amylase (Kashtoh & Baek, 2023).
6.4.Tanins

Les tanins sont des biomolécules polyphénoliques qui ont tendance a précipiter les protéines
dans I'eau. lls sont largement disponibles dans de nombreuses especes végétales et agissent
comme régulateurs de croissance et protecteurs contre les prédateurs des plantes. Dans la

médecine traditionnelle, une variété de plantes riches en tanins est fréquemment utilisée par les
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patients diabétiques pour traiter le diabéete sucré et ses problémes associés (Kashtoh & Baek,
2023).

7. Les activités biologiques de Crateagus monogyna J

L’utilisation de 1’aubépine comme substance médicale remonte a des siecles (Rigelsky et
Sweet, 2002). Les recherches ont réveleé que cette plante posséde des activités biologiques trés
intéressantes, telles que des propriétés antioxydantes (Rababa’h et al., 2020), anti-
inflammatoires (Tadi¢ et al., 2008), antibactériennes (Martinelli et al., 2021) et
antihyperglycémiantes (Chahardahcharic et Setorki, 2018).

De nombreuses études ont é¢galement montré que I’aubépine est bénéfique pour diverses
conditions médicales, telles 1’anxiété (Hanus et al., 2003), la dépression, les maladies
cardiovasculaires (Chang et al., 2005), I’hypercholestérolémie (Lin et al., 2011), les troubles
hépatiques (Mecheri et al., 2019), les syndromes neurologiques comme la maladie d’ Alzheimer
(Saoudi et al., 2019), le cancer (Ma et al., 2020), ainsi que les maladies gastriques (Tadi¢ et al.,
2008) et rénales (Masteikova et al., 2007).
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Il. Le Diabéte

La premiere mention du terme "diabéte" remonte a Araetus de Cappodocia (81-133 ap.J.-
C.). Plus tard, vers la fin du XVle siécle, Thomas Willis a ajouté le mot mellitus qui signifie

miel doux apres la redécouverte du godt sucre de I'urine et du sang des patients (Ahmed, 2002).

Le diabéte mellitus (DM) se manifeste par des taux élevés de glucose dans le sang ou une
hyperglycémie. Le développement du DM est causé par des anomalies dans la production
d'insuline par les cellules B du pancréas ou dans la sensibilité a I'insuline et son utilisation par
les tissus périphériques. Les individus souffrant de diabéte présentent un risque élevé de
contracter des maladies chroniques et des complications secondaires, telles que la neuropathie,

la rétinopathie, la néphropathie et les maladies cardiovasculaires (Rachdaoui, 2020).

Entre 1980 et 2014, la fréquence de diabéte presque triplé, passant de 4,7 % a 8,5 %, et
devrait augmenter de 50 % d'ici 2045 (Rachdaoui, 2020). Environ 537 millions de personnes a
travers le monde souffrent de diabete et Chaque année, 1,5 million de personnes meurent
directement du diabéte, selon les estimations de la Fédération internationale du diabéte (FID).
Selon Hacene et al. (2021), un adulte sur 16 souffre de diabéte en Algérie.

La figure suivante présente le nombre d'individus agés de 20 a 79 ans souffrant de diabéte
a I'échelle mondiale et par région selon les projections de la Fédération Internationale du
Diabete (FID) pour les années 2021, 2030 et 2045.

T
; i

T

Figure 7 : le nombre d’individus &gés de 20 a 79 ans souffrant de diabéte a I'échelle mondiale
et par région de la FID en 2021, 2030 et 2045.
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La plupart (95%) des diabétiques ont un diabete de type 2 (DT2) et sont principalement
des adultes (agés de 20 a 79 ans). Toutefois, ces dernieres années, on observe une augmentation
inquiétante de l'incidence du DT2 chez les jeunes (20 ans et moins), principalement en raison
d'une hausse spectaculaire du taux d'obésité infantile (Rachdaoui, 2020). La hausse importante
du diabéte de type 2 dans presque tous les pays fait de cette maladie une épidémie en plein

croissance (Lovic et al., 2018).

1. Le diabete de type 2

Le diabéte de type 2 (DT2), également connu sous le nom de « diabéte adulte » ou «
diabete non insulino-dépendant », se distingue par une résistance a I'insuline Plus précisément,
il résulte d'une réaction inefficace du corps a I'insuline produite (Lovic et al., 2018 ; Artasensi
et al., 2020). Plus la maladie se détériore, plus une carence en insuline peut également se
produire (Lovic et al., 2018).

Les individus souffrant de DT2 présentent une plus grande sensibilité a diverses
complications a court et a long terme. Parmi les complications, on retrouve les affections
macrovasculaires (hypertension, hyperlipidémie, crises cardiaques, coronaropathie, accidents
vasculaires cérébraux et maladies vasculaires périphériques), les affections microvasculaire
(rétinopathie, néphropathie et neuropathie) ainsi que les cancers (Wu, 2014) et troubles du

systeme mental et nerveux (Zaccardi et al., 2015).

La figure suivante présente les complications associées au diabéte, Les données

comprennent des complications vasculaires ainsi que des cas de cancer liés au diabéte.

TZDM
complications
- - -—
— Cancers

macrovascular diseases microvascular diseases Liver cancer Kidney cancer Bladder cancer <Colorectal cancer

o D @O I

foot ulcers. minute amounts edema and/or
amputations. of urinary hemorrhage
Ill:lbll-ht’aul:'g protein into the retina
e (microalbumin) or the vitreous
sexual humor

Figure 8 : les complications liées au diabéte (Wu, 2014).
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1.1. Symptomatologie du diabéte de type 2

Selon la Fédération Internationale du Diabéte, le diabete de type 2 partage certains

symptdmes avec le diabéte de type 1 :

VvV V.V V V VYV VY

Polydipsie (excés de soif) et xérostomie (bouche seche) ;

Polyurie (mictions fréquentes) ;

Fatigue persistante et manque d'énergie ;

Cicatrisation lente des plaies ;

Infections cutanées récurrentes ;

Problémes de vision ;

Sensation de fourmillements ou engourdissements dans les mains et les pieds.

Ces symptdmes peuvent étre Iégers ou absents, ce qui peut retarder le diagnostic chez
certains individus atteints de diabéte de type 2.

1.2. Facteurs de risque associés au diabete de type 2

Selon la Fédération Internationale du Diabéte, les facteurs de risque incluent :

V V.V V V V VY V VY

Prédisposition génétique familiale au diabete ;
Surpoids ou obésité ;

Alimentation inadéquate ;

Sédentarité ou manque d'activité physique ;
Augmentation de I'age ;

Hypertension artérielle ;

Ethnicité ;

Antécédents de diabéte gestationnel ;

Intolérance au glucose (IGT).

