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Résumé

Ce travail visait 1’étude phytochimique et [Dactivité biologique des extraits
méthanoliques, éthanoliques et aqueux de Salvia officinalis L., Aristolochia longa L. et

Lupinus albus L.

Les analyses physicochimiques des trois plantes révélent la forte acidité d’A. longa avec
un pH de 2,99+ 0,15, un taux de sucres réducteurs et de protéines (12,19+1,58 et 1,91+
0,02%) et S. officinalis en eau, cendres et en lipides de (76 * 2% ; 3,16 = 0,15 et 8%)
respectivement.

Le rendement (%) de I’extrait éthanolique était important : 38+ 4 ; 50,66+3,7 et 43,66+
3,78% pour S. officinalis, A. longa et L. albus respectivement.

Le criblage phytochimique révele la richesse des extraits éthanoliques des trois plantes

en différents composés bioactifs ; tanins, flavonoides, glycosides cardiaques et alcaloides.

Les polyphénols d’extrait éthanolique de S. officinalis, A. longa et L. albus était de
(74,54« 0,65; 38,25+ 0,33 et 59,66 + 0,56 mg EAG/Q) et pour les flavonoides (37,53+ 1,06 ;
27,86x 0,19 et 10,74% 0,22 mg EQ/g) respectivement. Concernant I’activité antioxydante
appréciée par la méthode de DPPH, montre la capacité d’extrait éthanolique de S. officinalis
et L. albus a piéger les radicaux libres, donnent des IC 50 de 0,106+ 0,001; 0,86+ 0,01 mg/ml

respectivement et de 0,44+ 0,005 mg/ml pour I’extrait méthanolique d’A. longa.

En outre, I’activité antibactérienne montre la forte capacité d’extrait méthanolique de S.
officinalis d’inhiber B. subtilis, M. luteus, E. coli et S. aureus (27,06 £ 1,49 ; 15,43+ 2,23 ;
11,6+ 0,52 et 11,5 + 2,17 mm) diamétre d’inhibition respectivement. L’activité de leur extrait
éthanolique était de 26,62 + 2,97 mm sur B. subtilus, 16,51+2,36 mm contre M. luteus, 13,62

+0,55 mm sur S. aureus, P. aeruginosa (12,30£1,59 mm).

Les résultats d’étude in vivo sur ’extrait éthanolique de S. officinalis montrent qu’il ne
provoque aucun effet toxique a une dose de 2000 mg /kg de poids corporel. Au-dela, la dose
de 300 mg/kg de poids corporel joue un role tres important dans la réduction de la glycémie

chez les rats diabétiques.

Mots clé : Salvia officinalis L., Aristolochia longa L. et Lupinus albus L., polyphénols,

flavonoides, antioxydante, antibactérienne, toxicité et antidiabétique.



Abstract

This work aimed at the phytochemical study and the biological activity of methanolic,
ethanolic and aqueous extracts of Salvia officinalis L., Aristolochia longa L. and Lupinus
albus L.

Physicochemical analyses of the three plants reveal the high acidity of A. longa with a
pH of 2,99+ 0,15, reducing sugars and protein content (12,194+1,58 and 1,91 + 0,02%) and S.
officinalis in water, ash and lipids of (76 + 2%; 3,16+ 0,15 and 8%) respectively.

The yield (%) of ethanolic extract was significant: 38+ 4; 50,66+ 3,7 and 43,66+ 3,78%
for S. officinalis, A. longa and L. albus respectively.

The polyphenols for ethanolic extract of S. officinalis, A. longa and L. albus were
(74,54« 0,65; 38,25+ 0,33 and 59,66 = 0,56 mg EAG/g) and for flavonoids (37,53+ 1,06.;
27,86+ 0,19 and 10,74+ 0,22 mg EQ/g) respectively. Regarding the antioxidant activity
appreciated by the DPPH method, shows the capacity of ethanolic extract of S. officinalis and
L. albus to trap free radicals, give IC 50 of 0,106+ 0,001; 0,86+ 0,01 mg/ml respectively and
0,44+ 0,005 mg/ml for methanolic extract of A. longa.

In addition, the antibacterial activity shows the strong capacity of S. officinalis
methanolic extract to inhibit B. subtilis, M. luteus, E. coli and S. aureus (27,06 + 1,49; 15,43+
2,23; 11,6+ 0,52 and 11,5 £ 2,17 mm) diameter inhibition respectively. The activity of their
ethanol extract was 26,62 £ 2,97 mm on B. subtilus, 16,51+2,36 mm against M. luteus, 13,62
+0,55 mm on S. aureus, P. aeruginosa (12,30+1,59 mm).

The results of in vivo study on the ethanolic extract of S. officinalis show that it does
not cause any toxic effects at a dose of 2000 mg / kg of body weight. Above this level, the
dose of 300 mg/kg body weight plays a very important role in reducing blood sugar levels in

diabetic rats.

Key words: Salvia officinalis L., Aristolochia longa L. and Lupinus albus L.,

polyphenols, flavonoids, antioxidant, antibacterial, toxicity and antidiabetics.
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ES: Extrait éthanolique de Salvia
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Ex Et : Extrait Ethanolique.
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dépendante.
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SURL : Sulfonylurée 1
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Introduction

Les plantes médicinales interviennent dans la médecine moderne par leurs richesses en
composés bioactifs des différentes parties de la plante. Ces composés d’origine naturelle
participent dans divers domaines tels que cosmétique, technologie alimentaire et
pharmaceutique (Wu et Chappell, 2008; Sharma et al., 2019).

Les molécules bioactives sont des constituants extranutritionnels participant dans les
activités physiologiques ou cellulaires chez les humains et les animaux en fournissant des
activités biologiques ; antioxydantes, anti-inflammatoires, anti-cancérigénes protegent contre
les troubles métaboliques (Kris-Etherton et al., 2002 ; Walia et al., 2019).

Le diabéte sucré est une pathologie lié au troubles métaboliques qui se traduit par
I’augmentation du niveau de glucose dans le sang par la carence de la sécretion ou de l'action
d'insuline produite. Cette pathologie est lié au plusieurs facteurs parmi lesquels le stress
oxydatif qui entraine un déséquilibre entre la production des radicaux libres et leur
élimination par les antioxydants. Le stress oxydatif participe dans le diabete par la glycation
non enzymatique des protéines, I'oxydation du glucose et I'augmentation de la peroxydation
lipidique se qui entraine des altérations de systéemes enzymatiques et de la machinerie

cellulaire ainsi qu'une résistance accrue a l'insuline (Asmat et al., 2015).

Le traitement des maladies complexes nécessite le développement des médicaments
synthétiques. Ces dernieres peuvent guerir diverses pathologies mais en paralléle provoquent
des effets néfastes sur la santé humaine avec une intensité plus ou moins a sévere (Nisar et
al., 2017). Pour palier a cette menace grandissante, les recherches s’intéressent aux plantes
médicinales principales ressources en agents thérapeutiques. En plus de leur usage en soins de
santé par environ 80% de la population mondiale (Oliveira et al., 2013).

En effet, ce sont des sources d'une variété de composés biologiquement actifs ;
composés phénoliques doués de propriétés antioxydantes et les potentiels antimicrobiens
(Kaneria et al., 2012).

Les plantes Salvia officinalis, Aristolochia longa et Lupinus albus sont les plus utilisées
dans la pharmacopée traditionnelle de la région de Tiaret en Algérie pour le traitement de
plusieurs maladies.

Les différentes parties des plantes Salvia officinalis, Aristolochia longa et Lupinus
albus, de part leur richesses en composés bioactifs peuvent étre des éléments essentiels pour
I’inhibition des bactéries pathogenes et la réduction de différents pathologies (Alimpi¢ et al.,

2014 ; Merouani et al., 2017 ; Karama¢ et al., 2018)).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wu+S&cauthor_id=18375112
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chappell+J&cauthor_id=18375112

Introduction

Ce travail visait la valorisation biologique des plantes Salvia officinalis L.,
Aristolochia longa L. et Lupinus albus L.et porte sur deux axes :

¢ Premier axe :
v Analyses physicochimiques pour la détermination de la qualité des plantes.
v' Dépistage phytochimique pour confirmer la richesse en composés bioactifs.
v" Dosages des polyphénols et des flavonoides.
v Etude in vitro de D’activité antioxydante par la méthode de piégeage des
radicaux libres et antibactérienne contre Staphylococccus aureus, Micrococcus
luteus, Bacillus subtilus, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, pseudomonas
aeruginosa et Escherichia coli par la technique d’imprégnation des disques et
Macrodilution.

% Deuxieme Axe :
v" In vivo : Dans laquelle en cherche I’effet toxique et ’activité antidiabétique du
meilleur extrait par le développement de diabéte chimio-induit chez les rats
Wistar.
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I. Phytothérapie

La phytothérapie est une médecine basée sur les plantes et leurs extraits, a ’aide d’une
association entre 1’aromathérapie par des essences végétales issue des plantes et
gemmothérapies qui utilise les bourgeons ou les jeunes pousses des végéetaux (Morin, 2008 ;
Boukhobza et Goetz, 2014).

La phytothérapie développe la synthése des médicaments a partir des sources naturelles,
considére comme une médecine douce qui n’a pas des effets indésirables sur la santé humains
(Amandine, 2014). Récemment, les chercheurs s’intéressent a minimiser les effets
secondaires des médicaments synthétiques pour laquelle sont orientés vers la pharmacopée
traditionnelle par utilisation des composés issues des plantes médicinales pour la guérison et
le traitement des maladies le cas du cancer, diabéte, Alzheimer et les maladies infantiles
(Akhondzadeh et al ., 2003 ; Solowey et al., 2014, Kouchade et al., 2017).

I.1. Plantes médicinales
Les plantes médicinales sont des herbes utilisées en médecine pour le traitement de
plusieurs maladies grace a leur richesse en composés bioactifs. Elles sont utilisées dans la

prévention et le traitement des maladies pour réduire I’utilisation des composants chimiques.
I.1.1. Caractérisation des plantes médicinales

Les plantes médicinales ont de nombreuses caractéristiques lorsqu'elles sont utilisées
comme traitement, comme suit (Hassan, 2002):
¢ Synergie médicamenteuse : Les ingrédients des plantes interagissent tous entre eux. Leur
utilisation peut compléter les autres ou neutraliser leur éventuel effet négatif.
e Soutien de la médecine officielle : dans le cas des maladies complexes, les plantes sont les
plus efficace.
e Médecine préventive : Il est démontré que les composants des plantes peuvent inhiber la

prolifération de certaines maladies en réduisant I’utilisation des composants chimiques.
1.2. Description des plantes étudiées

1.2.1. Salvia officinalis (Sauge)

La sauge est certainement la reine des herbes aromatique et [’'une des plus anciennement
cultivée, parée de toutes les qualités. Le genre Salvia « Lamiacées » regroupes plus 800
especes. Ce groupe comprend des plantes herbacéees (annuelles et vivaces) et semi arbustives
(Noémie, 2013).
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Le nom scientifique de la sauge indique clairement I'importance de son role en
phytothérapie : Salvia vient de salvare qui, en latin, signifie « guérir ». La sauge agit contre
les maux de gorge et les troubles de la digestion ; elle est 1égérement stimulante. Sa saveur est
chaude, amere et astringente (Trousseau, 1858 ; Iserin, 2001).

La sauge est une herbe vivace arbustive originaire des régions méditerranéennes et des
Balkans. C'est une plante toujours verte de la famille Lamiaceae et appartient au genre Salvia,
qui fait partie des membres trés répandus de Salvia officinalis (Ghorbani et Esmaeilizadeh,
2017).

La sauge prefere les sols bien drainés, riches en azote, a texture équilibré mais plutot
argileux et peut tolérer un pH de 4,9 a 8,2. Le soleil est un facteur tres important pour leur
croissance alors que 1’arrosage exagéré peut inhiber la croissance ou tuer la plante (Ernest et

Deutsch, 2001).

1.2.1.1.Description morphologique
Salvia officinalis est la plus couramment cultivée : c’est un sous-arbrisseau vivace, ses
tiges dressées sont ramifiées. Plante mellifere, elle posséde des fleurs opposées, Bleu-mauve
disposées par trois a six et formant un épi terminal. Elle atteint de 40 cm a 90 cm a grandes

feuilles persistantes, vert-gris, aromatiques, épaisses, ovales (Noémie, 2013).

1.2.1.2. Composition

o Huile essentielle (1 a 2%)

(@]

Diterpenes

o

Composés phénoliques dont l'acide rosmancinique

o Tanins.

1.2.1.3. Usage

Salvia officinalis est une plante multidisciplinaire qui participe dans la cuisine en
parfumant les grillades, les marinades, les sauces et les plats soit de viande, de poissons et des
pates. Elle est aussi utilisée pour faire des confitures et peut étre incorporée dans certain
gateaux et des glaces (Rebiere et Rebiere, 2019).

Elle participe dans le domaine médical ; grace a son effet antioxydant ; antibactérien,
anti-inflammatoire, anticancéreux et antidiabétique a cause de sa richesse en composés
bioactifs (Nascimento et al.,2000, Melo et al., 2012, Rasmy et al.,2012 et Alimpi¢ et al.,
2014).
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Aussi utilisée comme astringent et antiseptique grace a la combinaison de ses propriétes
antiseptiques, calmantes et astringentes. En outre, elle clarifie les bronches, facilite la

digestion gastrique, régularise le cycle menstruel, régule la transpiration.

1.2.2. Aristolochia longa L.

Aristolochia est un genre de la famille Aristolochiaceae qui se compose d'environ 400
espéces d'herbacées vivaces, sous-arbustes ou arbustes renfermant des huiles essentielles. Ce
genre est largement répandu a travers le monde : Asie tropicale, Afrique et Amérique du Sud
(Chawla et al., 2013).

Le nom d’aristoloche a été donné a cause des propriétés toniques et emménagogues
qu’on attribue a leurs racines (Lamarck, 1805).

Aristolochia longa est le genre le plus utiliseé dans la pharmacopée traditionnel
algérienne en raison de ses multiplie effets; se traduit par sa richesse en métabolites
secondaires comprend essentiellement les alcaloides, terpénoides, glycosides cardiaques,
polyphénols et les flavonoides (Derouiche et al., 2018). Ces composés ont un rdle majeur
dans la réduction du stress oxydatif qui participe dans plusieurs maladies dont le cancer et le
diabéte et le role d’un antibiotique contre plusieurs bactéries pathogénes (Merouani et al.,

2017).

1.2.2.1. Description morphologique
Aristolochia longa est une plante vivace a tige gréle, anguleuse, herbacée, mince,
penchée, allongée et atteignant jusqu’a un metre de longueur. Les feuilles sont longues
pétiolées, alternées, tres entieres, enforme de cceur, cordées a la base. Les fleurs sont
jaunatres, longues, solitaires, axillaires, plus longues que les feuilles. Sa racine est un
tubercule allongé presque cylindrique de couleur grise en dehors, blanche en dedans, grosse,

longue, elle fleurit vers le mois de juin (Lamarck, 1805 ; Thielens, 1862).

1.2.2.2.Composition
La plante contient une substance volatile nauséabonde, un alcaloide et une grande
quantité de sels. L'alcaloide est amorphe et ne donne aucune réaction de couleur avec les
acides minéraux forts. La teinture amere est concentrée sur des cristaux cubiques de chlorure

de potassium (Dymock et al., 1893).
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1.2.2.3.Usage
Aristolochia longa entre dans la composition de plusieurs médicaments ; comme elle est

efficace contre la goutte et le catarrhe pulmonaire (Gubler, 1868).

Actuellement, plusieurs études prouvent [’effet antibactérien, antioxydant et par
conséquence la prévention et le traitement des maladies liées au stress oxydatif telles que le
cancer et le diabéte (Raju et al., 2016; EI Omari et al., 2019).

1.2.3. Lupinus Albus L

1.2.3.1.Description morphologique
Lupinus albus, nommé lupinus blanc est connu localement sous le nom de termis. C’est
une plantes herbacée annuelle cultivée dans les jardins, la tige est dressée cylindrique,
arrondie, droite et simple qui s’¢léve a environ 30 cm. Elle est ainsi que les feuilles,
recouverte de longs poils doux et blanchatres. Ses feuilles sont irrégulieres alternées avec de
longs pétioles, aux sommets desquels naissent cing ou sept folioles ovales, aigues, molles

douce au toucher.

Ses fleurs blanches sont alternées et forment sur les courts pédicelles des grappes
droites et terminales a la tige et aux rameaux. Elles sont papilionacées et composées d’un
calice velu a deux levres dont la supérieure est entiere et I’inférieure tridentée. La gousse est

allongée, épaisse, velue, contenant six a huit graines arrondies.

Tout les parties de lupin sont inodores et un peu ameres ; les graines connues sous le
nom de lupins sont seules employées en médecine, leur substance intérieure est jaunatre et

leur saveur assez amere et désagréable (Gautier, 1822; Richard, 1831).

1.2.3.2.Composition selon (Erbas et al., 2005)
e Protéines: 32,5% .
e Fibres: 16,2%.
e Huiles: 5,95% : 13,5% acide gras saturés, 55,4 % acides gras mono-insatureés et 31,1 %
acide gras polyinsaturés.
e Sucres : 5,82 %.
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1.2.3.3.Usage
Richesses des graines de lupinus albus en glucides, protéines, fibres. Ces graines
cultivées traditionnellement pour la consommation humaine et comme engrais vert mais aussi

comme plante fourrageére.

Avant d’étre consommées, les graines sont tout d’abord mises a tremper 1-3 jours dans
I’eau courantes afin d’en éliminer les alcaloides amers et toxiques, puis cuites et consommeées
comme légumes secs ou marinées en saumure et servies en amuse- gueule (Brink et Belay,
2006).
I1. Composeés bioactifs

Les "Composés bioactifs" sont des constituants extra-nutritionnels qui apparaissent
généralement en petites quantités dans les aliments (kitts, 1994). IIs représentent une gamme
diversifiée de molécules non nécessaires pour la vie des cellules mais jouant un réle majeur

dans I’interaction entre les cellules et I’environnement (Verpoorte et Alfermann, 2013).

Ces composants évoquent des effets bénéfiques sur la santé humaine et animale ;
physiologiques, comportementaux et immunologiques. Plusieurs études prouvent 1’effet
chimio-préventif de ces produits contre plusieurs maladies comme certaine forme de cancer,
diabete, obésité et Alzheimer (Hosseini et Ghorbani, 2015 ; Obiudu et al., 2015 ; Ben
Younes, 2018 ; Elsawi et al., 2018; Hartman, 2018 ).

I1.1.Classification des composés bioactifs
On peut les classer selon plusieurs critéres ; 1’origine de la plante, biosynthése et la
structure chimique. C’est le cas des alcaloides qui possedent une fonction nitrogene et pour
les composés phénoliques qu’ont un systeme aromatique ayant un ou plusieurs groupe

hydroxyles (Verpoorte et Alfermann, 2013).

On distingue trois classes majeurs sont (Calatayud et al., 2013) :
» Composés phénolique.
» Terpénoides.
» Alcaloides.
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11.1.1. Composés phénoliques

Plus de 8000 composés phénoliques ont été découverts ; ce sont des composes simples,

de faible poids moléculaire, a cycle aromatique unique aux tanins et aux dérivés
polyphénoliques.

Ils peuvent étre classés en fonction du nombre et de la disposition de leurs atomes de
carbone (Tableau N°01) et sont couramment conjugués aux sucres et aux acides organiques.

Les composes phénoliques peuvent étre classés en deux groupes : les flavonoides et les non
flavonoides (Crozier et al., 2007 ; Ejaz et al., 2017).

Tableau N°01 : Principales classes de composes phénoliques (Macheix, 1996).

Nombre Squelette

Plante
d’atomes de Classe Exemple alimentaire
de base (Exemple)
carbone
6 C6 Phénols simples Catéchol
7 Ce-C1 A. Hydroxybenzoiques p- Hydroxybenzoique Epices, fraise
9 Ce-C3  A.Hydroxycinnamiques Acide Caféique Pomme, P. de terre.
Citrus
Coumarines Scopoline
10 C6-Cs Naphthoquinones Juglone Noix
13 C6-C1-Cs Xanthones Mangiferine Mangue
15 Ce-C3-Cs Flvonoides Quercetol, cyanidol Fruits, légumes.
Soja, pois.
Isoflavonoides Daidzeine
n (Ce-C3)n Lignines Fruits a noyau
n (Ce)n Tanins Raisin rouge,
Kaki
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11.1.1.1. Flavonoides
Ce sont des substances naturelles a structure phénolique variable constituées de quinze
atomes de carbones avec deux cycles aromatiques reliés par un pont a trois atomes de
carbones, se trouvant dans les fruits, les 1égumes, les céréales, 1’écorce, les racines, les tiges et
les fleurs. Les flavonoides sont maintenant considérés comme des composants indispensables
dans diverses applications pharmaceutiques, médicinales et cosmétiques (Crozier et al.,
2007).

11.1.1.2. Non flavonoides
a. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont présents en abondance dans les aliments, ils incluent les
acides hydroxybenzoiques (acides vanilliques), les acides hydroxycinnamiques (acides
caféiques) et les coumarines (Pandey, 2009; Calatayud et al., 2013).

Les deux classes fréquentes d’acides phénoliques sont :

1. Acides hydroxybenzoiques: les acides phénoliques en Cs-C1, dérivés hydroxylés
de I’acides benzoique sont trés communs aussi bien sous forme libres que combinés a 1’état
d’esters ou d’hétérosides (Acide benzoique, p-hydroxybenzoique, salicylique, vanillique,
galligue).

2. Acide hydroxycinnamique : ce sont des acides phénoliques en Ce¢-Cs, acide- 4-
coumarique, caféique, sinapique en une distribution tres large; les autres (acide -2
coumarique) sont peu fréquent (Bruneton, 2009).

b. Tanins

Les tanins constituent un groupe hétérogéne de composés polyphénoliques, présents
dans un nombre considérable d'aliments végétaux. Le terme tanin est dérive des propriétés de
ces composés d'interagir et de précipiter des macromolécules, telles que des protéines. Par la
suite, une définition générale des tanins est apparue, les désignant comme des polyphénols de

haut poids moléculaire qui précipitent les protéines de la solution (Combs, 2016).

Un tanin est une molécule phénolique hydrosoluble capable de précipiter la gélatine,
certains alcaloides et les protéines (Lekha et Lonsane, 1997).
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Les tanins sont utilisés depuis I’antiquité par ’'Homme pour le traitement des peaux
d’animaux, ils ont une importance économique et écologique considérable et sont
responsables de 1’astringence de nombreux fruits et légumes et des produits qui en sont
dérivés (vin, thé, bicre...). Leurs propriétés sont tannantes, c'est-a-dire capables de
transformer la peau fraiche en un matériau imputrescible (Macheix et al., 2005 ; Bruneton,
2009).

> Classification

On distingue deux groupes différents par leur structure et leur origine biogénétique :

1. Tanins hydrolysables : ce sont des oligo ou des polyesters d’un sucre généralement
le glucose et d’'un nombre variable de molécules d’acide phénolique soit I’acide gallique dans
le cas des tanins gallique, soit I’acide hyxahydroxydiphénique (HHDP) et dérivé d’oxydation
(déhydro-hexa-hydroxy-diphénique ‘DHHDP’, 1’acide chébulique) dans le cas des tanins

éllagiques.

2. Tanins condensés : ou proanthocyanidols sont des polymeéres flavanique. Ils sont
constitués d’unités de flavan3-ols liées entre elles par des liaisons carbones- carbones le plus
souvent 4-8 ou 4-6 (Bruneton, 2009).

11.1.2. Terpénoides

Les terpénoides constituent une grande famille de phytoconstituants ayant peu de points
communs fonctionnels et structurels. Les stéroides, les caroténoides et I'acide gibbérellique ne
sont que quelques-uns de ses membres. Ils sont composés du groupe le plus important de
composés actifs dans les plantes avec plus de 23 000 structures connues (Kabera et al.,
2014).

11.1.3. Alcaloides

Les alcaloides sont un groupe diversifié de composés azotés derives principalement des
acides aminés, basique, de faible poids moléculaire, d’origine naturelle. Leurs atome d’azote

est inclus dans un systéme hétérocyclique (Zeigler et Facchin, 2008; Bruneton, 2009).

~10 ~
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On distingue trois classes d’alcaloides :

» Alcaloides vrais : sont dérivés d'acides aminés et partagent un noyau hétérocyclique
avec l'azote. Caractérises par une activité biologique tres forte méme si a faible dose et par un
godt amer, forment des sels solubles dans I'eau (Aniszewski, 2007).

» Proto-alcaloides : sont des amines simples dont lesquels 1’azote n’est pas inclus
dans un systéeme hétérocyclique, ils ont une réaction basique (Bruneton, 2009).

» Pseudo-alcaloides : c’est le cas des alcaloides monoterpéniques et diterpéniques qui
ont les mémes caractéristiques des alcaloides vrais mais ne dérivent pas d’acides aminés ; le

plus connu est 1’isoprénoide (Bruneton, 2009).
11.1.4. Autres métabolites secondaires

11.1.4.1. Glycosides

Les glycosides sont des molécules trés répondus dans la nature ; I’aglycone est la partie
non sucrée de la molécule et peut étre le méthanol, le glycérol, un phénol ou une base
d’adénine (Botham et al., 2017).

On distingue :
a) Glycosides cardiaques

Les glycosides cardiaques sont des métabolites secondaires des plantes disséminés dans
plusieurs familles d'angiospermes non apparentés. Le précurseur immédiat des glycosides
cardiaques est la progestérone (D6.4.5). Les deux atomes de carbone supplémentaires du
cycle cardénolide proviennent de I'acétate (acétyle ou malonyl CoA, D3.1). Les trois atomes
de carbone correspondants du cycle bufadienolide sont dérivés de I'acide propionis (propionyl
ou méthylmalonyl CoA, D4). La progestérone est réduite ou hydratée pour donner des dérivés
avec une structure de 5 a ou 5 B prégnane. L'hydroxylation en C-14 précéede la formation du
cycle lactone. Certains des glycosides cardiaques sont des produits pharmaceutiques
importants dans le traitement de I'insuffisance cardiaque (Wink, 1999 ; Luckner, 2013).

b) Saponines

Les saponines sont des glycosides de poids moléculaire élevé, constitués de sucres liés a
un triterpene ou a une aglycone steroide. Ils peuvent étre des stéroides glycosylés ou des

stéroides, alcaloides glycosylés soit des héetérosides triterpéniques.
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La combinaison entre ce dernier hydrophobe et un glucide hydrophile confére aux
saponosides des propriétés tensioactives ou de détergent qui lorsqu’ils sont agités avec 1’eau

produisent une mousse savonneuse (Hopkins,2003 ; Hostettmann et Marston, 2005).

Leurs effets sont trés variables. Ils ont un godt amer et acre et provoquent une fois
ingérés d’importantes irritations gastriques. S’ils sont injectés dans le circuit sanguin, ils

provoquent I’hémolyse des globules rouges (Hopkins, 2003).

I11. Activités biologiques des plantes médicinales
C’est I’orientation vers des substances naturelles pour minimiser, inhiber ou bien traiter

plusieurs maladies liées a diverses causes soit alimentaires, soit chimique ou bien héréditaire.

En outre, les nouvelles recherches s’intéressent a la réalisation des études qui
confirment I’activité biologique des plantes médicinale et leurs extraits grace a leur
composition chimique et phytochimique dans I’amélioration des techniques de la sélection, le

criblage et la séparation des molécules d’intérét biologique.

II1.1. Activité antioxydante
I11.1.1. Stress oxydatif et radicaux libres

I11.1.1.1. Stress oxydatif
C’est un état ou les forces oxydatives dépassent le systéme antioxydant, soit par une
production excessive des espéces réactives d’oxygene ou des radicaux libres, soit par une
diminution des capacités antioxydantes, c’est le cas chez les personnes souffrant 1’obésité et
les fumeurs (Yoshikawa et Naito, 2002 ; Migdal et al., 2011).

Par conséquent, les espéces d’oxygenes actifs et les radicaux libres peuvent attaquer les
molécules des membranes et les tissus biologiques, induisant plusieurs maladies. Néanmoins,
ils agissent sur les cellules immunitaires responsables de la destruction des cellules
bactérienne et sur la tonification des muscles lisses, qui régulent a leur tour le fonctionnement
normal des vaisseaux sanguins et les organes internes (Halliwell et Guteridge, 1999 ;
Yoshikawa et Naito, 2002).
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111.1.1.2. Radicaux libres
Ce sont des molecules ou des fragments moléculaires contenant un ou plusieurs
¢lectrons non appariés en orbite atomique, ce qui augmente la réactivité¢ chimique d’un atome

ou une molécule (Halliwell et Guteridge, 1999).

Les radicaux libres primaires jouent un réle dans la physiologie ; I’anion superoxyde
O2", le radical hydroxyl OH- et monoxyde d’azote NO -. Les radicaux libres secondaires
résultent des réactions des radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule
(Favier, 2006).

111.1.1.3. Production des radicaux libres
Les radicaux libres sont produits en quantité limité dans le corps humain, si cette
guantité augmente, elle provoque un déséquilibre pro-oxydant/ antioxydant. Ce phénoméne
résulte grace aux facteurs multiples externes tels que 1I’exposition aux rayons X, a 1’ozone, au
tabagisme, aux polluants atmosphériques, carence nutritionnelle et aux produits chimiques
industriels (Figure N°01).

L’exces de production résulte de plusieurs processus enzymatiques par la génération
d’ATP dans les mitochondries grace a I’intervention des enzymes de la chaine respiratoire, la
phagocytose, la synthése des prostaglandines et la synthése cytochrome P-450 (Halliwell et
Guteridge, 1999; Favier, 2006; Lobo,2010 ).

L’inflammation est une source trés importante des radicaux oxygénés produits par les
cellules phagocytaires activées siége d’un phénomene appelé explosion oxydatif par
I’activation de complexe NADPH oxydase capable d’utiliser 1’oxygene pour produire une
grand quantité d’anions superoxydes au niveau de la membrane cellulaire. Ils existent
d’autres réactions de production dont le cycle du redox qui représente une source trés

importante de radicaux libres (Favier, 2006).
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Figure N°01 : Déséquilibre pro-oxydant et les antioxydants (Favier, 2006 ; Islam et al.,
2015).

I11.1.1.4. Principales cibles des radicaux libres

Ils existent trois modes d’oxydation d’un substrat par les radicaux libres (Durand,

2013) ;

1. Arrachement d’un électron.

2. Arrachement d’un hydrogéne sur un substrat organique RH.

3. Addition sur double liaison.

111.1.1.5. Effets des radicaux libres
L’exces des radicaux libres dans 1’organisme peut entraine plusieurs dommages
moléculaires, c’est le cas de la peroxydation des lipides, 1’oxydation des protéines et les

dommages de I’ADN.
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1. Dommages des protéines pouvant étre modifiés par ’oxydation en trois facons

» Modification oxydative d’acides aminés spécifiques a 1’aide de clivage peptidique et la
formation de réticulation protéique due a une réaction avec des produits de peroxydation
lipidigque.

» Modification des protéines par 1’augmentation de la sensibilit¢ a la protéolyse
enzymatique.

»Dommage oxydatifs causés aux produits protéiques pouvant affecter D’activité
enzymatique des récepteurs et le transport membranaire (Lobo, 2010).

2. Dommages des lipides

Les cibles majeures sont les acides gras polyinsaturés des membranes et initiées par la
peroxydation lipidique. En effet, la diminution de la fluidit¢ membranaire qui altere leurs
propriétés et peut perturber les protéines liée a la membrane (Vidyarthi et Mazumdar,
2014).

La peroxydation des lipidiques se traduit en deux formes :
» Enzymatique grace a la participation de cyclooxygénase et lipooxygénase dans
I’oxydation des acides gras.
» Non enzymatique impliquant les métaux de transition, I’oxygene, I’azote et d’autres
espéces réactives (Morita et al., 2016).
3. Dommage des acides nucléiques
Les acides nucléiques sont des molécules biologiques trés sensibles, instables
chimiquement a I’hydrolyse, a la méthylation non enzymatique et I’oxydation. Les radicaux
libres peuvent affecter I’ADN ou ARN en touchant la croissance fonctionnelle et la formation
des leésions oxydatives qui peuvent conduire a la mutagenese (Halliwell et Guteridge, 1999 ;
Rosangela et al., 2016).

111.1.1.6. Stress oxydatif et maladies humaines
Les dommages moléculaires résultant du stress oxydatif a partir de I’oxydation des
lipides, des proteines et des acides nucléiques peuvent provoquer ou participer dans plusieurs
maladies neurodégénératives comme le Parkinson et 1’Alzheimer. Ce dernier est caractérisé
par une dysrégulation de I'homéostasie du fer et du cuivre. L’accumulation du fer dans le
cerveau lors du vieillissement, résulte d’une augmentation de la protéine Ferritine qui est

responsable du stockage du fer (Figure N°02).
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Dans le cancer, le stress oxydatif participant par ’activation des pro-carcinogénes en

carcinogenes, cause des 1ésions de I’ADN, amplifiant les signaux de prolifération et inhibant

les antioncogénes comme la protéine p53 (Favier, 2006).
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Figue N°02: Effets nuisibles du stress oxydatif sur la santé humaine (Rahman et al., 2012;

111.1.2. Antioxydants

Les antioxydants sont des agents chimiques ou biologiques capables de neutraliser
I'action potentiellement dommageable de radicaux libres. Pour répondre aux attaques des
radicaux libres, certaines défenses antioxydantes sont apparues. Leur fonction est de maintenir
I’état d’équilibre dans les cellules. Les enzymes superoxydes dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutathion réductase (GR), glutathion peroxydase sélénium-dépendante (GPox) et la

glutathion- S transférase (GST) sont reconnues comme une ligne de défense principales

Islam et al., 2015).

(Vidyarthi et Mazumdar, 2014).

~16 ~




Synthése bibliographique

111.1.2.1. Mécanismes des antioxydants

Le mécanisme comprend I’intervention de plusieurs lignes de défenses :

» Premiére ligne: c’est une ligne de défense assurée par les antioxydants dite
« Préventive » ; controler la formation des espéces réactives d’oxygene par la réduction, ¢’est
le cas des peroxydes d’hydrogene et lipoperoxydes ou en séquestrant les ions métalliques
comme le Fer et le Cuivre.

» Deuxiéme ligne : «capteurs » des especes réactives d’oxygéne avant qu’elles
n’attaquent les molécules biologiques, assurés par les enzymes Glutathion peroxydase (GPx),
la catalase (CAT) ou le Superoxyde Dismutase (SoD) ou par des composés phénoliques ou
aromatiques.

» Troisieme ligne : consiste a réparer des dommages causés sur les molécules cibles

ou éliminer les produits toxiques générer par I’attaque radicalaire (Durand, 2013).

II1.2. Activité antibactérienne

111.2.1. Description de bactéries étudiées
» Bactéries a Gram positif
1. Staphylococcus aureus

C’est une bactérie a Gram positif qui appartient au genre Staphylococcus, de la famille
Staphylococcaceae. La différence entre le genre Staphylococcus et Micrococcus se traduit par
leur métabolisme anaérobie facultatif. Les S. aureus sont capable de perdre leur capsule aprés
culture et ont une bonne croissance a 37°C pendant 18-24h. Leurs aspects macroscopiques
sont des colonies de diamétre 1-3 mm, lisses, arrondies, bombées, opaques.

S. aureus provoque une gamme de maladies infectieuses ; les infections cutanées, la
bactériémie, l'endocardite, la pneumonie et l'intoxication alimentaire (Le loir et Gantier,
2009; Gnanamani et al., 2017).

2. Micrococcus luteus

C’est un groupe majeur de la flore bactérienne buccale humaine normale, sous forme de
colonies jaunatres et apparait comme des cocci en tétrades a Gram positif, aérobie de la
famille des Micrococcaceae. Il présente un pouvoir de virulence faible mais peut devenir
pathogéne chez les patients présentant une résistance altérée ou ils colonisant la surface des
valves cardiaques. Il peut participer dans 1’arthrite septique, la méningite et 1’endocardite
valvulaire prothétique (Seifert et al., 1995 ; Young et al., 2010 ; Miltiadous et Elisaf, 2011).
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3. Enterococcus faecalis

Ce sont des cocci a Gram-positif de la famille des Enterococcaceae a métabolisme
anaérobie facultatif qui se trouvent sous forme commensale dans les voies gastro-intestinales
des humains et des animaux et dans des sources environnementales comme 1’eau et le sol. 1l
supporte des conditions extrémes de température (5-65 °C) et de pH (4,5 & 10,0). Ce germe
est capable de provoquer des infections mortelles et une variété d’infections nosocomiales sur
les tissus des valves cardiaques et les voies urinaires. Ces infections sont difficiles a traiter par
les médicaments (kau et al., 2005; Fisher et Phillips, 2009; Willett et al., 2019 ).

4. Bacillus subtilis et Bacillus cereus

Le genre Bacillus comprend des bacilles a Gram-positif, aérobies ou anaérobies
facultatives, mobiles, sporulés appartenant a la famille Bacillaceae. Leur développement est
possible dans plusieurs niches telles que le sol, ’eau et les intestins (Earl et al., 2008;
Tanada et Kaya., 2012).

Bacillus subtilis est une bactérie commensale de I'intestin humain et se trouve aussi dans
la flore normale des animaux. Elle est capable de générer des infections nosocomiales dont la
septicémie et la méningite (Saleh et al., 2014).

Bacillus cereus est tres fréquent dans les intoxications alimentaires. Les symptomes
apparaissent dans un délai de 8-16h aprés la contamination et comprennent des crampes
abdominales et des diarrhées aqueuses comme pour B. subtilus (Kotiranta et al.,
2000; Dierick et al., 2005).

» Bactéries a Gram négatif
1. Escherichia coli

Escherichia coli est une bactérie unicellulaire capable de vivre dans des environnements
différents ; dans le sol, I'eau et les organismes vivants, principalement les plantes, les humains
et les animaux. Ce germe appartient de la famille des Enterococcaceae, caractérise par leur
forme bacilles a Gram négatif court et droit non sporulé, aérobie-anaérobie facultatif, mobile
avec des flagelles péritriches.