1.3. Physiopathologie du diabete de type 2

Chez les individus en bonne santé, la sécrétion normale d'insuline en réponse a une

injection de glucose suit un schéma biphasique. Une libération rapide et brusque d'insuline dans

la circulation portale commence quelques minutes apres I'administration de glucose, dure

environ 10 minutes, et est suivie par une phase plus lente et prolongée de sécrétion d'insuline
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qui debute a 10 minutes et dure entre 60 et 120 minutes. Ces deux phases de sécrétion d'insuline
jouent un réle crucial dans la régulation de la glycémie apres les repas. La premiére phase inhibe
la production de glucose par le foie tot dans le processus digestif, tandis que la deuxieme phase
favorise I'absorption du glucose par les tissus périphériques, contrélant ainsi les pics de

glycémie postprandiaux.

Cependant, chez les individus atteints de diabéte de type 2, qui présentent généralement
une résistance a I'insuline, la capacité du corps a sécréter de I'insuline se détériore avec le temps.
Initialement, les cellules productrices d'insuline peuvent compenser cette résistance en
augmentant la sécrétion d'insuline. Mais a mesure que la maladie progresse, la premiére phase
de sécrétion d'insuline se perd et la deuxieme phase devient altérée. Cela entraine des niveaux
élevés de glucose dans le sang apres les repas, souvent I'un des premiers signes de la progression
du diabéte. Une hyperglycémie a long terme résultant d'un diabéte non traité peut entrainer
diverses anomalies métaboliques dans le foie, le pancréas et les muscles. Malheureusement, au
moment ou les symptémes deviennent suffisamment perceptibles pour que les individus
consultent un médecin, le diabéte de type 2 peut déja étre présent, souvent non diagnostique,

depuis de nombreuses années (Fonseca, 2003).
1.4. Diagnostic du diabéte de type 2

Les critéres pour le diagnostic du diabete sont une glycémie a jeun > 126 mg/dL (7
mmol/L), HbAlc (L'hémoglobine glyquée) > 6,5 %, glycémie a 2 heures > 200 mg/dL (11,1
mmol/L) lors d'un test HGPO (hyperglycémie provoquée par voie orale) ou glycémie a
n'importe quel moment de la journée > 200 mg/dL (11,1 mmol/L) chez un patient présentant

des symptdmes de diabete (Popoviciu et al., 2023).

2. Lacontribution de I'hyperglycémie chronique aux complications liees au DT2

L'hyperglycémie chronique, est aujourd'hui clairement liée au développement de
complications micro et macro vasculaires liées au diabéte (Stratton et al., 2000 ; Darenskaya et
al., 2021). La présence d'hyperglycémie chronique entraine un stress oxydant, Ce dernier
pourrait contribuer aux lésions tissulaires, ce qui suggere son implication potentielle dans les
complications du diabéte. L’hyperglycémie chronique entraine également la formation de

produits de glycation avancée (AGE) par fixation irréversible du glucose sur les fonctions
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amines des protéines. Les AGE, en étant reconnus par des récepteurs cellulaires, contribuent a

I'apparition d'un stress oxydant (Bonnefont-Rousselot et al., 2004b).

Selon Stratton et al. (2000), Le UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes Study)
a établi une corrélation entre le contréle de la glycémie, mesurée par I'HbAlc (hémoglobine
glyquée), et les complications associées au diabete. Toute réduction de I'HbAlc peut diminuer
le risque de complications, avec le risque le plus faible observé chez ceux dont les valeurs

d'HbA1c se situent dans la plage normale (< 6,0 %).

3. L'utilité de surveiller la période postprandiale

D’aprés les résultats d’études antérieures, 1’hyperglycémie postprandiale contribue a 30
a 40 % de I’hyperglycémie totale du jour (Monnier et al., 2003). Selon Stratton et al. (2000),
une légere diminution de la glycémie peut potentiellement prévenir les déces causés par des
complications liées au diabéte, qui sont responsables de maladies cardiovasculaires et

cerébrovasculaires, représentant 50 a 60 % de la mortalité chez les patients atteints de diabéte.

Dans le diabete de type 2 (DT2), I'hyperglycémie postprandiale (HGPP) joue un role
majeur dans les niveaux d'hémoglobine glyquée (HbALc). Cela est associé a une augmentation
du risque de complications cardiovasculaires, méme lorsque le taux de sucre dans le sang est
rétabli. L_HGPP provoque également une diminution graduelle de la fonction B-cellulaire et
une réponse insuffisante et retardée a I'insuline postprandiale. Ainsi, la diminution des niveaux
élevés de sucre dans le sang est une "cible" cruciale dans le traitement du diabéte de type 2 afin
de diminuer la sécrétion de cellules P et prévenir les complications cardiovasculaires
(Jakubowicz et al., 2021).

Dans ce contexte, les enzymes glucidiques digestives (a-glucosidase et a-amylase) sont
indispensables pour augmenter I'hnyperglycémie. Les monosaccharides sont libérés plus
rapidement grace a 1'hydrolyse des liaisons a-(1- 4) entre les oligosaccharides. Cela provoque
une augmentation de la glycémie, ce qui accroit le risque de diabéte de type 2. L'inhibition de
la a-glucosidase et de la a-amylase a donc été percue comme l'une des approches les plus
efficaces pour traiter le DT2 (Patil et al., 2010).
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D’apres les résultats d’études antérieures, I’hyperglycémie postprandiale (HGPP)
contribue a 30 a 40 % de I’hyperglycémie totale journaliére (Monnier et al., 2003). Stratton et
al. (2000) ont montré qu’une légeére diminution de la glycémie peut potentiellement prévenir
les décés liés aux complications du diabéte, responsables de 50 a 60 % de chez les patients

diabétiques en raison de maladies cardiovasculaires la mortalité et cérébrovasculaires.

Dans le diabéte de type 2 (DT2), ’HGPP influence fortement les niveaux d’hémoglobine
glyquée (HbALc) et est associée a un risque accru de complications cardiovasculaires, méme
lorsque la glycémie est controlée. L’HGPP entraine également une dégradation progressive de
la fonction des cellules B et une réponse retardée a l'insuline postprandiale. Ainsi, la réduction
de la glycémie postprandiale est une cible cruciale dans le traitement du DT2 pour protéger la
fonction des cellules B et prévenir les complications cardiovasculaires (Jakubowicz et al.,
2021).

Les enzymes digestives a-glucosidase et a-amylase jouent un r6le clé dans
I’augmentation de 1’hyperglycémie en hydrolysant les liaisons a-(1-4) des oligosaccharides,
libérant rapidement des monosaccharides et augmentant ainsi la glycémie. Par conséquent,
I'inhibition de ces enzymes est considérée comme une approche efficace pour traiter le DT2
(Patil et al., 2010).
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1.  a-Amylase

1. Lesamylases

Les amylases sont des enzymes appartenant a la classe des hydrolases qui est la troisieme
classe (EC 3) dans le systeme de classification de la commission enzymatique, cette classe
englobe toutes les enzymes qui catalysent I’hydrolyse d’une liaison, plus spécifiquement les
amylases hydrolysent les liaisons glycosidiques présentes dans amidon pour donner un produit

de dégradation comme le maltose et la dextrine (Janecek et al., 2013).

Les amylases peuvent étre des exoamylases en clivant les extrémités non réductrices de
I’amidon ou des endoamylases en clivant les liaisons entre les unités de glucose dans les

molécules d’amidon.
1.1.Les types d’amylase

Les différences d’origine, de sites d’hydrolase et de produits de 1’hydrolase ont entrainé

I’existence de sous-types multiples d’amylase (Farooq et al., 2021).
Le tableau ci-dessous représente ces différents sous-types.

Tableau II': les sous types d’amylase (Farooq et al., 2021).

o —amylase p —amylase vy —amylase
Numéro de
commission | EC3.2.1.1 EC3.2.1.2 EC3.2.13
enzymatique
Nom a-(1-4) D|a -(1,4)-D- | 0-(1-4) D-
Systematique | glucaneglucanohydrolase | glucanemaltohydrolase | glucaneglucanohydrolase
Type Endoamylases Exoamylases Exoamylases
d’hydrolyse
Liaison les liaisons o (I — 4) | les liaisons o (1 — 4) | les liaisons o (1 — 4) et a
rompu interne non réductrices (1 — 6) non réductrices
Origine Animaux, plantes et Végétaux supérieurs Animaux, Moisissures,
micro-organismes Bactéries

3
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2. L’a-Amylase

Parmi toutes les différentes enzymes amylolytiques, a-Amylase est la plus connue et la

plus fréquemment étudiée jusqu’a ce jour (Janecek et al., 2013).

a-Amylase (EC 3.2.1.1) scientifiguement connue sous le nom de a-1,4-glucan-4-
glucanohydrolase est une enzyme qui hydrolyse les chaines de glucides telles que 1’amidon et
le glycogene en oligosaccharides plus courts composés de deux ou trois unités de glucose. Ce
sont des enzymes extracellulaires qui hydrolysent la liaison a-(1-4) entre deux unités de glucose

adjacentes afin de produire des unités de glucose, de maltose et de maltotriose.

a-Amylase est un métalloenzyme contenant au moins un ion Ca %* (Samrot et Vijay,
2008), qui joue un réle crucial dans la dégradation de I'amidon en participant a I'initiation de ce

processus (Tangphatsornruang et al., 2005).

Elle est principalement présente chez les animaux, les végétaux et les microorganismes
et selon les travaux de Mercier en 1985 leur importance n’est pas seulement dans leur
application industrielle et biotechnologique mais aussi par leur implication dans certains

troubles métaboliques tels que le diabete et 1’obésité.
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Figure 9 : hydrolyse de I’amidon (Nadaroglu & Polat, 2022).
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3. Les caractéristiques de I’a-amylase

Les caractéristiques des a-amylases varient selon leur origine et leur espece. D'abord,
leur poids moléculaire peut étre trés différent, allant de 21 kDa et dans certains cas atteignant
120 kDa. Parallélement, leur température optimale peut se situer entre 40 °C et 90 °C
(Schaumburg, 1991). Bien que la majorité des a-amylases soient stables & un pH de 4 a 7,
certaines a-amylases bactériennes ont un pH optimal beaucoup plus élevé, atteignant méme un
pH de 11.

4. La structure de I’a-Amylase

Selon les techniques de diffraction des rayons X, la structure de 1’alpha-amylase

pancréatique humaine a été déterminée a une résolution de 1,8 A° par Brayer et al. (1995).

La structure de l'alpha amylase chez I'Homme se caractérise par la présence de 496
acides aminés formant une chaine polypeptidique unique, codée sur le chromosome 1. Cet
enzyme est composé de trois domaines structurels A, B, C comme démontrer par la figure 10

ci-dessous.

Figure 10 : les domaines structuraux d’a-amylases. Le domaine A est en rouge, le domaine B

en bleu cyan et le domaine C en vert (Mehta et Satyanarayana, 2013a).

Le domaine A est le plus grand, il a une structure en tonneau TIM contenant les résidus
1299 et 169 a404. Le terme TIM fait référence au triose-phosphate isomérase ou cette structure
a été observée pour la premiere fois (Prakash et Jaiswal, 2009). Cette structure est également
désignée par le canon (B/a)s car elle est constituée d’un pli trés symétrique de huit brins 3

paralléles disposés dans un canon entouré de huit hélices a.
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La triade catalytique formant le site actif est composée de trois residus : Asp 197, Glu
233 et Asp 300. Parallelement, les résidus Arg 195, Asn 298 et Arg 337 sont liés a un ion

chlorure qui éléve supposément le pKa du résidu donneur d’hydrogéne dans le site actif.

Contrairement au domaine A, le domaine B est le plus petit contenant les résidus 100 a
168 et ayant une structure riche en brins  (Brayer et al., 1995). Il sert a lier I’ion calcium grace
aux résidus Asn100, Arg 158, Asp 167, et His 201.Cet ion est un cofacteur important pour son

bon fonctionnement (Morris et al., 2011).

Le troisieme et dernier domaine est le domaine C, il est constitué des résidus 405 a 496
ce qui signifie qu'il constitue I'extrémité C terminale de la chaine polypeptidique (Brayer et al.,
1995). Ce domaine posséde une structure antiparallele appelée B-sandwich qui contient un motif
clé grecque.

Les deux derniers domaines B et C sont situés des cOtés opposés du domaine A.
Finalement il est important de noter que la Gln 1 de I’a-amylase pancréatique humaine subit
une modification post-traductionnelle qui peut assurer une protection contre d’autres enzymes

digestives (Brayer et al., 1995).
5. Mécanisme d’action

L’a-amylase est une enzyme qui hydrolyse I’amidon en oligosaccharides plus petits a

I’aide d’une molécule d’eau, le processus est expliqué ci-dessous.