Ces bactéries sont pathogeénes pour ’homme, généralement commensal mais dans des
situations spécifiques, il peut provoquer diverses maladies humaines (Sussman, 1997; Denis,
2002; Manning, 2010 ).
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2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ou bien bacille pyocyanique est un pathogéne nosocomial, qui
appartient a la famille Pseudomonadaceae.

Il est a Gram négatif, ubiquitaire, aérobie strict, comprend des flagelles et des pilis qui
aident la mobilité et ’adhésion a I’épithélium respiratoire.

I1 se trouve dans le sol, 1’eau, les plantes, les animaux et les humains grace a leur grande
diversité métabolique permettant de prospérer dans une grande variété d'environnements et de
sources de nutriments (Gales et al., 2001 ; Delarras, 2010; Francois et Wolff, 2010;
Bianchi et al., 2013).

P. aeruginosa se développe bien a une température de 37 ° C et peut également
supporter une large gamme de températures de 4 °C a 42 °C. Certaines voies de virulence

sont inactives a des températures inférieures a 30°C (Labauve et Wargo, 2012).

111.2.2. Mécanisme d’activité antibactérienne des plantes médicinale

Récemment plusieurs chercheurs s’orientent vers 1’utilisation des plantes médicinales
dans I’inhibition des bactéries pathogénes (Figure N°03). Ces plantes interviennent par leurs
métabolites secondaires qui sont des antibiotiques naturels de faibles poids moléculaire
classés en deux types :

1. Phytoanticipines: sont des antibiotiques participent dans 1’action inhibitrice
microbienne.

2. Phytoalexines : sont généralement des antioxydantes synthétisés de novo par les
plantes en réponse a une infection microbienne (Mickymaray, 2019).

Les composés phénoliques provoquent des perturbations de la paroi cellulaire entrainent
des modifications de la perméabilité se conduit a une fuite de continue cellulaire ou une
interférant avec les protéines membranaires par une modification de structure a cause de la
forte corrélation entre la toxicité et I’hydrophobicité de différents composes phénoliques.

En outre, les composés bioactifs provoquent des inhibitions de la construction de la
paroi cellulaire, la réplication de matériel genétique microbienne, la formation de biofilm, la
motilité d’attachement et la communication cellulaire (Oncil et Karabiyikh, 2016 ;

Stefanovi¢, 2018 et Mickymaray, 2019).
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Figure N°03 : Mécanisme d’activité antibactérienne par les composés bioactifs
(Mickymaray, 2019).

II1.3. Activité antidiabétique

111.3.1. Diabeéte

Les aliments consommer sont transformés dans le corps en sucre appelé glucose dont le
taux sanguin indique a son tour la sécrétion d'une hormone appelée insuline par les cellules
des flots du pancréas. Cette hormone régule le niveau de glucose dans le sang et aide a utiliser

et a stocker le glucose (Kahn, 2005).

Le diabéte sucré est un probléme de santé réel qui touche toute les catégories humaines
et & n’importe quel age, caractéris€ par une hyperglycémie chronique accompagnée de
perturbations du métabolisme des glucides, des lipides et des protéines résultant de troubles

de la sécrétion d’insuline, de I’action de I’insuline, ou les deux.

Lorsqu'il est pleinement exprime, le diabete se caractérise par une hyperglycémie a
jeun, mais la maladie peut également étre reconnue au cours de stades moins manifestes, le

plus souvent par la présence d'une intolérance au glucose.
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Les effets du diabéte sucré incluent des dommages a long terme, un dysfonctionnement
et une défaillance de divers organes, en particulier des yeux, des reins, du cceur et des

vaisseaux sanguins (Peter et al., 2005).

111.3.2. Classification
1.Type 1: «insulino dépendant » caractérise par le déficit en insuline résultant de la
destruction progressive des cellules B du pancréas par le biais d'une réponse auto-immune. Il
peut étre a médiation immunitaire ou idiopathique (Engelgau et Geiss, 2000 ; Tan et al.,
2018).

2. Type 2: « insulino résistance » caractérisé par des états métaboliques allant de la résistance
a l'insuline dominante avec un déficit relatif en insuline a un défaut principalement sécrétoire
avec une résistance a l'insuline. Cela contribue a la diminution de I'efficacité de I'insuline et
au développement du diabéte chez les patients obeses. La quantité supplémentaire d'insuline
nécessaire pour transporter suffisamment de glucose dans la cellule doit étre produite dans les
flots de Langerhans. La pression supplémentaire continue sur les Tlots pourrait entrainer une
altération de la synthése d'insuline dans les ilots et par conséquence le développement de
diabete sucré de type Il (Engelgau et Geiss, 2000; Radder et al., 2012).

3. Autres types spécifiques: incluent les anomalies génétiques de la fonction béta-cellulaire,
de I'action de l'insuline, les infections induites par des produits chimiques ou les médicaments,
les maladies du pancréas exocrine, les endocrinopathies, les formes peu communes de diabete

a médiation immunitaire et d'autres syndromes génétiques associés au diabete.

4. Diabéte gestationnel : se développe pendant la grossesse, aprés sa résolution normale
(Engelgau et Geiss, 2000).

111.3.3. Mécanisme du diabéte

Les aliments consommé sont convertis en glucose par le foie qui les libére par la suit
dans le sang. A I’état normal, la glycémie est régulée par I’intervention de 1’hormone insuline.
Cette derniere est produite par le pancréas. Le glucose sort du sang vers les cellules du corps

ou il pénétre et est utilisé comme un carburant.
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En cas de diabéte, la glycémie dans le sang ne peut pas se déplacer efficacement dans
les cellules et par conséquence 1’augmentaion du taux de la glycémie. Cela non seulement
prive toutes les cellules qu’ont besoin du glucose pour se nourrir, mais nuit également a
certains organes et tissus exposes a des taux de glucose élevés ce qui cause des complication
(Siddiqui et al., 2013).

111.3.4. Induction chimique du diabetes
Le modele expéerimental le plus utilisé est un modele chimio-induit chez le rat, auquel

est injecté un diabétogéne chimique.

111.3.4.1. Alloxane
L’alloxane (2.4,5,6-tetraoxypyrimidine; 2,4,5,6- pyrimidinetetrone) est une substance
chimique induisant le diabéte de type I, il est produit par oxydation de I’acide urique en acide

nitrique.

111.3.4.2. Mécanisme du diabete par alloxane
Une premiere phase aprés quelque minute d’injection d’alloxane provoque une
hypoglycémie transitoire pendant 30min, peut étre attribué¢ a I’inhibition de phosphorylation
du glucose par I’inhibition de la glucokinase, laquelle traduit par une augmentation temporaire
de la disponibilité d’ATP.

La deuxiéme phase a lieu lh aprés 1’injection, caractérisée par une augmentation du
glucose et diminution de I’insuline dans le sang qui dure de 2h a 4h. Une fois I'absorption
d'alloxane par les cellules béta du pancréas atteint son maximum, sa toxicité via
I’augmentation des ERO, entrainant une inondation de circulation d’insuline survient a la
suite de la rupture du granule de sécrétion et de la membrane cellulaire induite par I’alloxane,
provoque une hypoglycemie sévere suit 4h a 8h, ce quand appelle phase hypoglycémique qui
peuve aussi associée a un désiqulibre de concentration Ca2 * libre dans le cytosol des cellules
béta des Tlots pancréatiques. En effet, le niveau intracellulaire élevé de Ca2™ a été noté pour

contribuer de maniere significative au niveau tres éleveé de libération d'insuline.

La derniere phase de diabete chimio-induit est caractérisée par une phase
hyperglycémique diabétique permanente qui a lieu entre 24 et 48 h aprés l'administration

d'alloxan.
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En fin une dégranulation compléte et une perte d'intégrité structurelle des cellules béta.
Ces mutation irréversibles caractéristisent la mort cellulaire. (Ankur et Shahjad, 2012;

Osasenaga et al., 2017).

111.3.5. Activité antidiabétique des plantes médicinales

L'activité antidiabétique des plantes médicinales dépend de plusieurs voies soit par une
augmentation de la sécrétion pancréatique d'insuline et augmentation de la sensibilité a
lI'insuline, une inhibition de la production de glucose dans le foie et I’augmentation de
I'absorption de glucose dans les muscles et les tissus adipeux, une inhibition de I'absorption du

glucose ou par une inhibition des complications liées au diabete.

» Augmentation de la sécrétion pancréatique d'insuline et augmentation de la
sensibilité a I'insuline

Les médicaments qui ciblent le pancréas visent a augmenter la taille des béta-ilots
pancréatiques et le nombre de cellules capable d’encourage la production. En outre, la
libération d'insuline a partir de granules stockés d'insuline implique la fermeture des canaux
potassiques liés a I'ATP et l'activation des canaux calciques alimentés par le voltage dont
quelques plantes agissent sur le site de liaison a la sulfonylurée 1 (SUR1) et ferment le canal
potassique sensible a I'ATP (KATP), en raison desquelles la membrane cellulaire se
dépolarise, ce qui entraine un afflux de Ca2*. En effet, ses plantes affectent la sécrétion
d’insuline et celles qui augmentent 1’activit¢ de I’insuline et diminuent leur dégradation en

inhibant I’insuline (Prabhakar et Doble, 2008; Saad et al., 2017).

» Inhibition de la production de glucose dans le foie et I’augmentation de
I'absorption de glucose dans les muscles et les tissus adipeux

Le foie est I'organe le plus crucial pour la régulation de la glycémie grace aux enzymes

hépatique utilisent qui sont responsable a la glycolyse, la gluconéogenése et métabolisme du

glycogene.

En plus du tissu hépatique, les muscles et les tissus adipeux répondent a 1’insuline par
I’amélioration de la sensibilité périphérique a I’insuline par des méthodes directes ou indirecte
et augmentent le transporteur de glucose-4 (GLUT4) qu’est la cible principale de la plupart
des agents anti-hyperglycémiques qui visent a augmenter I'absorption de glucose dans ces
tissus (Singh, 2011; Saad et al., 2017 ).
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» Inhibition de I'absorption du glucose
L'inhibition des enzymes digestives qui hydrolysent les polysaccharides et les
disaccharides complexes en fragments plus petits de monosaccharides constitue une voie

directe pour l'inhibition de leur écoulement dans le sang.

Ces composants monomeéres peuvent étre absorbés par la paroi intestinale dans le sang

et absorbés par le foie, les muscles et les tissus adipeux (Singh, 2011).

» Inhibition des complications liées au diabete

Les complications inflammatoires du diabéte résultent des dommages oxydatifs
(Shanak et al., 2019). Pour atténuer les complications potentiellement dangereuses pour la
santé du diabéte, particulierement la rétinopathie, la néphropathie et la neuropathie, qui sont
consécutives aux dommages oxydatifs, un traitement antioxydant efficace est nécessaire.
Dans I’industrie pharmaceutique, il a €été prouvé que les plantes auraient un effet
hypoglycémiant a cause de sa richesse en composeés bioactifs qui peuvent étre des alcaloides,
des glucides, des glycosides, des flavonoides, des stéroides, des terpénoides, des peptides et

des acides aminés, des lipides, des phénoliques (Singh, 2011; Saad et al., 2017 ).
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Matériels et Méthodes

I. Matériels et Méthodes

I.1. Objectif de travail
Obijectif principal de cette étude est :

» Valorisation des plantes Salvia officinalis, Aristolochia longa et Lupinus albus.

> Evaluer la richesse des extraits éthanoliques (80%), méthanoliques (80%) et

aqueux des plantes en métabolites secondaires par la réalisation de screening phytochimiques.

» Détermination de taux des polyphénols et des flavonoides contenant dans les

extraits d’Aristolochia longa, Salvia officinalis et Lupinus albus.

> Estimer les propriétés biologiques des extraits éthanolique, méthanolique et

aqueux ; antioxydantes et antimicrobiennes.

» Evaluer I’effet toxique et le pouvoir antidiabétique du meilleur extrait par le

développement de diabéte chimio-induit chez les rats Wistar.

1.2. Lieu du travail

Ce travail a été effectuée au niveau des laboratoires suivants :

# Laboratoire d’Hygiéne et pathologie animal de [IInstitut des Sciences

Vétérinaires « Université Ibn Khaldoun-Tiaret ».

# Laboratoire de Reproduction des Animaux de la Ferme de I’Institut des Sciences

Vétérinaires « Université Ibn Khaldoun-Tiaret ».

+ Laboratoire de Microbiologie et de Technologie Alimentaire de la Faculté des

Sciences de la Nature et de la Vie « Université Ibn Khaldoun-Tiaret ».

+ Laboratoires de recherche de I'Université Kilis 7 Aralik « Kilis, Turquie ».

~ 25 ~



Matériels et Méthodes

1.3. Matériel végétal
Les parties aériennes (feuilles et tiges) d’Aristolochia longa, Salvia officinalis ont été
collectées au mois d’avril 2017 dans la région de Tiaret (Algérie) et les grains de Lupinus
albus sont achetés au niveau d’un herboriste de la méme région (Figure N°04).
L’identification des espéces a été réalisée par le laboratoire de botanique de I’Ecole National

Supérieur d’Agronomie (Alger).

Figure N°04 : (A) Feuilles et tiges d’Aristolochia longa ;(B) : feuilles et tiges de Salvia
officinalis et (C) : grains de Lupinus albus.

I.4. Analyses physicochimiques
Certaines analyses physicochimiques telles que pH, cendres, humidité ont été réalisés
sur les parties aériennes fraiches des plantes ; Salvia officinalis (S. officinalis), Aristolochia

longa (A. longa) et sur les grains de lupinus albus (L. albus).

1.4.1. pH
Le pH a été mesuré par un pH meétre. On prépare la solution a analyser; 10 g
d’échantillon en morceaux additionné a 100 ml d’eau distillé. Ce mélange subit une agitation

pendant 5 minutes (AFNOR, 1986).

1.4.2. Détermination de la teneur en eau

Pour déterminer la quantité d’eau présente dans 1’échantillon frais, on dépose 5g de
plante fraiche en petits morceaux dans des creusets pesés préalablement puis 1’on met le tout
dans I’étuve a 105 °C. Aprés 3h, ces creusets sont disposés dans un dessiccateur pour le
refroidissement et ensuite, on pese une seconde fois. Cette méthode est répétée plusieurs fois

jusqu’a I’obtention d’un poids constant (Audigie et al., 1978).
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TE = [(P1-P2)/Po] % 100
Dont :

TE: Teneur en eau (%).

Po : Poids de la prise d’essai (g).

P1 : Poids du creuset plus échantillon avant étuvage (g).

P2 : Poids du creuset plus échantillon aprés étuvage (g).

1.4.3. Détermination du taux de cendres
Le dosage des cendres permet de mesurer la partie inorganique obtenue apres
I’incinération a une température élevée de 550 a 600°C (JORADP N°35, 2013).

Pour la détermination des cendres, on utilise des capsules de porcelaine, ou 1’en dépose
10 g de chaque plante en petite morceaux. L’incinération se fait dans un four a moufle a
600°C durant 5h afin d’obtenir une couleur grise, claire ou blanchatre. Les capsules ont
ensuite retiré du four, placées dans un dessiccateur pour le refroidissement puis pesées
(AFNOR, 1972).

Tc=100- [(P2-P1/Po)x 100]
Dont :
Tc : Taux de cendre (%).
Po : Poids de la prise d’essai (g).
P1: Poids des creusets vide (g).

P2 : Poids des échantillons apreés 1’incinération (g).
I.5. Analyses biochimiques

1.5.1. Determination du taux des lipides

Pour la mesure de la teneur en lipides on utilise I’hexane car les lipides présentent une
meilleure solubilité dans les solvants organiques que dans 1’eau (Dopico, 2007).

La cartouche du soxhlet est remplie avec 5g de poudre de la plante et le ballon est
ensuite rempli avec 150 ml d’hexane a 96%. La cartouche et le ballon sont placés dans
I’extracteur Soxhlet (Figure N°05). Aprés 6 heures d’extraction, la totalité du solvant est

récupérée par un rotavapor (Perera et Brown, 1996).
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Le taux de lipides est calcule par la formule suivante :
TL = [(P2-P1)/Po] x100
Dont :
TL : Taux de lipides (%).
Po : Poids de la prise d’essai (Q).
P1 : Poids du ballon vide (g).

P2 : Poids du ballon + matiére grasse (g).

Figure N°05: (A) Extracteur Soxhlet (B) Récupération du solvant par le rotavapor.

1.5.2. Détermination du taux des sucres réducteurs

Le dosage des sucres réducteurs est effectué par la méthode DNSA; ¢’est une technique
colorimétrique basée sur une réaction redox entre l'acide 3,5-Dinitrosalicyclique (DNSA) et
les sucres réducteurs présents dans échantillon.

Enfin, les sucres deviennent oxydés du groupe carbonyle en carboxyle et le DNSA
transformé dans sa forme réduite de couleur brun rouge qui peut étre mesurée par
spectrophotometre a A= 540 nm (Garriga et al., 2017).

e La courbe d’étalonnage

On utilise 0,1 g de glucose dissous dans 100 ml d’eau distillée : c’est la solution mére.
Puis en prépare les dilutions filles : on préleve 1 ml, 2 ml, 3 ml ,4 ml, 5ml, 6ml, 7ml, 8ml,
9ml, 10 ml de la solution mére complétée par 1’eau distillée jusqu’a un volume de 10ml.

1 ml de chaque dilution de glucose est ensuite additionné a 1ml de réactif de DNSA
puis chauffé 5 min dans un bain marie & 100 °C. La lecture se fait apres refroidissement par
spectrophotometre £= 540 nm (Annexe 111).
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e Préparation de la solution a analyser
L’extraction des sucres réducteurs a été faite a deux reprises : 5 ml a chaque fois a partir
d’une quantité de 0,1g de la plante avec 1’éthanol a 80% chaud. Par la suite, le surnageant a
été recueilli et évaporé dans un bain marie & 80°C, puis 10 ml d’eau distillée est ajouté pour
dissoudre les sucres. A partir de cette solution, on préléve 1 ml qu’on additionne a 1ml de
réactif d’acide 3,5-dinitrosicyliquale (DNSA).
Apres incubation au bain marie pendant 5 min a 100 °C et refroidissement, la lecture est
réalisée par un spectrophotometre a £= 540 nm.
La teneur en sucres réducteurs est calculée par la formule suivante :
SR = [(X .V.D)/P].100
Dont :
SR : Taux de sucres réducteurs (%).
X : Quantité de sucres calculée a partir de la courbe d’étalonnage (mg/ml).
D : Facteur de dilution.
V : Volume de la solution analysée (ml).

P : Poids de la prise d’essai (g).

1.5.3. Dosage des protéines

Le dosage de protéine a été effectué par la méthode de Bradford; méthode rapide et
précise pour la détermination de taux des protéines, basé sur la liaison du colorant bleu de
Coomassie aux protéines (Kruger, 1994).

Le sérum albumine bovine (BSA) a été utilisé comme protéine de référence pour le
tracage du courbe étalonnage.