Une fois le substrat est fixé par I’enzyme, la chaine latérale d’Asp 197 procede a une
attaque nucléophile sur le centre anomérique de I’amidon, en paralléle Glu 233 subit une
catalyse acide donnant ainsi son proton au sucre lié par son Cas. Cette étape entraine la rupture
de la liaison alpha (1-4) et la formation d’un intermédiaire glycosylique covalent, la chaine

latérale d’Asp 197 est liée au carbone Ci.

Plus tard, une molécule d’eau pénétre dans le site actif, Asp 300 déprotone cette molécule
qui active I’hydroxyde restant a une attaque nucléophile sur I’intermédiaire glycosylique ayant
pour résultat le retour de I’enzyme a son état original et la production d’oligosaccharides et

disaccharides.
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6. Les inhibiteurs et les activateurs de I’a-Amylase

Les effecteurs, connus sous le nom d'activateurs ou d'inhibiteurs, peuvent jouer un role
dans la régulation de I'activité enzymatique, en agissant directement ou indirectement sur le site

actif de I'enzyme (Garrett et Grisham, 2000).
Le tableau ci-dessous représente ces différents effecteurs

Tableau IIT: liste des effecteurs de I’a-amylase (Mercier, 1985 ; Kadema et al., 2012).

Les activateurs Les inhibiteurs
Calcium Maltose
Chlorure Acarbose
Bromure Fer

Nitrate Mercure

lodure Argent
Phosphate Cuivre

7. Lesubstrat d’a-amylase

L’amidon, dont la formule chimique est (CsH100s5) n OU n peut étre compris entre cent et
plusieurs milliers. C’est une source essentielle de nutrition et d’énergie pour les humains, les
animaux, c’est un polymere glucidique complexe produit par diverses plantes a fin de stocker

I’énergie.

L’amidon est composé d’amylose et d’amylopectine, 1’amylose est une structure longue
non ramifiée d’environ 200 a 1000 unités de D-glucose liées par liaison 1, 4. 1l est soluble dans

I’eau et représente la structure minoritaire d’amidon, environ 20 % seulement.

Tandis que I’amylopectine est une structure ramifiée d’unités de D-glucose, les liaisons
présentes au point de ramification sont des liens 1,6. Il est insoluble dans I’eau et constitue la

plus grande partie de I’amidon.

Méme si ’amidon a une composition trés simple, son métabolisme est trés complexe,
faussant intervenir diverses enzymes parmi eux I’alpha amylase. La figure 11 illustre la

structure de I’amidon.
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Figure 11 : la structure d’amidon (Shrestha, 2023).
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I.  Matériels et Méthodes
1. Lieu de réalisation de notre mémoire
La présente étude a été réalisée au laboratoire de biochimie analytique et
biotechnologie (LABAB), située au sein de la faculté des sciences biologiques et des
sciences agronomiques, départements de biochimie-microbiologie, de I'université Mouloud
Mammeri de Tizi-Ouzou.

2. Site d’échantillonnage
Le village de Tazrart, situé dans la région de Makouda, dans la wilaya de Tizi-Ouzou, a
été le site de prélevement de I'échantillon en mars 2024. Tazrart se trouve a une latitude de
36,81802° nord et une longitude de 4,05719° est, ce qui en fait un emplacement idéal pour cette

étude.

Tazrart est relativement accessible, entouré par Drad Ben Khedda a 21 km au sud, Tigzirt
a 17 km au nord, et Tizi Ouzou a 19 km au sud-est. La figure suivante indique la localisation

exacte du lieu de prélévement de I'échantillon.
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Figure 12 : localisation géographique de site de prélévement de Crataegus monogyna J.

3. Matériel végétale

Le matériel végétal utilisé dans cette étude expérimentale s agit des feuilles de Crataegus
monogyna J récoltées a Tazrart, Makouda wilaya de Tizi-Ouzou en mars 2024.
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4. Matériels et appareillages utilisées

Le tableau ci-dessous récapitule les appareillages et matériels de laboratoire employés

lors de nos manipulations :

Tableau IV: un tableau détaillant I'équipement utilisé.

Matériels et appareillages utilisés Role

Agitateur magnétique et vortex Homogéneiser les mélanges
réactionnels.

Réfrigérateur Conserver les échantillons et les réactifs
a basse température.

Spectrophotometre Mesurer I'absorbance des solutions
colorées et quantifier les glucides.

Balance de précision Peser avec exactitude les échantillons et
les réactifs.
Lyophilisateur Sécher et concentrer les extraits

végétaux contenant les glucides.

Centrifugeuse Séparer les phases solides et liquides des
échantillons.

Pipettes Pasteur Le transfert de petits volumes de
solutions.

Tubes a essais, flacons en Contenir les réactions et les mesures.

verre

Spatule Transfeére precisément les échantillons

solides d'un récipient a un autre.

Mortier Broyer les échantillons solides.
Eprouvette graduée, bécher Mesurer les volumes de solutions.
Barreau aimanté Agiter les mélanges lors des dosages.

j
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Le tableau ci-dessous répertorie les produits chimiques utilisés et réactifs tout au long de notre

étude :

Tableau V: un tableau récapitulatif des produits chimiques utilisés.

Réactifs et produits chimiques

Role

Méthanol (99.7%)
Amidon
o Amylase (3U/ml)

AICl; (2%)

HCI (32%)

FeCly (5%)

Colchicine

Quercétine

Eau distillée

Acarbose (50 mg/ml)

Acide 3,5-dinitrosalicylique

Solution tampon

Extraction des flavonoides par solvant.
Substrat de la réaction.
Catalyse 1'hydrolyse de 1’amidon.

Le dosage des flavonoides.

Le dosage des alcaloides.
Le dosage des alcaloides.

Standard pour doser les alcaloides présents
dans la plante.

Standard pour quantifier les flavonoides dans
I’extrait de la plante.

Solvant pour préparer les solutions.

Inhibiteur de 1’a-amylase.

Dosage des sucres réducteurs.

Maintient le pH de la solution réactionnelle.

3
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5. Meéthodes

5.1.Lavage, séchage et broyage

Le séchage est la méthode la plus courante de conservation des plantes médicinales. Il
est défini comme 1’élimination finale du liquide des solides par évaporation a ’aide de la
chaleur. De facon conventionnelle, on recommande des températures de séchage basses entre
30 et 50 °C pour protéger I'intégrité des molécules bioactives.