Le réactif de Bradford est dilué selon le rapport (1:5 v/v) dans I’eau distillée. 1 ml
d’extrait est mélangé a 5 ml de cette dilution. Aprés 15 min dans I'obscurité, la lecture est

faite par un spectrophotometre a une longueur d’onde 515 nm.
1.6. Analyses phytochimiques

1.6.1. Préparation du matériel végétal pour les extraits

Les plantes A. longa, S. officinalis ainsi que les grains de L. albus ont été lavées puis
séchees a I’air libre puis broyées et tamisées a fin d’obtenir une poudre homogene ( Figure
N°06, Annexe 1). Le stockage s’est fait a température ambiante, a I’abri de I'humidité et de la

lumiere.
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Figure N° 06: les plantes en poudre ; (A) : A. longa, (B) : S. officinalis et (C) : L. albus.

1.6.2. Préparation des extraits

Les extraits ont été préparés par macération (Ghezelbash et al., 2015), avec un rapport
de 5 g de poudre mélangé avec 50 ml du solvant (méthanol a 80%, éthanol a 80% et aqueux)
sous agitation continue a I’aide d’un secoueur pendant 24h a température ambiante. Ensuite,
le mélange a été filtré sur papier filtre et le filtrat a été évaporé et séché a 40 °C. Le résidu

obtenu est conservé a une température -20°C (Figure N°07).
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Figure N° 07: Préparation des extraits éthanoliques, methanoliques et aqueux pour les trois

plantes.

~31 ~



Matériels et Méthodes

1.6.3. Rendement des extraits
Le rendement des différents extraits de chaque plante se calcule par le rapport entre le
poids d’extrait apres 1’évaporation de solvant et le poids initial de la plante en poudre.
R%= Pe/Pp x100
Dont :
R : Rendement.
Pe : Poids d’extrait obtenu apres évaporation de solvant.

Pp : Poids de la poudre.
1.6.4. Screening phytochimique

1.6.4.1. Alcaloides
La détection de la présence des alcaloides est faite par différents tests avec le
changement de réactif, parmi ces tests : Test Bouchardat et Test de Wagner (Annexe V).
2 ml des différents extraits (méthanolique, éthanolique et aqueux) de chaque plante sont
additionnés a 2 gouttes du réactif de Bouchardat ou Wagner. Le résultat positif est révélé par

une précipitation de couleur brun rougeatre (Bagre et al., 2007; Soni et Sosa, 2013).

1.6.4.2. Tanins
La recherche des tanins, en ajoutant a 2 ml de chaque extrait 1 a 2 gouttes de solution de
chlorure ferrique (FeCls) dilué a 0,1 %.
Le virement de couleur vers le vert foncé indique la présence de tanins catéchiques alors

que le bleu-vert, signifi la présence des tanins galliques (Harborne, 1998).

1.6.4.3. Stéroides
La présence des stéroides est mise en évidence, en ajoutant 5 ml de ’extrait a 5 ml
d’anhydride acétique et ensuite 0,5 ml de H2SO4 concentré.
L’apparition d’une coloration violette qui vire au bleu puis au vert indique une réaction

positive (Harborne, 1998).

1.6.4.4. Saponines
Introduire 10 ml de chacun des extraits dans un tube a essai. Le tube est agité pendant
15s puis laisseé au repos 15 min.
Une hauteur de mousse persistante, supérieur a 1cm indique la présence de saponosides
(réaction positive) (Bidie et al., 2011).
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1.6.4.5. Terpénoide (test de Salkowski)
Une quantité de 0,2 g d’extrait sec est mélangée avec 2 ml de chloroforme ensuite 3 ml
d’acide sulfurique concentré sont soigneusement ajoutés pour former une couche.
La présence de terpénoides donne une coloration rouillée de I’interface (Mujeeb et al.,
2014).

1.6.4.6. Glycosides cardiaques
2 ml de chaque extrait sont dissous avec 2 ml de chloroforme, ensuite 3 ml d’acide
sulfurique concentré sont ajoutés avec précaution. La formation d’une couche rouge foncée a

brunatre, a I’interface de 1’anneau indique la présence de glycosides cardiaques (Soni et Sosa,

2013).

1.6.4.7. Anthocyanes
1 ml de chaque extrait est additionné a 3 ml H2SO4 & 10 % et 1 ml de NH4OH a 10%. Si
la coloration s’accentue par acidification puis vire au bleu en milieu basique ; le résultat est

juge positif.

1.6.4.8. Flavonoides
A 3 ml d’extrait on a ajouté quelques gouttes de solution d'acétate de plomb. La

formation de précipité jaune indique la présence de flavonoides (Tiwari et al., 2011).

1.6.4.9. Mucilages
Iml d’extrait est ajouté a 5 ml d’éthanol absolu. L’apparition d’un précipité floconneux

indique la présence des mucilages (Noudogbessi et al., 2013).

1.6.5. Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols est effectué par la méthode du folin Ciocalteu basée sur le
transfert d’électron (Lamuela-Raventds. 2017). Au cour de cette méthode, les polyphénols
présents réagissent avec le folin Ciocalteu pour donner un complexe bleu composé de
tungsténe et de molybdene pouvant étre quantifié par spectrophotométrie (Blainski et al.,
2013).

0,2 ml de différentes dilutions (1,1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 mg/ml) des
différents extraits des plantes S. officinalis, A. longa et L. albus sont mélangés avec 1 ml du
réactif folin Ciocalteu fraichement préparé (10 %) et 0,8 ml de carbonate de sodium (Naz
CO0s) a 7,5%.
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Le mélange est incubé pendant 30 minutes a température ambiante puis la lecture est
effectuée contre un blanc a une longueur d’onde de 765 nm (Singleton et al ., 1965).
Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique/g de matiere végétale

séche en se référant a la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (Annexe I11).

1.6.6. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides s’effectue par la méthode de chlorure d’aluminium. C’est
une méthode colorimétrique basée sur la formation soit des complexes stables a I’aide de
chlorure d’aluminium (AICI3) ou des complexes fragiles aux acides (Bhaigyabat et al., 2014;
Bag et al., 2015).

Un volume de 0,5 ml de chaque dilution est mélangé aux différents extraits et
additionné a 1,5 ml de méthanol (95 %), 100 pl de AICIz préparé & 10 % (m/v) plus 100 pl
d’acétate de sodium (IM) et 2,8 ml d’eau distillée. Le mélange est agité puis incubé a
I’obscurité et a température ambiante pendant 30 min. Le blanc est réalis¢ en remplagant
I’extrait par le méthanol a 95 % et 1’absorbance est effectuée a 415 nm (Dehpour et al.,
2009).

Les résultats sont exprimés en mg équivalent de quercétine/g de matiére végeétale séche

en se référant a la courbe d’étalonnage de la quercétine (Annexe I11).

1.6.7. Activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits a été réalisée par la méthode de DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl, Ci1sH12NsO¢ ) (Annexe 1); c’est une méthode basée sur la mesure
de la capacité de balayage des antioxydants dont I'électron impair d'atome d'azote dans le
DPPH est réduit en recevant un atome d'hydrogene provenant d'antioxydants et par
conséquence il perdra sa couleur pourpre profond (Tirzitis et Bartosz, 2010 ; Kedare et
Singh, 2011).

Le protocole suivi est celui décrit par Braca et al., 2002 avec quelques modifications :

Un volume égal des différentes dilutions (de 0,009 a 5 mg/ml) des extraits
méthanolique, éthanolique et aqueux de S. officinalis, A. longa et L. albus est mélangé avec
un volume de solution méthanolique du DPPH a 0,004 % (m/v). L’incubation est réalisée
pendant 30 min & tempeérature ambiante puis lecture a 517 nm. On utilise I’ Acide Ascorbique

comme un standard d’activité antioxydant (Annexe I11).
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Le pourcentage d’inhibition est calculé par I’équation suivant :
% Inhibition = [(Ac —Ae) /Ac] x 100.
Avec : Ac: Absorbance de la solution de contréle qui contient un volume égal de solution
méthanolique du DPPH et le méthanol.

Ae : Absorbance d’extrait.

I1. Activité antibactérienne

I1.1.Méthode de diffusion sur gélose

Le pouvoir antibactérien des extraits des plantes a été évalué contre sept souches
bactériennes référencées : a Gram positif : Micrococcus luteus ATCC 14452, Bacillus subtilus
ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC 10876 et Staphylococcus aureus ATCC 25923 et a Gram
négatif : Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 et
Enterococcus faecalis ATCC 29212, provenance de laboratoire d’Hygiéne et pathologie
animal d’institut vétérinaire université Ibn khaldoun « Tiaret ». Par la méthode de diffusion
sur Gélose (Balouiri et al., 2016) a une concentration de 20mg/ml. Avec I’utilisation d’un
antibiotique de référence « Amikacine de 30ug » comme un témoin positif et les différents
solvants d’extraction (éthanol a 80%, Méthanol a 80% et 1I’eau distillé) comme des témoins
négatifs.
Le protocole suivi est celui décrit par (Mazari et al., 2010) :

1. Les boites de pétri sont coulées avec le milieu Mueller-Hinton a I’état liquide et
laissées solidifier, ensuite la suspension bactérienne est ajustée a 1’échelle de 0,5 Mac
Farland puis ensemenceées a I’aide d’un écouvillon stérile.

2. A l'aide d’une pince stérile, imbiber un disque de papier Whatman (6 mm de diamétre)
dans 10 pl de chaque extrait éthanolique a concentration de 20 mg/ml de la plante, et
un autre pour le solvant utilisé comme témoin négatif et autre un antibiotique
représente le témoin positif. Le disque est déposé avec une légére pression sur la
gélose ensemencée. Aprées diffusion de I'extrait durant 2 heures a 4°C, les boites sont
étuvées a 37C° durant 24 heures.

3. L’activité antimicrobienne est déterminée a l'aide d’un pied a coulisse en mesurant le

diamétre de la zone d'inhibition (Figure N°08).
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1. Couleur les boites avec 2. Ensemencement
Muller Hinton d’inoculum.

4. Mesure de la zone 3. Dépots des disques
d’inhibition (mm).

Figure N°08 : Etapes d’activités antibactérienne.
I1.2.Méthode de Macrodilution

11.2.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice pour laquelle i1l n’y a pas de croissance
bactérienne observée a été réalisée par la méthode de macrodilution (Figure N°09). Dans ce
sens une série de 9 dilution a été préparée dans le bouillon Mueller-Hinton (20; 10;5; 2,5;
1,25; 0,625 ; 0,312 ; 0,156 et 0,078 mg/ml) des trois extraits (méthanolique, éthanolique et
aqueux) des trois que plante.

Les suspensions de bactéries utilisées ont été standardisées a 0,5 MacFarland (102 UFC)
puis diluées au 1:100 (10® UFC). Enfin, 1ml de la suspension bactérienne est additionné
dans un tube contenant 1ml des différentes dilutions préparées précédemment, un tube
contenant un antibiotique (Amikacine 30pg) considéré comme témoin positif et un tube avec
1ml de bouillon Mueller-Hinton considéré comme un témoin négatif.

Les tubes sont incubés a 37 °C pendant 24h, par la suite 100 pl des tubes sans
croissance bactérienne sont étalés par un rateau dans des boites contenant la gélose Mueller-
Hinton solidifiée puis incubées a 37°C pendant 24h. Aprés I’incubation ; la CMI correspond
a la concentration des boites avec 1’absence de croissance (Schwalbe et al., 2007 ; Shovon et
al., 2016).
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Figure N°09 : Organigramme d’activité antibactérienne vis-a-vis des souches pathogenes.
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I11.Toxicité et activité antidiabétique d’extrait éthanolique de S. officinalis

II.1. Heébergement et suivi des animaux
24 rats Wistar males adulte d’un poids 246,87 + 22.88 g provenance de I’institut Pasteur
d’Alger. Les rats ont été habitués dans une animalerie durant 15 jours au niveau du laboratoire
d’Hygiene et pathologie animale, dans des conditions controlées : température de 20 + 2°C et
un cycle de lumiére/obscurité 12h/12h avec une alimentation d’un régime standards
commercialisé fourni par ’ONAB (Office Nationale d’Aliment de Bétail, Rahouia, Tiaret)
(Figure N°10).

Figure N°10 : (A) Rat en cage, (B) Pesé des rats.

I11.2. Etude de la toxicité d’extrait éthanolique de S. officinalis

C’est pour confirmer que I’extrait éthanolique de S. officinalis ne présente aucun effet
nocif pour I’organisme (Figure N°12).

Pour réaliser le test de toxicité orale aigué, le rat est considéré comme I’espece
préférable par la directive 423 d’Organisation de Coopération et de Développement
Economiques (OCDE). Une dose de 2000 mg/kg du poids corporel d’extrait éthanolique de S.
officinalis, a été administrée par gavage par une sonde intra-gastrique.

08 rats sont devisés en 2 groupes de 04 rats :

Groupe 1 : Témoin négatif ; recoit de I’eau distillée (GT").

Groupe 2 : Regoit I’extrait éthanolique de S. officinalis (GTES).

Apres 1’administration d’extrait, on réalise des observations pour avoir s’il y a des
changements de comportement, du couleur de la fourrure, de la muqueuses et les yeux apres
30 min, 1, 2, 3 et 24h puis observation quotidienne jusqu’a 14 jours (Raju et Reddy, 2017).
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On a recherché surtout 1’agitation, les pertes d’appétit, pertes de poids, les convulsions,
la confusion, la salivation, les troubles digestifs (constipation et diarrhée) et les cas de coma et
de mortalités (Muia et al., 2019).

Au jour J 14 les rats sont sacrifies et des prélevements de sang sont effectués pour les
analyses de la glycémie, le cholestérol, les triglycérides, TGO, TGP, 1’urée et la créatinine.
Des organes sont prélevés (Figure N°11) : reins, cceur, poumon, intestin gréle et colon puis
lavés par 1’eau distillée pour I’examen macroscopique afin de rechercher des lésions de

toxicité de cette plante (hémorragie, nécrose, entérite, lésion du foie).

T Ra>
Aol ac! 2ar>
-

Figure N°11 : (A) Sacrifice des rats, (B) Prélevement des organes.
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Figure N°12 : Plan de recherche de la toxicité d’extrait éthanolique de S. officinalis.

Avec : Groupe GT-: Groupe des rats témoins négatifs ayant recu /’eau distillé ; GTES : Groupe des rats recoivent [ ‘extrait

éthanolique de S. officinalis.

~4]1 ~



Matériels et méthodes

ITL.1. Activité antidiabétique d’extrait éthanolique de S. officinalis
Le diabéte a été provoqué par 1’administration d’une dose unique d’une solution
diabétogene (Alloxane) a la dose de 150 mg/kg de poids corporel par voie intrapéritonéale
(Figure N°13). Les dosages de la glycémie et les pesés danimal sont effectués chaque
semaine (Figure N°14).

72h apres administration, une analyse de la glycémie a jeun est réalisée a 1’aide d’un
appareil de glycémie « BIONIME Rightest GM 550 ». Les rats ayant une glycémie supérieure

a 200 mg/dl sont retenus pour I’expérimentation (Annexe VIII).

Figure N°13 : (A) Injection intrapéritonéale, (B) Administration d’extrait par gavage.
Les rats sont répartis en 04 groupes de 04 rats (Annexe VII):

e Groupe 01 : Des rats Non diabétiques, témoins négatifs recevant I’eau distillée (GT").

e Groupe 02 : Des rats Diabétiques sans traitement (GDS).

e Groupe 03 : Des rats Diabétiques avec un traitement antidiabétique « Glibenclamide »
a une dose de 10 mg/kg de poids corporel (GDGL).

e Groupe 04 : Des rats Diabétiques avec I’administration d’extrait éthanolique a une dose
de 300 mg/kg de poids corporel (GDES).

Ce traitement est arrété aprés un mois, date a laquelle est effectuée une glycémie. 15
jours apres, les rats sont sacrifiés et les analyses suivantes : la glycémie, le cholestérol, les
triglycérides, Glutamate-oxaloacétate-transaminase (TGO), Glutamate-pyruvate-transaminase
(TGP), I’urée et la créatinine effectuées (Annexe IX ; Annexe X).
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16 rats Wistar

15 jours 1

Injection d’Alloxane

72h l:_ Sélection des rats diabétiques

AT
[ GT ] [ GDES ]
[ GDGL ]
w ‘_—____Traltement ES/GL
___________ Prise de poids et Dosage de
01 Mois la glycémie.

[ Arrét de traitement

15 jours l

[ Sacrifice ]

5

[ Prélevement du sang ]

[ Glycémie ] [Triglycérides] [ Urée ]

[Cholestérol ] [ Créatinine ] [ TGO, TGP ]

Figure N°14: Organigramme d’activité antidiabétique d’extrait éthanolique de la sauge.

AVEC . GT-: groupe des rats témoins négatifs, GDS : groupe des rats diabétiques sans traitement, GDGL : groupe des rats

diabétiques recoivent Glibenclamide, GDES : groupe des diabétiques recoivent /‘extrait éthanolique de S. officinalis.
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IV. Etude statistiques

L’ensemble des résultats sont présentés sous forme de moyenne * écarte type.
L’évaluation statistique des données a été realisée en utilisant le logiciel STATISTICA
(version 8.0.725.0) via ANOVA a un facteur suivi par le test LSD.

Une valeur de P< 0,05 a été retenue comme seuil de signification ; P< 0,01 comme trés
significatif et P < 0,001 indique une différence hautement significative.
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Résultats et Discussion

I. Analyses physicochimiques

Les résultats physicochimiques sont présentés dans la figure N°15; N°16. Le dosage
du pH, d’humidité et des cendres a été effectués sur la plante fraiche pour S. officinalis et A.
longa et sur les grains de L. albus. Les autres tests : dosage des lipides, des protéines et des
sucres réducteurs ont été réalisés sur la poudre de ces plantes.

Il en ressort que A. longa est la plus acide avec une richesse en eau, en sucres reducteurs
et en protéines (2,99+ 0,15% ; 68,66+ 13,31% ; 12,19+ 1,58 % ; 1,91+ 0,02 mg/ml) suivie par
S. officinalis (7,38+ 0,05% ; 76+ 2 % ; 1,89+ 0,84 et 0,53+ 0,01mg/ml) et finalement L. albus
(7,87 0,02% ; 2,66+ 3,05% ; 2,67+ 0,06 et 0,74+ 0,2 mg/ml).

Pour les cendres et les lipides, S. officinalis expose un taux plus élevé qu’A. longa et L.
albus de (3,16% 0,15 % et 8%) ; (5+ 0,1 % et 4%) et (2+ 0,65 % et 7,1%) respectivement.

Figure N°15 : (A) Capsules de porcelaine pour la détermination de taux des cendres,
(B) Série de dilution pour le dosage des protéines de S. officinalis.

En 2017, Benabdesslem et al., ont réalisé une étude dans laquelle ils expliquent que la
valeur de pH est liée a la richesse des plantes vertes en chlorophylle. En paralléle, ils montrent
qu’une faible teneur en eau assure une bonne conservation et une reduction de risque de

contamination.
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Des études antérieures montrent que la différence entre les propriétés physicochimiques
pH, I’humidité, les cendres, les lipides et les protéines peut étre influencées par divers facteurs
dont I’espéce, 1’dge de la plante, le stade de maturation, le temps d’exposition au soleil, la

période de récolte et les conditions environnementaux (Ayaz et al., 1999; Athamena, 2009 ).
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Figure N°16: Bilan physicochimique des trois plantes.

(Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + SEM avec n=3).
Pour : Humidité, Cendres et Lipides sont exprimés en pourcentage (%) ; Sucres réducteurs et protéines en mg/ml.

I1. Analyses phytochimiques
I1.1.Rendement des extraits
Les rendements en différents extraits de S. officinalis, A. longa et L. albus sont

représentés dans la figure N°17.

Cependant, les extraits de S. officinalis présentent un rendement hautement significatif
(P< 0,001) en extrait éthanolique et méthanolique par rapport au 1’extrait aqueux (38+ 4 et
34,66 £ 2, 08 vs 21+ 5,29 %) respectivement.

Ces resultats concordent avec ceux obtenus par Veli¢Kovi¢ et al., 2011; qu’ont montré
que D’extrait éthanolique a 70% présente un taux élevé en résidu sec au contraire I’extrait

méthanolique de la méme concentration.

L’extrait aqueux est rapporté d’avoir un faible rendement que 1’extrait acide de deux

especes de Salvia ; S. officinalis et S. sclarea (Dellavalle et al., 2011).
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Par contre ces valeurs sont faibles par rapport a celles obtenues par Alimpic Ana et al.,
(2014) ou I’extrait éthanolique (96%) de S. amplexicaulis a un rendement plus élevé que le
méthanolique (96%) mais avec des taux faibles de (13,18 et 8,78%) ; (10,18 et 8,16%) ; (7,52
et 9,92%) et (14,14 et 12%) pour la plante compléte, les feuilles, les tiges et les fleurs.
Parallélement, diverses études dévoilent que I’extrait éthanolique (80%) de la partie aérienne

de S. officinalis a un rendement de 12,3 % (EI Ouali et al., 2016).

Plusieurs travaux révelent que la diversification de rendement entre les extraits de S.
officinalis peut étre influencée par plusieurs parametres parmi lesquelles ; I’origine végétale,
la saison de récolte, les conditions et les méthodes d’extraction ainsi que le solvant appliqué
dans ’extraction et leur proportion (Perry et al., 1999 ; Dellavalle et al., 2011 ; Pratima et
Plicepatil, 2017 ; Duletic et al., 2019).

Les extraits d’A. longa révélent une augmentation significative avec un p< 0,05
d’extrait éthanolique avec 1’extrait aqueux a une valeur de (50,66% 3,7 vs 35+ 8,71%) et non

significative avec I’extrait méthanolique de 46,66+ 8,96 %.

Ces résultats montrent la richesse d’extrait éthanolique en comparaison avec I’extrait
méthanolique et aqueux en concordance avec les travaux de Roopalatha et Nair (2013).
Montrent que 1’extrait éthanolique est considéré comme un excellent solvant d’extraction par
rapport a I’aqueux, ’éther de pétrole et le chloroforme. En revanche, nos résultats sont
différents de ceux trouvés par d’autres recherches ou I’extrait aqueux d’A. longa est meilleur
par rapport 1’extrait méthanolique et 1’acétone dont 8,65%; 3,35% et 6,4% respectivement
(Merouani et al., 2017).

A cet effet, on peut expliquer les résultats acquis par la composition chimique de la
plante ainsi que le temps d’extraction, la température, le volume et la polarité du solvant

utilisé (Metrouh—Amir et al., 2015 ; Merouani et al., 2017).

Par ailleurs, aucune différence significative n’est observée entre les extraits éthanolique,

méthanolique et aqueux de L. albus (43,66+ 3,78; 40+8,88 et 26 %) respectivement.

Ces résultats sont supérieurs a ceux de Buszewski et al., (2019), ou le rendement en

extrait éthanolique a 96% de L. luteus était de 3,25%.
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Figure N°17: Rendement des extraits méthanoliques, éthanoliques et aqueux pour S.
officinalis, A .Longa et L. Albus.

(Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes + SEM avec n=3).
*** Différence hautement significative d’extrait éthanolique vs aqueux.
*Différence significative d’extrait éthanolique vs aqueux.

## Différence hautement significative d’extrait méthanolique vs aqueux.

Ex Mé : Extrait Méthanolique, Ex Et : Extrait Ethanolique et Ex Aq : Extrait Aqueux.

Une augmentation du rendement est notée chez I’extrait éthanolique (80%) pour toutes
les plantes par rapport a 1’extrait méthanolique (80%) et aqueux. Cette augmentation peut étre
attribuée a la méthode d’extraction et la concentration du solvant, en concordance avec les
travaux de Safdar et al., (2016). Ces auteurs ont révélé dans une étude comparative entre les
techniques et les solvants d’extraction de plusieurs concentrations que la technique de
macération fournit un rendement éleve contre celle a ultrasons et que 1’extrait éthanolique a

80% s’avere €tre le meilleur par rapport a 1’extrait méthanolique grace a la polarité du solvant.

Le rendement fort de I’extrait hydro-éthanolique et hydro- méthanolique est da a la
polarité du solvant ainsi que la combinaison de solvant organique et 1’eau permet une

extraction des composeés solubles (Do et al., 2013 ; Safdar et al., 2016).

L’évolution d’extraction peut €tre liée a d’autres facteurs dont I’origine géographique, la

qualité, I’age de la plante, le climat et la composition du sol (Derbal et Niar, 2019).
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I1.2. Screening phytochimique

Le screening phytochimique cible la présence des molécules actives dans les plantes et
montre la capacité de chaque solvant d’extraire un grand nombre de constituants actifs pour
chaque plante (Tableau N°02). La présence et I’absence des molécules bioactives se traduit
par le virage de couleur (Annexe I1).

Le dépistage phytochimique de S. officinalis révele une richesse en tanins, flavonoides,
alcaloides et glycosides cardiaques des deux extraits méthanolique (80%) et éthanolique
(80%), d'autre part leur extrait aqueux est riche en mucilages et terpénoides.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par El Ouali et al., (2016). Ces derniers
confirment la richesse d’extrait éthanolique de S. officinalis en flavonoides, tanins, glycosides,
mucilages. En 2019, Khare et al., indiquent la présence de glycosides, d’alcaloides et de
flavonoides dans 1’extrait méthanolique de S. officinalis. D’autres recherches révélent la
richesse des extraits méthanolique et aqueux de S. aegyptiaca en alcaloides, flavonoides,
stéroides, glycosides, tanins, terpénoides, saponines et de S. chudaei en saponines,
flavonoides, tanins (Krimat et al., 2015 ; Pratrima et al., 2017).

Les travaux de kadhim et al., (2016) ; révelent que 1’extrait aqueux de S. officinalis est
riche en composés bioactifs ; tanins, alcaloides, flavonoides, glycosides cardiaques, stéroides
et saponines.

Les analyses phytochimiques d’A. Longa obtenues indiquent la présence des
flavonoides et les glycosides cardiaques dans les trois extraits (éthanolique, méthanolique et
aqueux) par contre les tanins et les alcaloides que dans 1’extraits éthanolique et méthanolique.
L’extrait aqueux caractérise par I’existence des terpénoides, mucilages et les saponosides.

Ces resultats sont similaires avec plusieurs études. Ces derniers ne déclarent que le
dépistage phytochimique d’extrait aqueux d’A. longa a révélé la présence de polyphénols,
flavonoides et de saponines et 1’absence des alcaloides (Benarba et al., 2016). Au contraire
autres études ont montré la présence I’existence d’alcaloides, de glycosides, de composés
phénoliques, flavonoides, Terpénoides et saponines dans 1’extrait aqueux d’A. longa
(Derouiche et al., 2018).

D’autre part, des chercheurs ont publié que le criblage phytochimique d’extrait
méthanolique A. bracteata révéle la présence des alcaloides, les flavonoides, glycosides
cardiaques ainsi les tanins et autre composes tel que hydrates de carbone, protéines et de
stéroides et de stérols (Thirumal et al., 2012 ; Chawla et al., 2013 ; Bhaaskaran et al., 2014
et Raja et Pandiyan, 2016). Extrait méthanolique d’A. indica dont Alcaloides, glycosides

cardiaques, saponines, tanins et flavonoides (Moazzem et al., 2014).
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Dépistage phytochimique de L. Albus montre que leur extrait éthanolique et
méthanolique caractérise la présence des flavonoides, les alcaloides et les glycosides

cardiaques et des terpénoides, mucilages et saponosides pour 1’extrait aqueux.

Ces resultats sont affirmés par ceux obtenus par Ibrahim et al., en 2019. Ces derniers
publient que I’extrait aqueux et éthanolique de L. albus riche en alcaloides, glycosides,
saponines et les terpénes avec une absence des tanins dans tous les extraits et des flavonoides
que pour I’extrait éthanolique. D’autre part, des chercheurs découvrent que les grains de
lupinus sont une source trés importante de composés bioactifs a savoir les alcaloides, les
polyphénols, les phytostérols dont un pouvoir antioxydant, antimicrobien, anti-inflammatoire
et antidiabétique (Khan et al., 2009). En 2015, Sibul et al., réaffirment la richesse d’extrait
méthanolique a 80% d’herbe de L. albus en métabolites secondaires et par conséquence une
forte activité biologique. En outre, I’extrait méthanolique (80%) des grains de L. albus
indique la présence des alcaloides, quinones, coumarines et une absence des flavonoides,
tanins, des polyphénols, saponines et les terpénoides. Cette différenciation peut étre
expliquée par les variations de variétés de lupinus, I’impact des conditions climatiques ainsi le

types et de solvants d’extraction utilisés (Abdallah et al., 2017).
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Tableau N°02: Screening phytochimiques des trois extraits des plantes étudient.

Plantes S. Officinalis A. Longa L. albus
Extraits ExMé | ExEt |ExAq |ExMeé |ExEt |ExAq | ExMé | ExEt | ExAq
Tanins + + - + + - - - -
flavonoides + + - + + + + + -
Terpénoides - - + - + + - - +
Mucilages - - + - + + + - +
Anthocyanes - - - - - - - - -
Stéroides - + - - + - - + -
Alcaloides + + + + + - + + +
Glycosides + + + + + + + + +
cardiaques
Saponosides - - - - - + - - +

+ : Présence, - : Absence.

I1.3. Dosage des polyphénols
Polyphénols sont des produits de métabolites secondaires qui sont trouvés dans
plusieurs aliments et ont un effet bénéfique sur la santé humaine en protégeant contre
différentes maladies tel que le diabete, les infections et le cancer suite a leurs effet
antioxydant, anti-inflammatoire, anticancéreux (Pandey et al., 2009, Panche et al., 2016).
La diversité des extraits des plantes S. officinalis, A. longa et L. albus en métabolites

secondaires se traduit par leur taux des polyphénols (Annexe 1V).

La teneur des extraits de S. officinalis en polyphénols révele un taux hautement
significatif avec un p< 0,001 d’extrait méthanolique contre aqueux 50,78+ 0,19 vs 38,54+
0,04 mg EAG /g respectivement. En outre, nous remarquons une augmentation hautement
significative (p< 0,001) d’extrait éthanolique de 74,54+ 0,65 mg EAG/g avec 1’extrait
méthanolique (Figure N°18).
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Figure N°18: Taux des polyphénols des extraits de S. officinalis.

(Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes + SEM avec n=3)
** Différence hautement significative d’extrait méthanolique vs aqueux.

#EDifférence hautement significative d’extrait éthanolique vs méthanolique.

Ces résultats sont confirmés par Pop et al., en 2013, montrent que 1’extrait éthanolique

de S. officinalis & un taux élevé de polyphénols par rapport aux methanolique.

Autres études comparative entre 1’extrait aqueux et I’extrait éthanolique a 50% et 96%
montrent que la concentration 50% plus riche suive par 96% et en fin I’aqueux de 97,07 ;
77,44 et 102,12 mg EAG/g (Duleti¢-Lausevic et al., 2019).

Ces valeurs sont faibles a celles obtenues par ElI Gabbas et al., 2019. Présentent que
I’extrait éthanolique 80% de S. officinalis est de 120,3 mg EAG/g. Ainsi celles obtenues par
Krimat et al., 2015, présente un taux de 39,03 mg EAG/g d’extrait hydro-méthanolique de S.

chudae.

Autres ne publient que I’extrait éthanolique a 96% S. amplexicaulis plus riche que
méthanolique dont 222,4 et 180,89 mg EAG / g respectivement. Extrait éthanolique et aqueux
de S. tchihatcheffii ont une teneur de 197,22 et 251,39 mg EAG/g (Uygun et al., 2012).

Concernant, A. longa révele une teneur significative p< 0,05 d’extrait méthanolique
contre I’extrait éthanolique (39,01 = 0,19 vs 38,25+0,33 mg EAG /g) respectivement.
Autrement une augmentation hautement significative avec p< 0,001 de I’extrait aqueux de
33,78+ 0,33 mg EAG /g vis a vis ces deux extraits (Figure N°19) .
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Figure N°19 : Teneur des extraits d’A. longa en polyphénols.

(Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes + SEM avec n=3)

* Différence significative d’extrait méthanolique vs éthanolique.

e

Différence hautement significative d’extrait méthanolique et éthanolique vs aqueux.

Ces résultats sont corroborés par plusieurs travaux qu’ont démontré la richesse des
extraits d’A. longa en composés phénoliques, c’est le cas des travaux publiés par Benarba et
al., en 2016, dévoilent que I’extrait aqueux des racines d’A. longa contient des polyphénols.

En au-dela, autre travaux présentent que la partie aérienne d’extrait aqueux riche en
polyphénols en comparaison avec 1’extrait méthanolique (Merouani et al., 2017).

Autres études comparatives entre I’extraits aqueux, méthanolique, d’acétate éthyle des
racines d’A. longa ou prouvent la richesse d’extrait d’éthyle d’acétate des racines d’A. longa
puis I’extrait méthanolique par rapport a 1’aqueux (EI Omari et al., 2019). En effet, des
recherches démontrent que 1’extrait éthanolique A. alida riche que 1’aqueux (Guinnin et al.,
2016).

Or, les extraits de L. albus prouvent un taux hautement significatif p< 0,001 d’extrait
éthanolique contre méthanolique et aqueux (59,66 + 0,56 vs 27,68 + 0,09 et 36,23+ 1,16 mg
EAG/g) (Figure N°20).
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Figure N°20 : Résultats des polyphénols des extraits de L. albus.

(Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes + SEM avec n=3)

Hkk

Différence hautement significative d’extrait éthanolique vs méthanolique et aqueux.

Tout d’abord, ces résultats sont conformés par ceux obtenus aprés les études de
Karama¢ et al., 2018. Montrent que ’extrait méthanolique (40%) fourni un taux important
que les grains de L. albus prévenant différent variété Vladimir, llmen, Bozkir et Desdegin
dont (40; 37,1; 29,7 et 36,4 mg EAG/g) et (7,05; 4,36; 5,74 et 7,24 mg EAG/Q)
respectivement.

Par contre, nos résultats sont en discordance par rapport a d’autre travaux publient que
L. angustifolius de 6,96 mg EAG/g ; L. albus (6,14 mg EAG/g) ; L. luteus (4,67 mg EAG/Q) et
L. Mutabilis de 3,67 mg EAG/g (Dalaram, 2017).

En outre, d’autres ne publient que la teneur en polyphénols et en tanins variés selon
I’espece de lupinus. Selon leurs résultats approuvent que I’extrait éthanolique a 80% de L.
albus plus riches que L. luteus et L. angustifolius. lls ont évoqué que ces résultats liés a
I’efficacité d’extrait hydro-éthanolique d’extraire des composés par rapport a [’hydro-

méthanolique et I’hydro-acétone (Lampart-Szczapa et al., 2003).

De leurs parts, Khan et al., 2015, reéaffirment que lupinus est une plante riche en
composés phénolique par une étude réalisée sur toutes les parties soit la tige, les feuilles, les
racines et les grains de lupinus, ont montré que la variation de concentration selon la partie

étudie.

Selon les résultats de dosage des polyphénols pour tous les extraits des trois plantes on

remarque gque chaque plante présente un taux spécifique pour chaque extrait.
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Par conséquence, on peut s’expliquer la diversification des taux de polyphénols par
plusieurs conditions liées soit a la plante parmi eux, les changements climatiques de la plante
qu’ont joué un facteur tres important dans leur richesse en composés phénolique et de méme
dans leurs activité biologique (Kumar et al., 2017). Soit aux conditions expérimentales ;
température, le temps et la méthode d’extraction, la nature du solvant et leur pourcentage (Lee
et al., 2003; Hammoudi et al., 2017 ).

Autres travaux expliguent que les composés phénoliques puissent guider a la formation
des complexes insolubles par I’association avec des composants végétaux le cas des protéines
et des glucides. Leur solubilité base sur leur nature chimique dans la plante de simple a trés
fortement polymeérisée qui peut affecter par la polarité des solvants utilisés (Naczk et
Shahidi, 2006).

I1.4.Dosage des flavonoides

Le taux des flavonoides est toujours lié aux polyphénols et a la richesse en composés
bioactifs. Les dosages de taux des flavonoides de S. officinalis présentent dans la Figure
N°21, montrent un taux hautement significatif p< 0,001 d’extrait éthanolique contre 1’extrait
méthanolique et aqueux (37,53+1,06 vs 29,07+2,93 et 31,03 +0,65 mg EQ/g respectivement.

S.officinalis
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Figure N°21 : Taux des flavonoides de S. officinalis.

(Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes + SEM avec n=3)

** Différence hautement significative d extrait éthanolique vs méthanolique et aqueux.
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Ces résultats sont en corrobore avec ceux obtenus par Alimpi¢ Ana et al., 2014 ;
I’extrait éthanolique et méthanolique S. amplexicaulis (49,81 et 38,15 mg EQ/g). Par contre,
autres études réalisées prouvent que 1’extrait méthanolique riche que 1’éthanolique de S.
officinalis dont 31,05 et 26,13 mg EQ/g respectivement (Et- Touys et al., 2014).

Selon Duleti¢-Lausevié et al., 2019, trouvent que 1’extrait éthanolique de S. officinalis
de différentes variétés a 50% présent un taux haut des flavonoides par contre a sel de 96% et

aqueux.

A. longa dont une diminution hautement significative p< 0,001 d’extrait méthanolique
vs D’extrait éthanolique et aqueux (21,56+ 0,07 vs 27,86 + 0,19 et 28,22 +0,15 mg EQ/g
respectivement (Figure N°22).
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Figure N°22 : Dosage de flavonoides des différents extraits d’A. longa.

((Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes + SEM avec n=3)

*** Différence hautement significative d’extrait méthanolique vs éthanolique et aqueux.

Ces résultats sont confirmés par plusieurs travaux qu’ont affirmé la richesse des extraits
d’A. longa en composés phénoliques, c’est le cas des travaux publiés par Benarba et al., en
2016, dévoilent que I’extrait aqueux des racines d’A. longa contient des polyphénols et de
flavonoides. Au-dela, nos résultats sont forte en comparaison avec ceux obtenus par
Merouani et al ., 2017, montrent que I’extrait méthanolique (80 %) de la partie aérienne

riche en flavonoides par rapport leurs extrait aqueux de 0,052 et 0,009 mg EQ/ g.
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En fin pour L. albus I’extrait aqueux montre un taux hautement significatif p< 0,001
avec I’extrait méthanolique et éthanolique de 14,44+ 0,20 vs 10,73 + 0,04 et 10,74 £0,22 mg
EQ/qg respectivement (Figure N°23).
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Figure N°23 : Teneur de L. albus en flavonoides.

(Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes + SEM avec n=3)

ke

Différence hautement significative d extrait aqueux vs méthanolique et éthanolique.

Ces résultats sont faibles a ceux obtenus par Hanania et al., 2018 ; 2019. Ces derniers
exposent la richesse d’extrait éthanolique a 80 % de L. albus en comparaison avec 50 ; 60 ; 70
et 95% des grains imbibés et non imbibés dans 1’eau avant I’extraction dont (32,37 ; 23,19 ;
19,55 ; 23,14 et 24,77 mg ER/g) et ( 23,55; 19,21 ; 8,77 ; 23,57 et 19,09 mg ER/ @) par
contre I’extrait éthanolique de la poudre des grains pour les mémes concentrations présentent
un taux de 11,17 ; 39,83; 22,56 ; 35,19 et 115,02 mg ER/g . En outre, autres travaux
confirment la richesse des grains de L. albus en flavonoides d’une teneur de 13 mg EC/g (Al
Juhaimi et al., 2019).

L’évolution de taux des flavonoides est influencée par plusieurs parametres génétiques
et environnementaux dont le climat, la zone, la température, la fertilité, les parasites et les
maladies ; de méme, I’efficacité d’extraction dépend de la vitesse de diffusion et de la
solubilité du solvant (Duleti¢-Lausevi¢ et al., 2016, Abarca-Vargas et al., 2019). Ceci est
démontré par la recherche de Do et al., (2014) ou ’extrait éthanolique présente un rapport 4

fois supérieur a I’extrait aqueux selon la polarité.
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I1.5.Activité antioxydante « DPPH »

Activité antioxydante explique 1’activité biologique des plantes médicinales et leur
moyen d’intervention dans le traitement de diverses maladies liées au stress oxydatif. On peut
classer le pouvoir antioxydant selon la concentration minimale causant I’inhibition a 50% du
DPPH (IC50), la concentration la plus faible signifie une grande capacité antioxydante
(Khoudali et al., 2014).
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Figure N° 24: IC50 exprimée en mg/ml des extraits méthanolique, éthanolique et aqueux de

Salvia, Aristolochia, Lupinus et [’Acide Ascorbique.

(Les résultats sont exprimés en moyennes = SEM avec n=3).

Hkk

Différence hautement significative d’extrait éthanolique vs méthanolique et aqueux.
## Différence hautement significative d’extrait méthanolique vs éthanolique et aqueux.

*** Différence hautement significative d’extrait éthanolique et aqueux vs méthanolique.

Les résultats obtenus d’aprés I’évolution d’activité antioxydante (Figure N°24),
démontrent que I’extrait éthanolique de Salvia présente une capacité antioxydante hautement
significative p< 0,001 versus I’extrait méthanolique et aqueux avec une IC50 de (0,106
+0,001; 2,82+ 0,05 et 1,74+ 0,005 mg/ml) respectivement.

Ces résultats sont corrélés par les travaux de Rasmy et al., (2012). Ces derniers révelent
que D’extrait éthanolique a 80%, ’aqueux et I’huile essentiel de S. officinalis présente un
pouvoir de piégeage des radicaux libre de DPPH avec IC50 de 0,001mg/ml ; 0,014 et 8,51

mg/ml respectivement.
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De leur coté, Doleti¢- Lausevi¢ et al., (2016) réalisent une étude comparative entre les
extraits éthanolique, acétate, chloroforme, dichlorométhane de S. officinalis ou prouvent la
forte capacité d’inhibition des radicaux par ’extrait éthanolique suive par le dichlorométhane,

I’acétate et le chloroforme de 0,169; 0,37 ; 0,42 et 0,57 mg/ml respectivement.

Par contre, les travaux effectués par Mekhaldi et al., (2014) sur I’extrait méthanolique
de S. officinalis prouvent aussi leur capacité inhibitrice avec une IC50 de 0,275 et 0,62 mg/ml
pour I’huile essentielle. Les extraits méthanolique (70%), chloroforme, éther diéthylique,
I’acétate éthyle de S. chudaei donnent 0,19; 0,74; 0,06 et 0,08 mg/ml respectivement
(Krimat et al., 2015). L’extrait méthanolique de S. tomentosa a une capacité inhibitrice de

DPPH a une concentration de 0,15mg/ml (Bayan et Genig, 2017).

D'autre part, chez Aristolochia (p< 0,001), P’extrait méthanolique est de 0,44 + 0,005
mg/ml contre 0,86 +0,005 et 0,99 +0,05 mg/ml pour I’extrait éthanolique et aqueux

respectivement.

Merouani et al., (2017), ont réalisé des dosages d’activité antioxydante sur les extraits
de la partie aérienne d’A. longa et ont montré le fort pouvoir d’inhibition d’extrait
méthanolique (80%) suivi par 1’aqueux puis [’acétone (0,55; 0,157 et 0,182 mg/ml
respectivement) comme ceux obtenus dans notre étude. D’autre part, la fraction méthanolique
donne une IC50 de 0,199 mg/ml, la fraction et 1’extrait aqueux (0,125 et 0,354 mg/ml)
respectivement (EI Omari et al., 2019).

Méme I’extrait éthanolique a 80% d’A. pierrei est capable de piéger les radicaux libres a

une concentration de 0,453 mg/ml (Tuekaew et al., 2014).

En revanche, lupinus présente un pouvoir d’inhibition hautement significatif entre
I’extrait éthanolique et aqueux vis-a-vis de I’extrait méthanolique (0,86+ 0,01 et 1,67+ 0,04 vs
4,34+ 0,19 mg/ml) respectivement. Cependant, aucune différence significative n’a été

signalée entre 1’extrait éthanolique et aqueux.

Ces valeurs sont confirmées récemment par les travaux de Buszewski et al., (2019).
Les résultats de ces derniers révelent le pouvoir antioxydant d’extrait éthanolique (70%) de L.

luteus avec un taux d’inhibition de DPPH de 83,6%.
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D’autres travaux réalisés sur des variétés différentes de L. albus ont montré une
diversification de la capacité¢ d’inhibition des radicaux libres de chaque variété avec 3,98 ;
4,77 ; 7,22 et 9,70 mg/ml pour Vladimir, Bozkir, Desdegin et llmen respectivement
(Karama¢ et al., 2018).

Les résultats d’activité antioxydant acquis d’aprés les extraits ¢éthanoliques,
méthanoliques et aqueux de S. officinalis, A. longa et L. albus révélent que I’extrait
éthanolique de S. officinalis (0,106 mg/ml) présente une activité un peu mieux que celui

donnée par I’acide ascorbique ‘Vitamine C’ (0,13 mg/ml).

Selon les valeurs obtenues, une différence entre la capacité d’inhibition selon le solvant
utilisé a été observée. Par conséquence, 1’extrait éthanolique fournit une grande capacité de
piégeage des radicaux libres. Cette derniére peut étre traduite par le meilleur pouvoir
d’extraction des antioxydants et leur richesse en composés bioactifs. Dans ce contexte, Zhou
et Yu, (2004) rapportent des effets significatifs entre les solvants appliqués dans 1’extraction
des antioxydants et le pouvoir d’inhibition des radicaux libres de DPPH. De méme, d’autres
recherches montrent une corrélation positive entre les composés phénoliques qu’ont une
meilleure capacité d’inhibition des radicaux libres et I’activité antioxydante (Tosun et al.,
2009).

En outre, la qualité¢ d’extraction est liée a plusieurs parametres dont la polarité des
solvants appliqués dans I’extraction, la technique de séparation ou les solvants organiques
sont plus efficaces que 1’eau a cause de leur capacité d’extraction des polyphénols. Ces
derniers sont connus dans leur participation majeure dans 1’activité antioxydante (Lafka et
al., 2007 ; Sepahpour et al., 2018 ). Plusieurs travaux prouvent que I’extrait éthanolique a
80% est plus efficace par rapport au méthanolique (80%) et a I’aqueux a cause de sa polarité.
Par conséquence, leur polarit¢é fournit une forte aptitude d’extraction des composés
phénolique et des flavonoides (Koffi et al., 2010 ; Anwar et Przybylski, 2012 ; Grujic et al.,
2012).
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I11. Activité antibactérienne

TI1.1. Evaluation de I'activité antibactérienne des extraits des plantes étudiées
L’activité antibactérienne contre des bactéries a Gram négatif et positif des trois extraits
des plantes Salvia, Aristolochia et lupinus a I’aide de la méthode de diffusion des disques par

la détermination de zone d’inhibition (Tableau N°03; Annexe VI).

L’activité antibactérienne de Salvia est maximale avec D’extrait éthanolique et
méthanolique contre S. aureus, E. coli, M. luteus, B. subtilus, B. cereus, E. faecalis et P.
aeruginosa avec (13,63 0,55 ; 13,80+1,53 ; 16,51+ 2,36; 26,62 +2,97 ; 10,66+ 0,28; 10,83+
0,28 et 12,3+ 1,59mm) et (11,5+2,17; 11,6 £0,52; 15,43+2,23; 27,06 +1,49; 7,34+6,41;
9,14+1,82 et 10,34+ 1,22 mm) respectivement (Figure N°25).

Par contre I’extrait aqueux est de faible activité et ne réagit que contre B. cereus (9,02
0,95 mm) et P. aeruginosa (9,11 +0,83 mm). En paralléle, I’activit¢é du témoin positive
« I’antibiotique Amikacine a 30pg » signale un grand pouvoir d’inhibition contre E. coli, M.
luteus, B. subtilus, S. aureus et B. cereus de 23£1 ; 20+ 1; 21 ;19,83+0,28 et 18,66+ 0,57 mm
de zone d’inhibition respectivement, E. faecalis (9,21+0,4mm) et P. aeruginosa (8,78+0,91
mm). En revanche, les témoins négatifs inclus les solvants éthanol a 80%, méthanol a 80% et

I’eau distillée ne présentent aucun effet antibactérien sur les germes testes.
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Figure N°25 : Activité antibactérienne de S. officinalis.
AK : Antibiotique Amikacine (30 pg).
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Ces résultats sont supérieurs a ceux obtenus par Ghezelbash et ses collaborateurs
(2015); ils montrent que 1’extrait éthanolique des tiges de S. officinalis est capable d’inhiber
E. coli, S. aureus et B. cereus avec une zone de 7mm et pour les fleurs de 9 ; 10 et 8 mm pour

E. coli, S. aureus et B. cereus respectivement a une concentration de 50mg/ml.

Abd-Elmageed et Hussein en (2008) ainsi que Mosafa et al., (2014), montrent que
1‘extraits éthanolique et aqueux de S. officinalis ont une possibilité d'inhibition de S. aureus,

P. aeruginosa, E. coli, B. cereus, M. luteus et B. subtilus.

L’activité de I’extrait éthanolique et méthanolique était pour P. aeruginosa (14,8 vs
21,8 mm), B. subtilus (15,7 vs 20,3mm), E. coli (17,2 vs 1,8 mm) et S. aureus (14,2 vs 17,7
mm) (Veli¢kovi¢ et al., 2011).

De méme, les huiles essentielles de S. officinalis réagissent contre B. subtilus. B. cereus.
S. aureus ; M. luteus et E. coli avec des zones d’inhibitions de 14 ; 12 ; 14 ; 25 ; 12 mm

respectivement (Ben Khedher et al., 2017).

Cette inhibition peut étre expliquée par la richesse des extraits de S. officinalis en
principes bioactifs tels que les composés phénoliques, les alcaloides et les terpénoides
(Ghorbani et Esmaeilizadeh, 2017).

Au-dela, autres études ont montré que les extraits de plantes appartenant aux lamiacées
comme la sauge, ont une activité biologique contre les bactéries et les levures. L’extrait
éthanolique de S. officinalis peut éliminer les bactéries multi-résistantes comme S. aureus et
E. coli (Mosafa et al., 2014).

Pour A. longa, les résultats démontrent un effet hautement significatif (p< 0,001) de
I’extrait éthanolique vs méthanolique vs aqueux sur M. luteus et B. subtilus (17,40+ 1,13 ;
14,27 £0,50 et 8,96 +0,05mm); (17,69+1,16 ; 21,45 +1,05 et 9,33+£1,30mm) respectivement
(Figure N°26).

L’extrait éthanolique présente un effet significatif (p< 0,05) contre 1’extrait
méthanolique (11,99+1,17 et 10,14 £0,61 mm) ; (11,91 +2,26 et 8,4 £ 0,22 mm) pour E. coli

et B. cereus respectivement.
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En outre, aucun effet significatif n’est remarqué contre S. aureus, E. faecalis et P.
aeruginosa entre 1’extrait éthanolique et méthanolique (13,24+0,53 et 10,33+1,52 mm) ; (10,2
+1,07 et 10,16 +0,84 mm) et (6,68+5,82 et 8,9+0,56 mm).
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Figure N°26 : Activité antibactérienne d’A. longa.

Extrait éthanolique d’A. longa montre un grand pouvoir d’inhibition contre la majorité
des germes testés, corroboré par les résultats rapportés par Kumar et al. (2011) sur I’extrait
éthanolique d’A. Indica. En outre, il a été démontré que les différents extraits de cette
derniére ont une activité antibactérienne contre S. aureus, B. subtilis, E. coli et P. aeruginosa
(Murugan et Mohan, 2012).

Cette activité antibactérienne peut étre s’expliquée par la richesse d’A. longa en
composés bioactifs. En effet, les plantes contenant des tanins, des alcaloides, des flavonoides

et des glycosides ont un large spectre d'activité antimicrobienne (Benarba et Meddah, 2014).
Dans ce contexte, des études prouvent I’activité biologique des extraits d’A. longa et sa

richesse en composés bioactifs, possedent une bonne activité antibactérienne contre les

bactéries a Gram positif et a Gram négatif (Merouani et al., 2017).

~62 ~



Résultats et Discussion

Figure N°27 : Zones d’inhibition d’extrait éthanolique et aqueux des plantes contre B.
subtilus.

Lupinus présente une activité antibactérienne tres faible par rapport aux autres, le
maximum est remarqué contre S. aureus, E. coli et M. luteus par une zone d’inhibition (12,07
0,2 et 9+ 1,2 mm); (10,83t 1,04 et 8,21+ 1,1 mm) et (13,39 4,85 mm) d’extrait
éthanolique, méthanolique respectivement (Figure N°28).

Cette zone pour B. cereus, E. faecalis et P. aeruginosa est de 8,66+ 1,15 ; 9,90 £1,43 et
10,91+ 1,01 mm pour I’extrait éthanolique, 7,85+ 0,28 ; 8,03 +0,74 et 8,92+0,81 mm pour
I’extrait méthanolique et 9,38+0,53 ; 9,21 +0,4 et 8,78+0,91 mm pour ’extrait aqueux.
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Figure N°28: Activité antibactérienne de L. albus.
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Ces résultats rejoignent a ceux d’Abdallah et al. (2017) ou I’extrait méthanolique de L.

albus n'avait pas d'activité antibactérienne contre les bactéries a Gram positif et celles & Gram
négatif testees.

En outre, d’autres publications exposent que les extraits de Lupinus ne présentent aucun
effet inhibiteur sur S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae et S. epidermidis (Andor

et al., 2016).

Lampart-Szczapa et al., (2003) soulignent aussi que I’activité antibactérienne des
extraits de lupinus est liée a leur teneur en composés phénoliques.
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Tableau N°03 : Activité antibactérienne des extraits méthanolique, éthanolique et aqueux de

Salvia, Aristolochia et Lupinus.

Salvia Aristolochia Lupinus
Ex Mé Ex Et Ex Aq Ex Mé Ex Et Ex Aq Ex Mé Ex Et Ex Aq AK
115 13,63 10,33 13,24 2,55 9 12,07 6,02 19,83
S. aureus +0.28
+2,17 +0,55 0 +1,52 +0,53 +4,42 +1,2 +0,2 +1.2
11,6 13,8 1014 11,99 0 8,21 10,83 23
i ) 1
E. coli 0 +0.61 0
+0,52 +1,53 +1,17 +1,1 +1,04
15,43 16,51 9,6 14,27 17,40 8,96 13.39 3,19 20
) +1
M. luteus 0 1485
+2,23 +2,36 +554 +0,5 +1,13 + 0,05 +5,52
27,06 26,62 2,55 21,45 17,69 9,33 10,43 21
B. subtilus 0 0
+1,49 +2,97 +4,40 +1,05 +1,16 +1,30 +0,73
7,34 10,66 9,02 8,4 11,91 10,01 7,85 8,66 9,38 18,66
B. cereus +0,57
+0,64 +0,28 +0,95 +0,22 +2,26 +1,81 +0,28 +1,15 +0,53
9,14 10,83 6,45 10,16 10,2 6,89 8,03 9,9 9,21 9,21
E. faecalis 04
+1,82 +0,28 + 5,60 +0,84 +1,07 +6,19 +0,74 +1,43 +0/4
10,34 12,30 9,11 8,9 6,68 9,51 8,92 10,91 8,78 8,78
P. aeruginosa +0,91
+1,22 +1,59 +0,83 + 0,56 +5,82 +0,32 +0,81 +1,01 +0,91

Zones d’inhibition en mm

On peut expliquer le pouvoir d’inhibition des bactéries a 1’aide des extraits des plantes

par I’effet de leurs métabolites secondaires. Plusieurs travaux ont révélé que les alcaloides,

flavonoides, saponines, tanins, glycosides cardiaques et terpénoides jouent un réle principal

dans I’activité antibactérienne par la capacité d’inhibition de la croissance de certaines

bacteries telles E. coli, P. aeruginosa et S. aureus (Doughari, 2006 ; Iwalokun et al., 2007,
Agbafor et al., 2011; Mariita et al., 2011; Abdulhamid et al., 2014).
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II1.2.  Concentration minimal inhibitrice (CMI)

Les concentrations minimales inhibitrices des extraits éthanoliques, méthanoliques et
aqueux des plantes S. officinalis, A. longa et L. albus contre les bactéries S. aureus, E. coli, B.
subtilus, B. cereus, M. luteus, P. aeruginosa et E. faecalis ont été déterminées par la méthode
de macrodilution (Figure N°29). Les résultats sont présentés dans le tableau N°04 (Annexe
V).

Figure N°29 : (A) : CMI par la méthode de macrodilution, (B) : Ensemencement des

tubes qu’ont absence de trouble.

L’extrait méthanolique de S. officinalis présente une valeur de CMI de 5mg/ml vis-a-vis
S. aureus, E. coli, M. luteus, B. cereus et P. aeruginosa, et de 20mg/ml pour B. subtilus alors

que pour E. faecalis, elle est de 0,625 mg/ml.

Par contre, I’extrait éthanolique a une CMI=20 mg/ml pour M. luteus, B. subtilus,
5mg/ml contre S. aureus, P. aeruginosa et de 2,5 ; 10 et 0,625 mg/ml pour E. coli, B. cereus
et E. faecalis respectivement. Celle de I’extrait aqueux est de 20mg/ml pour E. coli, E.
faecalis, 10mg/ml pour S. aureus, 1,25 et 2,5 mg/ml sur B. subtilus et M. luteus

respectivement et de 0,625 mg/ml vis-a-vis de B. cereus et P. aeruginosa.