Dans notre étude expérimentale, les plateaux contenant les feuilles lavées ont été placés

dans une étuve de laboratoire a 40 °C pendant une semaine pour sécher dans 1’obscurité.

Figure 13 : préparation du matériel végétale (1. Lavage 2. Séchage 3. Broyage).

5.2.Macération

La macération est une des méthodes d'extraction les plus anciennes et les plus simples a
effectuée. Dans cette méthode, du matériel végétal en poudre sont immergés dans un solvant
pendant une période de temps a température ambiante. Cette période prolongée de trempage,
permet la solubilisation des bioactifs présent dans la plante.

Dans notre étude expérimentale, 10 g de poudre des feuilles de C.monogyna J a été
macérée dans 100 ml d'eau distillée, a I'abri de la lumiére pendant 16 heures. Puis on procede a
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une centrifugation a 7000 tours pendant 20 min et on récupere le surnagent filtrer des débris de

plants.

Il est important de ne pas dépasser une dizaine d'heures pour la macération a I'eau en
raison du risque d'oxydation et fermentation de liquide.

La figure ci-dessous illustre la macération et la filtration de notre produit végétal.

( macération de 10
g de poudre de
feuilles de C

monogyna J dans
100 ml d'eau

\ pendant 16 heurs.

7

\.

centrifuger le
macérat a 7000
tours/minutes
pendant 20 min.

J

e w
récupérer le
surnagent
filtrer des
débris de
plante.

. y,

Figure 14 : macération et filtration du matériel végetal.

5.3.Lyophilisation

La lyophilisation est un processus de séchage a basse température permettant de retirer

I’eau contenue dans un produit. Le procédé est réalisé en maintenant le produit a une basse

température sous vide et le produit obtenu est appelé lyophilisat.

Dans notre étude expérimentale, le surnageant récupéré a eteé placé dans des cristallisoirs

en verre et lyophilisé afin d obtenir un lyophilisat de C.monogyna J. La figure ci-dessous

illustre le processus de lyophilisation de notre matériel végétal.

3
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\\\
j w
( ) r ™
Verser le surnageant dans des Placer les cristallisoirs dans le
cristallisoirs en verre. Lyophilisateur.
\ J \ J

Figure 15 : lyophilisation du matériel végétale.
6. Calcul du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est calculé par rapport a 10 g du matériel végétal sec selon la

formule suivante :

rendement(%) = (mo) x 100
> \m1

mO: Masse en gramme de I’extrait sec obtenu apres évaporation ;

ml : Masse en gramme de la matiére végétale initiale séche.

7. Dosage spectrophotomeétrique des métabolites secondaires
7.1.Dosage des alcaloides

Le dosage spectrophotometrique des alcaloides a été réalisé conformément au protocole
décrit par Patel et al., (2015) et Tabasum et al., (2016).

Pour calculer la teneur en alcaloides de 1’extrait végétal de Crataegus monogyna J. Une
courbe étalon a été concu en se basant sur la colchicine comme référence. Intensité de la

couleur, avec une absorbance maximale a 380 nm, est directement proportionnelle a la

j
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concentration d"alcaloides présents dans 1’extrait végétal de Crataegus monogyna J. Lors de la
mesure d’absorbance, un blanc a été utilisé, contenant tous les réactifs sauf les extraits.

En extrapolant les valeurs obtenues sur la courbe étalon, la concentration des alcaloides
dans nos extraits a été déterminée. Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalent de

colchicine par milligramme extrait, selon le protocole illustré dans la figure Suivante :

Figure 16 : protocole de dosage des alcaloides.

E
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La figure suivante présente la courbe d'étalonnage de la colchicine.

09
0,8

0,7 y =0,0066x
Y R?=0,9957

absorbance
H_CZI H_CZI H_CZI H_CZI H_CZI H_CZI
= [ [S8] = [8y] [=n]

[

0 20 40 60 80 100 120 140
concentration (ug/ml)

Figure 17 : courbe étalon de la colchicine.
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7.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides dans I'extrait végétal de Crataegus monogyna J a été effectué
en suivant la méthode décrite par Bahorun et al. (1996), dont le résumé est présenté dans la

figure suivante :

[ 1ml ) [ )
(de I'échantillon ou + 1 ml( solution dAICI, :
standard ) dilué dans 2% dans le méthanol )

N du méthanol ) X y

Incubation

( pendant 10 minute a température ambiante)

Lecture
des absorbance a 430 nm

Figure 18 : protocole de dosages des flavonoides.
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Pour évaluer la concentration de flavonoides, une courbe étalon a été établie en utilisant
la quercétine comme référence. L'intensité de la couleur, avec une absorbance maximale
mesurée a 430 nm, est directement proportionnelle a la concentration de flavonoides dans
I'extrait végétal de Crataegus monogyna J. Lors de la mesure d'absorbance, un blanc a été

utilisé, contenant tous les réactifs sauf les extraits.

Les résultats obtenus sont exprimés en microgrammes équivalents de quercétine par
milligramme d'extrait. La figure suivante présente la courbe d'étalonnage de la querceétine,
fournissant ainsi une référence essentielle pour quantifier la présence de quercétine dans notre

échantillon.

14

12
y =0,0214x

R?=0,9968

0,8

0,6 5

absorbance

0,4

02

0 10 20 30 40 50 60 70

0,2
concentration (pg/ml)

Figure 19 : courbe étalon de la quercitrine.
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8. Méthode d'Evaluation de I'Inhibition Enzymatique de I’a-Amylase
8.1. Préparation des Echantillons et Mesure de I'Absorbance

La préparation des échantillons est une étape cruciale dans cette étude. Chaque échantillon est

congu pour représenter une condition spécifique de la réaction enzymatique.

» Controle positif : Mélange de 200 ul d’enzyme et 400 ul de substrat (amidon) dans 400
pl de solution tampon PBS, représentant la réaction enzymatique normale sans
inhibiteur (les concentrations sont dans I’annexe). Cela permet d'évaluer l'activité
enzymatique maximale. La dégradation de 1'amidon par I'a-amylase produit des sucres
réducteurs qui réagissent avec 1 ml du réactif colorimétrique (DNS - acide 3,5-
dinitrosalicylique), entrainant une augmentation de I'absorbance. Une absorbance
élevée indique une activité enzymatique élevee, car lus de produits de dégradation de

I'amidon sont présents.