Nos résultats sont en discordance par rapport a ceux obtenus par Daoud et al., (2015)
qui montrent que 1’extrait éthanolique de S. officinalis fournit une CMI de 25mg/ml contre S.

aureus et B. subtilus.
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En 2010, Ali et Aboud, réalisent une étude de 1’activité antibactérienne des extraits de
S. officinalis sur E. coli, E. faecalis et S. aureus et trouvent une CMI variable de 25-50 mg/ml

pour I’extrait méthanolique et de 25-100 mg/ml pour I’extrait aqueux.

Pour les extraits d’A. longa les résultats de CMI d’extrait méthanolique sont variables :
20; 10; 5; 2,5 mg/ml sur (M. luteus), (B. cereus et P. aeruginosa) ; (E. coli, S. aureus et B.
subtilus) et (E. faecalis). Extrait éthanolique est de 5 mg/ml (S. aureus, E. coli, B. subtilus, B.
cereus et E. faecalis) et 10mg/ml (P. aeruginosa et M. luteus). En fin, on trouve une CMI =
2,5mg/ml contre B. cereus, 5Smg/ml pour S. aureus, B. subtilus et 10 mg/ml (E. faecalis) avec

20mg/ml (M. luteus et P. aeruginosa) pour 1’extrait aqueux.

Ce résultat différent de ceux obtenus par Merouani et al., (2017) ou I’activité
antibactérienne par CMI d’extrait aqueux de la partie aérienne et méthanolique du fruit d’A.
longa était de 50 mg/ml et 12,5 mg/ml pour P. aeruginosa et S. aureus respectivement, S.
aureus, P. aeruginosa (3,125mg/ml) et B. cereus (6,25 mg/ml) pour I’extrait méthanolique du

fruit.

Activité antibactérienne d’extrait éthanolique des racines d’A. bodamae a fait 1’objet
d’étude réalisé par Ozen et al., 2019. Effectivement, leur extrait fournit une CMI vis-a-vis E.

coli, P. aeruginosa, E. faecalis (0,256 mg/ml), S. aureus et B. cereus (0,512 mg/ml).

En fin, concernant les résultats obtenus par les extraits de L. albus une CMI de 20
mg/ml (S. aureus, B. cereus) ; 10mg/ml (E. coli, M. luteus, B. subtilus et E. faecalis) ; 5mg/ml
(P. aeruginosa) pour I’extrait éthanolique.

Une CMI de 20 mg/ml (E. coli, S. aureus, M. luteus, B. subtilus, B. cereus et E.
faecalis) ; 5mg/ml (P. aeruginosa) pour 1’extrait méthanolique et pour I’extrait aqueux
présente des valeurs de 10 mg/ml et 5mg/ml (E. coli, M. luteus, B. subtilus et E. faecalis) et

(B. cereus) respectivement.

Cette propriété antibactérienne de L. albus peut étre due a la présence des alcaloides
dans leurs extraits. Cette proposition est confirmée par les travaux de Remeo et al., 2018.
Réalisent une évaluation antibactérienne par les extraits d’alcaloides des grains de deux
variétés de L. albus (Multitalia et Calobria) sur P. aeruginosa isolée a partir de la peau ou
trouve une CMI de 128ug/ml et 67 pg/ml.
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Ceci s’éclaircir par les travaux de Erdemoglu et al., 2009, qu’ont annoncé 1’effet
antibactérien d’extrait d’alcaloides de la partie aérienne d’une plante appartient des fabaceae

sur E. coli, P. aeruginosa, B. subtilus et S. aureus par une CMI d’ordre de 500 ; 125 ;62 et 62
pg/ml.

Tableau N°04 : Concentration minimale inhibitrice des extraits des plantes Salvia,

Aristolochia et Lupinus.

Plante Salvia Aristolochia Lupinus
Extrait | ExMé | ExEt | ExAq | ExMé | ExEt | ExAq | ExMé | ExEt | ExAq
S. aureus 5 5 10 5 5 5 20 20 ND
E. coli 5 2,5 20 5 5 ND 20 10 10
M. luteus 5 20 2,5 20 10 20 20 10 10
B. subtilus 20 20 1,25 5 5 5 20 10 10
B. cereus 5 10 0,625 10 5 2,5 20 20 5
E.faecalis | 0625 | 0,625 20 25 5 10 20 10 10
P. 5 5 0,625 10 10 20 5 5 ND
aeruginosa

*CMI en mg/ml. *ND : Nom Déterminé.
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IV.Activité Antidiabétique

Dans cette partie I'extrait éthanolique de S. officinalis est sélectionné pour examiner leur
toxicité et I’activité antidiabétique. On se basant dans le choix sur les résultats obtenus dans
la partie in vitro dont le dépistage phytochimique, dosage des polyphénols et des flavonoides,
’activité antioxydante et antibactérienne. Ou se révele une forte richesse d’extrait éthanolique
en composés bioactifs et meilleur pouvoir d’inhibition des radicaux libres et des germes testés

par rapport aux autres extraits et plantes étudiées.

D’autre part, le solvant hydro-éthanolique assure la sécurité environnementale, la moins
toxicité et le colt faible en comparaison avec méthanol ceci est confirmé par les travaux de
Joki¢ et al., (2010).

IV.1. Test de toxicité
Les rats utilisés pour évaluer 1’effet toxique d’extrait éthanolique de S. officinalis ont un
poids initial de 266,67 + 14,3 g, traités d’une période de 04 semaines par un régime standard.
A la fin de I’expérimentation les groupes (GT") et (GTES), atteignent un poids de 271,21+ 5,1
et 273,71+ 13,03 g respectivement (Figure N°30).
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Figure N°30: Evolution du poids corporelle durant 4 semaines d’études.

(Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes + SEM avec n=4)

GT- : groupe des rats témoins négatifs, GTES : groupe des rats ayant regus | ‘extrait éthanolique de S. officinalis.
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En parallele, le groupe des rats témoins négatifs GT- ingéré environ de 248,51+ 10,09 g
par semaine et de 210,88+ 35,26 g/ semaine pour le groupe GTES. Dont laquelle aucune

différence significative signalée (Figure N°31).
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Figure N°31: Prise alimentaire des rats durant les 4 semaines d’expérimentation.

(Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes + SEM avec n=4)

GT- : groupe des rats témoins négatifs, GTES : groupe des rats ayant regus | ‘extrait éthanolique de S. officinalis.

En revanche, les analyses du sang (Figure N°32), montrent une diminution hautement
significative avec p < 0,001 de GTES vs GT- pour la glycémie et le cholestérol (69,75 +
17,63 vs 111+ 8,04 mg/dl) et (20,25 +13,91 vs 61 + 11 mg/dl).

On peut expliquer cette réduction par [D’effet hypoglycémique et

hypocholestérolémiants d’extrait éthanolique de S. officinalis (Alarcon- aguilar et al., 2002).

Par contre aucune différence significative observée pour 1’urée, la créatinine, les
triglycérides, TGO et TGP d’ordre (56+ 26 mg/dl; 9,31+2,60 mg/dl ; 70+ 5mg/dl ; 145,68
+41,85 Ul/l et 54,05 £ 1591UI/) et (43 £+ 3 mg/dl ; 10,34+0,92 mg/l; 79+ 21mg/dl ;
100,19+37,86 Ul/I et 49,15+13,4 Ul/I) pour GTES et GT- respectivement.

~70 ~



Résultats et Discussion

180

160

140

120

100

80

Concentration

60

40

20

Glycémie

Créatinine

Choléstérol

Triglycérides

mGT-

111

10,34

61

79

100,18

49,115

MGTES

69,75

9,31

20,2

70

145,67

54,05

Figure N°32: Représente les résultats de bilan des analyses apres le sacrifice.

(Glycémie, Urée, Cholestérol et triglycérides en mg/dl. Créatinine en mg/l et TGO avec TGP en Ul/I).

(Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes + SEM avec n=4).
*** Différence hautement significative de groupe GTES vs GT~

Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par 1’étude de Li et al., 2010. Confirment la
non toxicité d’extrait éthanolique de S. przewalskii Maxim. Tandis que 1’administration
d’extrait aqueux de S. scutellarioides a une dose de 2000 mg/kg ne provoque aucun effet
indésirable chez les rats et les souris inclus les changements de comportement, variation de
poids, perte appétit, désequilibre des taux de la créatinine, les triglycérides et les anomalies

macroscopique des organes (Ramirez et al., 2007).

En 2014 ; Gebru et al., montrent que 1’observation des souris pendant les 24h jusqu’a
14 j aprés I’administration d’extrait méthanolique de la partie aérienne de S. tiliifolia a une
dose 2000mg/kg ne fournit aucun signe de toxicité parmi laquelle la perte de poids, absence

d’appétit et des cas de déces.
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A la lumiere de ces résultats on conclue que I’administration d’extrait éthanolique de S.
officinalis a une dose de 2000mg/kg de poids corporelle ne déclare aucun avertisseurs de
toxicité (changement de comportement, perte d’appétit, I’agitation, des troubles digestive et
bilan sanguin) avec une absence totale de mortalités pendant les 15 jours d’expérimentation.
En effet, la dose de 300mg/kg de poids corporelle a été choisie pour étudier ’activité

antidiabétique.

IV.2. Activité antidiabétique

V.21 Hypoglycémie et I’évolution du poids

Pour évaluer I’effet antidiabétique d’extrait éthanolique de S. officinalis on utilise des
rats de 300,71+8,53 g, sous un régime standard pendant une période de 07 semaines. En effet,
les quatre groupes (GT-), (GDS), (GDGL) et (GDES). Au cour de 1’étude marquent une
diminution de poids hautement significative (p < 0,001) chez les groupes des rats diabétiques
sans traitement (GDS), sous traitement de Glibenclamide (GDGL) et le groupe des rats ayant
recus 1’extrait éthanolique de S. officinalis (GDES) en comparaison avec le témoin (GT")
(250,15+ 28,66 vs 319,87+ 9,69 g; 229,58+ 34,98 vs 319,87+ 9,69 g et 268,76+11,89 vs
319,87+ 9,69 g) (Figure N°33).

Evolutions du poids

350
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Figure N°33 : Evolution du poids au cours de I’étude d’activité antidiabétique pendant 07

semaines.
(Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes + SEM avec n=4).
GT-‘groupe des rats témoins négatifs, GDS : groupe des rats diabétiques sans traitement, GDGL : groupe des rats
diabétiques sous traitement de Glibenclamide, GDES : groupe des rats diabétiques ayant regus [ ’extrait éthanolique de S.
officinalis.
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Nos résultats de suivi du poids révelent une diminution de poids chez les rats traités par
I’alloxane. Ces résultats sont corroborés a ceux obtenus par les travaux de Ewenighi et al.,
2018. Ces derni¢res montrent que le traitement des rats par [’alloxane provoque une

diminution significative de poids corporelle.

Autres études suggerent que la réduction de poids chez les rats diabétiques peut étre liée
a I’ensemble de processus de dégradation des graisses du tissu adipeux, des protéines
structurelles et des acides aminés dans les tissus musculaires (Oyedemi et al., 2011 ;
Eluehike et Onoagbe, 2018).

En paralléle, nos résultats présentent une augmentation Iégere de poids chez les rats
guont recu D’extrait éthanolique de S. officinalis. Ceci confirme par Eidi et al., 2011.
Montrent I’effet protecteur d’extrait éthanolique de S. verticillata contre la perte du poids

chez les rats diabétiques.

1vV.2.2. Nourriture ingérée des différents groupes expérimentaux

Nos résultats révélent une augmentation hautement significative (p < 0,001) de groupe
des rats diabétiques sans traitement (GDS) vis-a-vis le groupe des rats diabétiques sous
traitement de Glibenclamide (GDGL) et le groupe des rats ayant recus 1’extrait éthanolique de
S. officinalis (GDES) dont 275,55 £14,56 vs 232,41+25,75 g/ semaine et 275,55 +14,56 vs
237,25+ 23,48 g/ semaine et autre tres significative (p < 0,01) avec le groupe des rats
témoins non diabétiques (GT") de 248,06+12,05 g/ semaine (Figure N°34).

Ces résultats indiquent que le diabéte conduit a une appétit excessive cela confirme par
plusieurs travaux. Montrent que le diabéte chimio-induit provoque une augmentation de la
nourriture ingérée (Akbarzadeh et al., 2007; Fernandes et al., 2009 ; Gothandam et al.,
2019).

En 2013, Oliveira et al., expliquent I’augmentation de la nourriture ingérée chez les rats
diabétiques par I’incapacité de cellules a utiliser le glucose comme source énergétique et a

leur perte excessive dans les urines.
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Par ailleurs, Marcelo et al., 2017 révelent que la consommation exagérée
d’alimentation chez les diabétiques due au dysfonctionnement physiologique de diabéte en
raison de la perte d’'une quantit¢ de glucose dans les urines. Cela qui prive le corps d’une

partie considérable des calories dérivent de la nourriture.
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Figure N°34 : Quantité d’aliment ingéré pour les différents groupes au cours

d’expérimentation.

(Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes + SEM avec n=4).
GT- : groupe des rats témoins négatifs, GDS : groupe des rats diabétiques sans traitement,
GDGL : groupe diabétiques sous traitement Glibenclamide, GDES : groupe des rats diabétiques ayant regus ! extrait éthanolique de S.
officinalis.
*** une différence hautement significative entre GDS vs GDGL et GDES.
** une différence tres significative entre GDS vs GT-.

1V.2.3. Impact d’extrait éthanolique de la sauge sur la glycémie et le bilan
sanguin

Selon les résultats obtenus une hyperglycémie hautement significative p < 0,001 a été
remarquée entre le groupe des rats diabétiques sans traitement (GDS) et groupe des rats
diabétique sous traitement de Glibenclamide (GDGL) contre le groupe des rats témoins non
diabétique (GT) de (393,85+127 vis-a-vis 93,93t 7,6 mg/dl) et (420,32t 146 vis-a-vis
93,93+ 7,6 mg/dl) respectivement. En parallele, une réduction hautement significative entre
le groupe des rats ayant recus 1’extrait éthanolique de S. officinalis (GDES) (213,03 64,16
mg/dl) vs (GDS) et (GDGL) (Figure N°35).
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Figure N° 35: Evolution de la glycémie pendant les 07 semaines.

(Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes + SEM avec n=4).
GT : groupe des rats témoins négatifs, GDS : groupe des rats diabétiques sans traitement,
GDGL : groupe des rats diabétiques sous traitement Glibenclamide, GDES : groupe des rats diabétiques ayant requs /’extrait éthanolique

de S. officinalis.

Autre part, une augmentation hautement significative (p < 0,001) des teneurs d’urée
observée chez les rats de groupe GDS (121+ 21 mg/dl), GDGL (143+ 45 mg/dl) en
comparaison avec le groupe témoin GT- (43 = 3 mg/dl) et une diminution significative (p <
0,05) chez les rats de groupe GDES (84+ 37 mg/dl) vis-a-vis le groupe GDGL (Figure
N°36).

Autrement, la créatinine signale une augmentation hautement significative a été
observée chez les rats de groupes GDS (18,60+ 0,91 mg/l), GDGL (18,83+ 1,26mg/l) avec le
groupe témoin GT-(10,45+ 0,90 mg/l) et décroissement tres significative (p < 0,01) de groupe
GDES (14,58 + 4,05mg/l) avec le groupe GDS et GDGL.

De méme, les résultats de bilan lipidique réveélent une croissance hautement
significative de la teneur en cholestérol chez les rats de groupes GDS, GDGL vs GT et le
groupe GDES avec une diminution significative contre le groupe GDGL. Dont (97+10 et
103+17 vs 61+11 mg/dl) et (82+12 vs 103+17 mg/dl). Triglycérides notés d’ordre 79421 ;
86+7 ; 81+14 et 8621 mg/dl pour les rats des groupes GT-, GDS, GDGL et GDES.

~ 75~



Résultats et Discussion

En revanche, les résultats de taux Transaminases Glutamate Oxaloacétate (TGO)
exposent des variations non significatives entre les groupes GT-; GDS ; GDGL et GDES
d’ordre 100,19+37,86 ; 161,6+40,04 ; 162,85+38,17 et 145,16+57,94 Ul/I.

Par contre, la Transaminase Glutamate Pyruvate (TGP) signale une augmentation
hautement significative de GDS; GDGL et GDES en comparaison avec le témoin GT-
(50,15+£11,51 vs 81,76+7,40 ; 89,26+5,26 et 76,47+10,96 UI/I) respectivement.
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Figure N° 36: Représente le bilan sanguin des rats d’expérimentation d’activité

antidiabétique.
(Urée, Cholestérol et triglycérides en mg/dl ; Créatinine en mg/l et TGO avec TGP en Ul/I).
(Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes + SEM avec n=4).

GT-groupe des rats témoins négatifs, GDS : groupe des rats diabétiques sans traitement, GDGL : groupe des rats
diabétiques sous traitement de Glibenclamide, GDES : groupe des rats diabétiques ayant recus /‘extrait éthanolique de S.
officinalis.

*** une différence hautement significative entre GDS et GDGL vs GT.

*Une différence tres significative entre GDES vs GDGL et GDS.

*Une différence significative entre GDES vs GDGL.

Au cour de notre étude une augmentation de la glycémie, 1’urée, la créatinine, le
cholestérol, les triglycérides, TGO et TGP chez les rats diabétiques a été détectée. On
suggere que cette aggravation suite a I’administration du diabétogéne alloxane (Zarei et al.,

2014).
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Alloxane considére comme un produit chimique sous forme d’un analogue toxique de
glucose cible la destruction des cellules productrices de I’insuline par 1’application d’un stress
oxydative, se qui induit aussi des dommages des lipides, glucides et les protéines (Jayant et
Srivastava, 2015).

En parall¢le, des études antérieures montrent qu’une forte concentration d’urée et de la
créatinine chez les rats diabétiques indique un dysfonctionnement rénal due a une forte
dégradation des protéines (Marella et al., 2015 ; Mirmohammadlu et al., 2015 ; Sirivole et
Eturi, 2017 ; Zhang et al., 2017 ).

Cependant, 1’hypercholestérolémie chez les diabétiques due a un renforcement de la
mobilisation des acides gras liberent des dépbts périphériques sous un mécanisme non
inhibiteur des hormones lypolytiques dans la carence ou absence d’insuline. Ce dernier joue
un réle principal dans le mécanisme par plusieurs interventions parmi lesquelles inhibition de
la lipase hormono-sensible qui favorise le stockage des graisses dans les tissus adipeux
(Verges, 2001 ; Mariee et al., 2009 ; Hossein et al., 2013).

Au méme temps, 1’augmentation de la concentration des enzymes sériques (TGO et
TGP) dans le sérum des diabétiques peut étre s’expliquer par une dégradation exagérée des
protéines se qui conduit a une accumulation des acides aminées dans le sérum. Ceci indique
une altération de foie par une perte de perméabilité de leur membrane (Hossein et al., 2013 ;
Marella et al., 2015 ; Mirmohammadlu et al., 2015).  On suppose que hyperglycémie

provoque un stress oxydatif qui conduit a des lésions hépatiques.