> Echantillon principal: Préparé en combinant 200 pl enzyme (a-amylase), 400 pl de
substrat (amidon) et 200 pl d’inhibiteur (Acarbose ou extrait de plante) dans 200 pl de
la solution tampon PBS (les concentrations sont dans I’annexe). Cette configuration
permet d'explorer comment la présence de l'inhibiteur influence I'activité enzymatique.
Lorsqu'un inhibiteur est présent, il réduit la capacité de 1'a-amylase a dégrader I'amidon,
ce qui entraine une production moindre de sucres réducteurs. Par conséquent,

I'absorbance sera plus faible.

» Contr6le négatif : 800 ul de solution tampon PBS contenant uniquement 200 pl
d'inhibiteur (Acarbose ou extrait de plante), sans enzyme ni substrat (les concentrations

sont dans 1’annexe). Cela permet de mesurer toute absorption intrinseque de l'inhibiteur.

L'absorbance est mesurée pour les trois conditions expérimentales : I'échantillon
principal, le contrdle positif et le controle négatif, a une longueur d'onde de 540 nm a l'aide d'un
spectrophotometre.

8.2.Calcul des pourcentages d’inhibition

L'activité enzymatique a été considérée a 100% en absence de l'inhibiteur.
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Les pourcentages d’inhibition sont calculés selon la formule suivante :

Abs(A) — Abs(B)
h Abs(0)

inhibiton (%) = (1 ) x 100

Abs (A) : Absorbance de ’échantillon ;
Abs (B) : Absorbance du Controle négative ;

Abs (C) : Absorbance du Contrdle positive.
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Il. Reésultats et Discussion

1. Rendement d’extraction

Le tableau suivant représente le rendement et les caracteristiques de I’extrait des feuilles

de Crateagus monogyna J.

Tableau VI: Rendement et caractéristiques de 1’extrait aqueux des feuilles de Crateagus

monogyna J.

La partie | L’extrait | Rendement | Aspect Solubilité | Couleur | Aspect apres

de la solubilisation

plante

Feuilles Extrait | 1.67 % Poudre Eau Marron | Gélatineuse
aqueux distillée clair

Afin de préserver les activités biologiques des feuilles de Crateagus monogyna J, une
lyophilisation a été réalisée apres la macération de 10 g de poudre des feuilles de C.monogyna

dans de ’eau distillée.

Le lyophilisat obtenu est d’une couleur marron clair et présente une bonne solubilité dans
I’eau. Cependant, sa texture devient gélatineuse aprés hydratation, cela est probablement due a
la présence de la pectine. Les pectines sont des polysaccharides complexes présents dans la
plupart des plantes, leurs présences a été mise en évidence dans les feuilles de Crataegus

monogyna J (Hamdaoui 2018).

Le rendement d’extraction obtenu est de 1,67 % équivalent a une quantité de 0,167g. En
comparent ces résultats a ceux rapporté dans la littérature, notamment dans les travaux de
Hamdaoui (2018) nous constatant une différence significative dans le rendement d’extraction

qui est de 3,36 g par 15 g pour I’extrait aqueux des feuilles.

Dans les mémes travaux, ils ont rapportés des rendements d’extraction variées pour
différent extraits des feuilles de C.monogyna J, avec un rendement de 1,11g pour I’extrait

¢thanolique et un rendement de 0,77 g pour I’extrait méthanolique.
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Ces comparaisons soulignent I’importance des facteurs biotique telles que les différentes
variétés et souches du plant, I’état physiologique de la plante et sante de la plante et I’importance
des facteurs abiotique telles que la température, le pH, la durée de macération, le choix du
solvant, la méthode d’extraction ainsi que la différence dans la région de récolte des plantes sur
le rendement et les propriétés physiques de 1’extrait. Ainsi I’optimisation de ces conditions
pourrait améliorer significativement le rendement et la qualité de I’extrait des feuilles de

C.monogyna J.

2. Inhibition de I’a-amylase par ’acarbose : étude dose-réponse
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Figure 20 : I’inhibition 1’activité de I’a-amylase en fonction de la concentration de 1’acarbose.

Le graphe présente le pourcentage d'inhibition de I'alpha-amylase par I'acarbose, utilisé
comme contrdle positif, & trois concentrations distinctes : faible (5 mg/ml), moyenne (24
mg/ml) et élevée (50 mg/ml). Les résultats montrent une relation dose-réponse claire, ou
l'augmentation de la concentration de I'acarbose conduit a une augmentation du pourcentage

d'inhibition de I'alpha-amylase.

A la plus faible concentration (5 mg/ml), I'acarbose montre un pourcentage d'inhibition
modeste (12.29%). Ce résultat est attendu car, a de faibles doses, la quantité d'inhibiteur
disponible est limitée, ce qui réduit sa capacité a bloquer efficacement I'activité de lI'enzyme

alpha-amylase.




Résultats et discussion

En augmentant la concentration de l'acarbose a 24 mg/ml, nous observons une
augmentation du pourcentage d'inhibition (41.34%). Cette augmentation peut étre attribuée a
une plus grande disponibilité de molécules d'acarbose pour interagir avec l'alpha-amylase,

augmentant ainsi le nombre de sites enzymatiques inhibes.

A la concentration la plus élevée (50mg/ml), l'acarbose atteint son effet inhibiteur
maximal (79.66%). Le pourcentage d'inhibition a cette concentration est le plus élevé, indiquant
que la majorité des sites actifs de lI'alpha-amylase sont occupés par l'inhibiteur.

Ces résultats soutiennent I'utilisation de I'acarbose comme contrdle positif et fournissent
une base solide pour comparer l'efficacité des extraits des feuilles de Crataegus monogyna J

dans I’inhibition de 1’alpha amylase et potentiellement dans le traitement du diabete de type 2.

3. Effet inhibiteur de I’extrait aqueux des feuilles de Crateagus monogyna J vis-a-

vis de ’a-amylase

Les Densités Optiques (DO) lu sur le spectrophotométre sont rapporté dans le tableau ci-

dessous ainsi que les pourcentages d’activité et d’inhibition d’alpha amylase.

Tableau VII: les densités optiques (DO) et les pourcentages d’activité et d’inhibition de 1’alpha

amylase.
En absence | En présence | En  présence de
d’inhibiteur d’Acarbose I’extrait aqueux des
feuilles de
Crateagus
monogyna J
Les densités | 0,537 £ 0,130 0,041 + 0,099 0,125 + 0,090
optiques (DO)
Activité 100 % + 0,000 | 23,280 % + 0,005 7,630 % + 0,005
d’a-amylase
Inhibition 0% 0,000 | 76,720 % +0,003 92,370 % +0,001
d’a- amylase
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L’inhibition de I’enzyme digestive a-amylase impliquées dans 1’hydrolyse de 1’amidon
est une méthode efficace pour contrdler I’hyperglycémie postprandiale chez les patients atteints
de diabéte de type 2, dans notre étude, 1’effet inhibiteur de I’extrait aqueux des feuilles de
Crateagus monogyna J a été testé, en le comparent a 1’Acarbose qui est un médicament

inhibiteur d’a-glucosidase largement utilisé pour traiter le diabete de type 2.

Les résultats obtenus ont montré que I’extrait aqueux des feuilles de Crateagus monogyna

J possede un effet inhibiteur trés important de 1’a-amylase.

Figure 21 représente 1’activité de I’a-amylase sous forme d’histogramme, 1’activité de

I’enzyme en absence d’inhibiteur est fixe a 100% servant de référence.

120%
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Hydrolyse
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I
20%
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Figure 21 : histogramme représentant les pourcentages d’activité de 1’alpha amylase.
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Lors que I’extrait aqueux des feuilles de Crateagus monogynna J est ajouté a la réaction,
l’activité de 1’a-amylase est réduite & 7,63 %. En comparaison, 1’ajout du contrdle positif

I’acarbose diminue I’activité enzymatique a 23,28 %.

Cette observation est confirmée par le second histogramme de la figure 22, représentant
les pourcentages d’inhibition des inhibiteurs vis-a-vis 1’a-amylase. Le pourcentage d'inhibition
de I’extrait aqueux des feuilles de Crateagus monogyna J est de 92,37 %, ce qui en accord avec
la diminution de I'activité enzymatique observee dans la figure 22.
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=
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Figure 22 : histogramme representant les pourcentages d’inhibition de 1’alpha amylase.

De maniére similaire, I'acarbose montre une inhibition de 76,72 % qui est inférieure au
pourcentage d’inhibition retrouvé par Pineda et al. (2022) qui est de 96,70 %, cette différence
est probablement due a ’utilisation d’'un médicament dont le principe actif est I’acarbose et pas

de I’acarbose pure dans notre étude expérimentale.

En reliant ces donnes, il est clair que I’extrait aqueux des feuilles de Crateagus monogyna

J a une grande efficacité, réduisant d’avantage I’activité enzymatique de I’a-amylase.
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4. Dosage spectrophotomeétrique des métabolites secondaires
4.1.Dosage des alcaloides

En se reférant aux protocoles Patel et al., 2015 et Tabasum et al., 2016, nous avons pu
déterminer la teneur totale d'alcaloides présente dans notre extrait et cela a I’aide d’une courbe

d'étalonnage préalablement établie en utilisant la colchicine comme standard.

On a rapporté et exprimé les quantités d’alcaloides en microgramme équivalent de

colchicine par milligramme de matiere séche de notre extrait.

Les résultats de 1’estimation quantitative des alcaloides dans notre extrait aqueux de
feuilles de Crateagus monogyna J ont révélé une teneur de 7,870 + 0,351 pg EC /mg de poids

sec. Comme le montre la figure 23.

20
18
14,26
16
14

12

Alcaloides (ug EC /mg)

10
7,87 Flavonoides (ug EQ /mg)

Figure 23 : histogramme représentant les concentrations des métabolites secondaires présent

dans les feuilles des Crateagus monogyna J.

La présence des alcaloides dans notre extrait a été imprévisible car de nombreux autres
travaux scientifiques tels que les travaux de Belabdelli et al. (2021) sur les feuilles de Crateagus
monogyna J récolte au ouest algérien plus précisément a sidi bel Abbas ont rapporté que ces

métabolites sont absents dans les feuilles de Crateagus monogyna J.

L'origine géographique des échantillons, les conditions climatiques et écologiques, la
saison de récolte, le processus de séchage, les procédures d'extraction et le type de solvant

utilisé pourraient expliquer cette variation.
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4.2.Dosage des flavonoides

La détermination de la teneur en flavonoides dans notre extrait de plante a été effectuée

selon le protocole de Bahorun et al. (1996).

La quercitrine a été considérée comme témoin positif dans notre étude, ce qui nous a
aidés a établir la courbe d'étalonnage utilisee ultérieurement pour déterminer la teneur en

flavonoides de notre échantillon.

On a rapporté et exprimé les quantités de flavonoides en microgramme équivalent de

quercitrine par milligramme de matiére séche de notre extrait.

La teneur en flavonoides dans nos extraits aqueux des feuilles de Crataegus monogyna J
est de 14,260 +3,851 g équivalent de quercitrine par milligramme de matiere séche. Comme

le montre la figure 23.

D'aprés les résultats, il a été observé que la quantité totale de flavonoides présents dans
notre extrait de feuilles de C. monogyna était plus élevée que celles retrouvées chez la méme

espéce. Ces valeurs signalées varient considérablement d'une région a l'autre.

En 2014, Keser et al. ont signalé que la teneur en flavonoides des feuilles de C. monogyna

cultivées a Gaziantep, Turquie, était de 2,428 pg EQ/ mg de poids sec dans 1’extrait aqueux.

En paralléle, I’estimation quantitative des extrais aqueux des fleurs et des feuilles de C.
monogyna récolté aux Maroc par Radi et al. (2023) ont révele une quantité de flavonoides de

0,33 pg EQ/ mg de matiere seche.

Alors qu’en 2018, les extraits de feuilles de C. monogyna testés par les chercheurs
iraniens Alirezalu et al., affichaient des valeurs de 9,90 pg EQ / mg de poudre de feuilles.

Cependant, la comparaison a €t¢ impossible en raison des différentes méthodes d’extraction.

Cette variation dans la composition chimique a éteé investiguee en 2001 par Jones et al.,
puis plus tard par Abuashwashi et al., en 2016, qui ont tous deux déclaré que cette différence

est due a la différence dans la région de récolte des plantes.

En comparant nos résultats a la documentation scientifique disponible, nous avons
remarqué que l’utilisation d’autres solvants pourrait entrainer une teneur plus élevée en

flavonoides, comme 1’ont indiqué Coimbra et al., (2020) qui ont trouve 29,94 ug EQ par

3
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milligramme de feuilles séchées de Crateagus monogyna J en utilisant le méthanol comme

solvant.

La quercétine a montré une forte interaction avec l'a-amylase pancréatique, ce qui est
mesuré par une haute fluorescence intrinseque. Cela signifie que la quercétine se lie bien a cette
enzyme. Cette interaction est due principalement a deux caractéristiques de la quercétine : Le

motif catéchol.et La double liaison C2-C3 dans le cycle B.

En ce qui concerne la capacité redox de la quercétine, il a été rapporté que, en plus de ces
deux caractéristiques, le groupe carbonyle en C-4 joue également un réle important dans son
activité. Le motif catéchol du cycle B est particulierement important pour les interactions entre

les flavonoides et les protéines.

Les flavonoides peuvent se lier aux résidus d'acides aminés Trp 58, Trp 59, Tyr 62, GIn
63 et Asp 197 sur l'a-amylase. Par exemple, la quercétine se lie par des liaisons hydrogene avec
GIn63 et des forces de Van der Waals avec Leu 165. Ces interactions contribuent a 1’effet

inhibiteur de ce flavonoide sur 'activité de I'a-amylase. (Martinez-Gonzalez et al., 2019)

D'apres nos travaux, les extraits aqueux des feuilles de I'aubépine ont démontré un effet
anti alpha amylasique. De plus, selon Medjber et Bechar (2022), dont le mémoire a été réalisé
dans le méme laboratoire que notre propre étude, les métabolites secondaires présents dans ces
extraits ne se limitent pas a cet effet. lls possedent également des propriétés antioxydantes et
anti- inflammatoires, comme I'ont montré leurs recherches sur les extraits aqueux des feuilles
de l'aubépine. Cela souligne la diversité et la polyvalence des composés bioactifs présents dans

ces plantes.
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Conclusion

La présente étude explore les propriétés anti alpha amylasique des extraits aqueux des
feuilles de Crataegus monogyna J, une plante medicinale largement utilisée en Afrique du nord
pour ses bienfaits sur la santé. Cette recherche s'inscrit dans la quéte de solutions naturelles et
alternatives au traitement anti-diabétique conventionnel souvent associé a des effets

secondaires indésirables.

Les résultats ont démontré que les extraits aqueux des feuilles de Crataegus monogyna J,
possedent une activité inhibitrice de I'a-amylase avec un taux d'inhibition de 92,32%. Cette
inhibition pourrait contribuer a réduire I'nypoglycémique postprandiale, offrant ainsi un
potentiel thérapeutique promoteur pour la gestion du diabete de type 2. De plus, les analyses
colorimétriques ont revélé des concentrations de flavonoides et d'alcaloides dans les extraits,
mesurés respectivement a 14,260 + 3,851 pug EQ /mg et 7,870 + 0,351 pug EC/mg, ce qui

souligne davantage le potentiel thérapeutique de cette plante.

Les métabolites secondaires présents dans les extraits jouent un rdle crucial dans
I'inhibition de lI'a-amylase, renforcant ainsi les activités anti-hyperglycémique. Ces résultats
suggeérent que cette plante pourrait étre exploitée pour développer des traitements naturels
contre le diabéte, répondant a un besoin croissant de solutions plus sdres et moins invasives

pour la gestion de cette maladie chronique.

Cependant, cette étude présente certaines limites. Les résultats obtenus sont basés sur des
tests in vitro, et des études in vivo seraient nécessaires pour confirmer ces effets chez I'humain.
De plus, la variabilité de composition chez des compositions chimiques des extraits en fonction
des conditions de récolte et de préparation doit étre prise en compte pour garantir une efficacité

et une sécurité constante.

Pour les recherches futures, I'utilisation de techniques analytiques avancées telles que la
résonance magnétique nucléaire (RMN), la spectrométrie de masse (MS) et chromatographie
en phase liquide a haute performance (HPLC) permettra de détecter et d'isoler les molécules
responsables de ces effets, d’explorer leur mécanismes d'action précis et d'évaluer leurs
potentiels thérapeutiques dans des modeles animaux et des essais cliniques, ouvrant la voie a
leur utilisation future comme principes actifs pour des traitements contre le diabete. En outre,
I’étude d'autres plantes médicinales locales pourraient enrichir le portefeuille de solution

naturelle disponible pour la gestion du diabete.
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Conclusion

Cette étude apporte des preuves convaincantes du potentiel anti alpha amylasique de
Crataegus monogyna J et ouvre la voie a des developpements futurs dans le domaine de la

phytothérapie anti-diabétique.
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Annexes

Annexe 1

1. Préparation du tampon phosphate 20 mM (pH 6,9) contenant 6,7 mM de chlorure
de sodium
Pour préparer 250 ml du tampon phosphate 20 mM (pH 6,9) contenant 6,7 mM de
chlorure de sodium, les étapes suivantes ont été suivies :
> Dissolution de 0,6 g de sodium phosphate dans de I'eau distillée, suivie de I'ajustement
du volume a 250 ml.

> Addition de 0,00975 g de chlorure de sodium.

» Homogénéisation.

> Mesure du pH a l'aide d'un pH-métre et ajustement a 6,9 avec de l'acide chlorhydrique

ou de I'hydroxyde de sodium au besoin.

2. Preparation de I'acide 3,5-dinitrosalicylique (3,5-DNS)
Le réactif DNS a été prépare selon les étapes suivantes :

> Préparation de la solution A : dissolution de 4 g d'acide 3,5-dinitrosalicylique dans 80
ml d'eau distillée chauffée a 100 °C.

> Préparation de la solution B : dissolution de 6,4 g de NaOH dans 60 ml d'eau
distillée.

» Meélange des solutions A et B, suivi de I'ajout de 120 g de tartrate de sodium et de
potassium.

» Ajustement du volume a 200 ml avec de I'eau distillée.

3. Préparation de la solution d'amidon a 3,2%
La solution d'amidon a 3,2% a été préparée en dissolvant 3,2 g d'amidon dans 100 ml de

tampon phosphate 20 mM (pH 6,9) contenant 6,7 mM de chlorure de sodium.



Annexes

Annexe 2

4. Préparation de la solution d'acarbose 50 mg/ml
La solution d'acarbose a été préparée en dissolvant 10 comprimés (CORECT,
BIOPHARM) dans 10 ml de tampon phosphate 20 mM (pH 6,9) contenant 6,7 mM de

chlorure de sodium.

5. Préparation de la solution enzymatique (alpha amylase a 3 U/ml)
La solution enzymatique a été préparée en dissolvant 2,3 mg d'alpha-amylase dans 1 ml

d'eau distillée, suivie d'une dilution décimale pour obtenir une concentration finale de 3 U/ml.

6. Préparation de I'extrait vegétal (Crataegus monogyna Jacg 100 mg/ml)
L'extrait végétal a été préparé en dissolvant 100 mg de I'extrait d'aubépine dans 1 ml
d'eau distillée.
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