En 2006, Sharma et al., expliquent le pouvoir producteur des radicaux libres par
hyperglycémie. Autre étude montre que le stress oxydatif fournit par hyperglycémie peut
entraine des perturbations du métabolisme des protéines, lipides et des glucides (Jamaludin
et al., 2016).

Mansouri et al., 2014, expliquent I’hyperglycémie et I’¢lévation de taux hépatique chez
les rats diabétiques par I’insuffisance ou I’absence d’insuline excrétée dans le sang et la

libération des enzymes hépatique.
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Nos résultats sont parfaitement en accord avec les travaux d’Eidi et al., 2005; 2009 ;
2011. Ces derniers montrent que 1’administration d’extrait éthanolique (80%), méthanolique
de S. officinalis et I’extrait éthanolique de S. Verticillata causent une diminution de taux de la
glycémie, le cholestérol, 1’urée et la créatinine. Ce sont les marqueurs d’un

dysfonctionnement rénal.

Au contraire le Glibenclamide n’a pas un effet hypoglycémique au cours de notre

étude en suggére que ce médicament n’est pas fiable dans le cas d’une hyperglycémie sévere.

En 2015, Khashan et Al- khefaji ont exposé que ’extrait aqueux et éthanolique de la
sauge a une dose de 100mg/kg administré d’une période de 14 jours capable d’entrer une
réduction significative des taux de la glycémie, le cholestérol et le triglycéride par rapport a le

médicament « Glibenclamide ».

Par contre, nos résultats sont en discordance par rapport les études de Hajzadeh et al.,
2011, présentent que le traitement des rats diabétiques par I’extrait éthanolique et 1’aqueux de
S. officinalis a une dose de 430mg/kg ne présente aucun pouvoir hypoglycémique. On
suggere que cette différence reflet a la méthode d’extraction, la concentration du solvant et

par conséquence la capacité d’extraction des composés bioactifs.

Par ailleurs, plusieurs travaux confirment que la consommation de thé de la sauge
entraine une réduction de la glycémie, le cholestérol (Bassil et al., 2015; Ghowsi et al.,
2019). 1l est connu que S. officinalis posséde des propriétés pharmacologiques dont
antioxydant, anti-inflammatoire, antimicrobienne, antidiabétique et hypolipidémique
(Ghorbani et Esmaeilizadeh, 2017 ; Ben khadher et al., 2018).

Cependant, on peut expliquer le pouvoir hypoglycémie d’extrait éthanolique de S.
officinalis par leur richesse en composés bioactifs qui S’ intervienne par plusieurs mécanismes
parmi lesquels 1’accélération des cellules - pancréatique qui conduit a I’amélioration de la
sécrétion d’insuline, I’inhibition de I’enzyme insulinase, inhibition de la gluconéogenése et/
ou de la glycogénolyse dans le foie, la réduction de 1’absorption du glucoses par I’intestin et
protege les cellules B pancréatique du stress oxydatif (Jarald et al., 2008 ; Al chalabi et al.,
2016 ; Al-Mashhady et al., 2016 ; Limaet al., 2017 ; Mahdizadeh et al., 2018).
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Le dépistage phytochimique de notre étude confirme la richesse d’extrait éthanolique de
S. officinalis en composés bioactifs. Ceux-ci connus par leur effet antidiabétique le cas des
polyphénols, des flavonoides, des tanins et des alcaloides. En outre, les flavonoides et les
tanins provoquent la réduction de la glycémie, le cholestérol et les triglycérides chez des rats
diabétiques (Puchchakayala et al., 2012 ; Velayutham et al., 2012; Obafemi et al, 2017 ).

Les flavonoides affectent la glycémie, ou ils agissent directement sur les cellules f-
pancréatique par leur régénération et prévention de la destruction entraine une augmentation
de la sécrétion d’insuline ou indirectement par I’inhibition de a- glucosidase dans 1’intestin et
I’amélioration du stockage de glycogéne dans le foie (Belmouhoub et al., 2017; Marella,
2017). D’autre part, les alcaloides aussi interviennent dans ce processus par la réduction de
transport du glucose a travers 1’épithélium intestinal et 1’amélioration de la teneur en

glycogéne hépatique (Sani, 2015; Aba et Asuzu, 2018).
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Les composés bioactifs font 1’intérét dans le domaine thérapeutique pour le traitement
de diverses maladies incurables. Actuellement plusieurs chercheurs sont orientés vers
I’exploitation des composés d'origine végeétale issue de plantes médicinales pour guerir les
maladies avec un colt faible et réduire les effets néfastes causent par les médicaments

synthétiques.

Cette présente étude c’est pour la caractérisation de profil physicochimique,
détermination de la richesse des extraits éthanolique, méthanolique et aqueux de plante S.
officinalis, A. longa et L. albus en composeés bioactifs par un dépistage phytochimique. Afin
d’évaluer leurs effets biologiques in vitro inclus I’activité antioxydante et antibactérienne des
trois extraits des plantes et le pouvoir antidiabétique in vivo par un diabete chimio-induit chez

les rats wistar.

Dans ce contexte, les résultats d’analyses physicochimiques montrent la forte richesse
de la partie aérienne de S. officinalis en eau, cendres et lipides d’ordre de 76+ 2% ; 96,9+
0,14% et 8 %. Au méme temps révelent la forte acidité d’A. longa avec une richesse en
sucres réducteurs et en protéines de (2,99+ 0,15; 12,19 £+ 1,58 mg/ml et 1,91+ 0,02%)

respectivement.

Le taux de résidu sec expose que I’extrait éthanolique fournit un rendement important

versus 1’extrait méthanolique et aqueux pour les trois plantes.

Concernant le criblage phytochimique révele que 1’extrait éthanolique et méthanolique
de S. officinalis, A. longa et L. albus capable d’extraire un nombre important de composés
bioactifs inclus les flavonoides, glycosides cardiaques et les alcaloides ainsi les tanins sauf

dans les extraits de L. albus.

En outre, 1’évaluation quantitative des polyphénols et des flavonoides pour les extraits
des plantes S. officinalis, A. longa et L. albus par un spectrophotométre fondé sur des
techniques colorimétriques, expose que I’extrait éthanolique est le plus riche en polyphénols
et en flavonoides en comparaison avec 1’extrait méthanolique et I’aqueux de S. officinalis par

rapport aux les trois extrait d” A. longa et L. albus.
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En paralléle, les résultats d’activité antioxydante par le test de DPPH apparaissent que
I’extrait éthanolique de S. officinalis fournit un meilleur pouvoir de piégeage des radicaux
libres par rapport les autres extraits et les autres plantes. Ce pouvoir traduit par la richesse

d’extrait éthanolique de S. officinalis en composeés bioactifs.

L’estimation d’activité antibactérienne par la méthode d’imprégnation des disques
contre quelques bactéries référencées ; S. aureus, E. coli, M. luteus, B. subtilus, B. cereus, E.
faecalis et P. aeruginosa révéle que I’extrait éthanolique a une grande capacité d’inhiber les
germes testés vis-a-vis I’extrait méthanolique et aqueux pour les plantes testées. La zone

d’inhibition variée d’un germe a un autre basé sur leurs résistances, I’extrait et la plante testée.

Au méme temps, la concentration minimale inhibitrice (CMI) pour les différents extraits
des plantes vis-a-vis les germes testés par les macrodilutions donnent un intervalle entre 20 a
0,625 mg/ml.

Evaluation de la toxicité et 1’effet antidiabétique d’extrait éthanolique de S. officinalis
chez les rats wistar a été effectuée par le dosage de la glycémie dans chagque semaine au cours
de 6 semaines d’étude par un glucométre. Les résultats de cette étude exposent que 1’extrait
éthanolique de S. officinalis a une dose unique de 2000 mg/kg ne présente aucun effet
indésirable. En revanche, la dose de 300 mg/kg capable de réduire la glycémie chez le groupe
des rats diabétiques recoivent I’extrait éthanolique de S. officinalis (GDES) de 45% en
comparaison avec le groupe des rats diabétiques sans traitement (GDS). Parallélement, une
réduction d’urée, la créatinine, cholestérol, TGO et TGP de 30,57 % ; 21,62% ; 15,47 % ;

10,2% et 6,5% respectivement.

Finalement, I’ensemble des résultats obtenus de cette étude indiquent la possibilité
d’utilisation d’extrait éthanolique de S. officinalis dans le domaine thérapeutique comme un

antioxydant, antibactérien et anti- diabétique grace a leur richesse en composés bioactifs.

Pour renforcer ces résultats et dans le cadre de la suivie notre étude nous envisageons
d’isoler les molécules bioactives d’extrait éthanolique de S. officinalis qui sont responsables
pour les effets biologiques ; antioxydant, antibactérien et antidiabétique. Afin de les préparer

sous forme pharmaceutique.
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Annexe | Quelques matériels et produits

Figure N°01 : Parties aérienne A. longa et L. albus au niveau de Herbier de laboratoire de

botanique de I’Ecole National Supérieur d’Agronomie (Alger).

Figure N° 02: (A) : Tamis ; (B) : Pince des disque antibiotique de papies whatman.

Figure N° 03: (A): DPPH ; (B) : Disque Antibiotique Amikacine 30ug.
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Annexe 11 Screening phytochimique

Figure N° 04: Screening phytochimique des extraits des plantes.
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Annexe 1V Différents dosage

Figure N°05 : Dosage de polyphénols des extraits de S. officinalis, A. longa et L. albus.

Figure N°06 : Test de DPPH pour extrait éthanolique de S. officinalis ; A. longa ; L. albus et

D’acide ascorbique.
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Annexe V Composition des milieux

Composition de milieu de culture utilisée
» Gélose nutritive (Delarras, 2014) :

La composition chimique du milieu e g/l d’eau distillée est :

Peptone ........ccooeviiiiiiiiii, 05
Extrait de viande........................ 05
W | 13

pH=6,8+0,2a25 °C.

Stérilisation a 1’autoclave a 121+ 1 °C pendant 15 minutes.

» Gélose Mueller Hinton (Delarras, 2014) :

Peptone .......ccoooviiiiiiiiii 10
Extrait de levure ...................... 05
Chlorure de sodium................... 05
Glucose......oovvieiiiiiiiiiii, 01
Agar....coooiiii 15

pH non précisé ajouté a 7,0.

Stérilisation a ’autoclave a 118 °C pendant 15 minutes.

» Reéactif de Wagner (Kanoun 2010) :

lodure de potassium (KI)..............02 g
Diiode (12)....oovieeiii, 1,279 dans 75 ml d’eau.

Ajuster le volume total a 100 ml d’cau.

Les alcaloides donnent avec ce réactif un précipité brun.

» Reéactif de Bouchard (Chenni, 2010):

Tode...ooeiii 02¢g
Iodure de potassium ......................... 02¢g
Eaudistillé...............ooiiiiiiin 100ml
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Annexe VI Activité antibactérienne

Figure N°08: Activité antibactérien par la technique d’imprégnation des disques.
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Annexe VI Activité antibactérienne
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Figure N°09: Activité antibactérienne par la Méthode de Macrodilution.
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Annexe VI Activité antibactérienne

Figure N°10: Ensemencement des tubes de macrodilution apres I’incubation 24h a 37°C.
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Annexe VI Activité antibactérienne

Figure N°11 : Détermination de la CMI.
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Annexe VII Répartition des groupes

Figure N° 12: Répartition des groupes des rats.
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Annexe VIII Activité antidiabétique

Figure N° 13: (A) : Substance diabétogene ‘Alloxane,” (B) : lecteur de glycémie
(C) :Médicament antidiabétique Glibenclamide.

Figure N°15 : (A) : Rat appartient de groupe GT- (B) : Rat diabétique de groupe GD.
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Annexe IX Sacrifice des rats

GT-. GDS.

Figure N° 18: Rat appartenant au groupe Figure N°19: Rat appartenant au groupe
GDGL. GDES.

Figure N° 20: Rat appartenant au groupe GTES.
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L i ceak liradadna jusscp ™ 8 A FEO0 mgpd - 15.4 mmody.
Ei i concaniaion an chokstenel o supdiiouna & 8 g1,
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VALEURE USUELLES

REACTIFS

e et 1 Proas pH AT 30 mmedl

Sohdion anpn Pl 28 mml]

e mciil 2 Cholaxiarsl orpsme 300 LA
Pearpd 1250 LA
Cholaiars avmsn 300 LA
Amnc-d-anbprmoe O ]

Mt 3 00 mged

St 2l

5.1 T mmoll

PREPARATION ET STABILITE

Dissoiadng ke oomend dun Aecom o F2 avec un Raoon

ok marnpon K1,

L il o el el Simbde - 1 miois & 20 - 270

4 moE & 2 - B

ECHANTILLOMS

Ediim

Flamma el Sur D

MODE OPERATOIRE

Lo i d'onds ©........... SIE nim {500 - 5504

Tompdnainm —.... ... ... amrc

LT 1 O Sy

Apsied o 2400 du Spectropholometng suf k biane ndacil,
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PRESENTATION
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Kits des analyses du sang

PRESENTATION
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Participations Scientifiques :

» 1 ° congres International des Biotechnologies et du Deéveloppement Durable.
(CIBSDD 2017). 24-25 Octobre, Boumerdes. Algérie.

» 1 % séminaire international sur les plantes médicinales. (SIPM- 2018).17-18 janvier.
Université d’el- Oued. Algérie.

» 1 % colloque international de bio-ressources et économie bleu et verte. (BEBV 2018).
26-29 avril. Hammamet. Tunisie.

> 8 ®Me journées nationales des sciences et de la vie. Mostaganem. Algérie : les 24-25
avril 2018.
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BIOLOGICAL ACTIVITY OF ARISTOLOCHIA LONGA L. AGAINST
SOME PATHOGENIC BACTERIA AND PHYTOCHEMICAL
SCREENING

BOUTELDJA R."2, DOUCENE R.}, BOUZID R.%, MOULAY M.4, AGGAD H.?

'Faculty of Natural and Life Sciences, University IbnKhaldoun of Tiaret
2Laboratory of Hygiene and Animal Pathology, Institute of Veterinary Sciences
3Laboratory Reproduction of farm animals, Institute of Veterinary Sciences
3Faculty of nature and life science, University ChadliBenDjedid, El Tarf
4| aboratory of Agro-Biotechnology and Nutrition in Semi-Arid Area
E-mail: h_aggad@yahoo.com

Summary
This work aims the phytochemical study and biological activity of methanolic, ethanolic and
aqueous extracts of Aristolochia longa L stems and leaves. Polyphenols were estimated by
spectrophotometer and antioxidant activity by 2 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl while activity
against Micrococcus luteus ATCC 14452, Bacillus subtilus ATCC 6633, Staphylococcus
aureus ATCC 43300 and Escherichia coli ATCC 25922 was realized by disc impregnation.
The rates of polyphenols (39.01mg.mI', 38.25 mg.ml -'and 33.78mg.ml-") and flavonoides
(21.56 mg.mI"; 27.86 mg.ml"" and 28.22 mg.ml") for methanolic, ethanolic and aqueous
extracts respectively. The antioxidant activity of methanolic, ethanolic and aqueous extracts
was 443 pg.ml', 860 pg.ml" and 998 pg.ml-' respectively.
The most significant antibacterial activity in the form of inhibition diameter was observed with
methanolic extracts on B. subtilis (11.05 mm) and M. luteus (9.08 mm). Ethanolic extracts
was 12.91 mm on B. subtilus and 10.75 mm against M. luteus and finally 10.93 mm on S.
aureus.
Keywords: Aristolochia longa L., antioxidant, polyphenols, flavonoids, antibacterial

Conventional antibiotic medications are becoming unable to inhibit
pathogenic bacteria that have developed resistance to these antibiotics,
threatening the survival of all humanity. To palliate this growing threat, research is
focusing on medicinal plants as the main resources of therapeutic agents. In
addition to their use in health care by about 80% of the world's population (19),
these plants are used in the pharmaceutical, cosmetic, health and nutritional
industries (23). Indeed, they are sources of a variety of biologically active
compounds; phenolic compounds with antioxidant biological properties and
antimicrobial potential (13).

Aristolochia longa L. is a perennial plant with heart-shaped leaves and
yellow-labeled flowers, native to central and southern Europe and widespread
throughout southwest Asia. This plant is used in traditional pharmacopoeia in the
Western Algerian region to treat several diseases. Its roots can inhibit breast
cancer in postmenopausal women (3), and pathogenic bacteria due to their
richness in bioactive compounds (4, 15).
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This work involved the phytochemical study of Aristolochia longa L. and its
biological effect including the determination of polyphenols, flavonoids and an in
vitro study of antioxidant and antibacterial activity against Staphylococccusaureus,
Escherichia coli, Bacillus subtilus and Micrococcus luteus by the disc impregnation
method.

Materials and Methods

Plant material and extracts preparation

The aerial parts (leaves and stems) of Aristolochia longawere collected in
April 2017 in the region of Tiaret (Algeria) and the identification of the species was
performed by the botany laboratory of higher national school of agronomy (Alger).
They were then washed and dried in the fresh air, crushed with an electric
shredder and stored at room temperature, away from humidity and light. The
extracts were prepared by maceration (11), with a ratio of 5 g of powder mixed with
50 ml of the solvent (methanol, ethanol and aqueous) under continuous agitation
for 24 hours at room temperature. Then the mixture was filtered on filter paper and
the filtrate was evaporated and dried at 40°C.
Phytochemical screening

o Alkaloids: Bouchardat test: 2 ml of an extract solution with 2 drops of
Bouchardat reagent added. A positive result is revealed by a reddish brown
precipitation (26).

Wagner test: The crude extract was mixed with 2 ml of the Wagner reagent. A
reddish brown precipitate indicates the presence of alkaloids (1).

¢ Tannins: highlighted by adding 1 to 2 drops of 0.1% diluted ferric chloride
solution (FeCls) to 2 ml of each extract. A dark green color indicates the presence
of catechic tannins while blue-green indicates the presence of gallic tannins (12).

o Steroids: The presence of steroids was detected by adding 5 ml of the
extract to 5 ml of acetic anhydride to which 0.5 ml of concentrated H2SO4 is added.
The appearance of a purple coloration that turns blue and then green indicates a
positive reaction (12).

o Saponins: introduce 10 ml of each of the extracts into a test tube. The
tube is stirred for 15 S and then left to stand for 15 min. A persistent foam height
greater than 1cm indicates the presence of saponosides (positive reaction) (6).

o Terpenoid (salkowski test): 0.2 g of dry extract is mixed with 2 ml of
chloroform and then 3 ml of concentrated sulphuric acid are carefully added to form
a layer. The presence of terpenoid gives a rusty coloration of the interface (16).

o Cardiac glycosides: 2 ml of each extract was dissolved with 2 ml of
chloroform, and then 3 ml of concentrated sulfuric acid was carefully added to form
a dark red to brownish layer, at the interface of the ring indicates the presence of
cardiac glycosides (26).
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e Anthocyanins: 1 ml of each extract was added to 3 ml H2SO4 at (10%)
and 1 ml NHsOH (10%). If the coloration increases by acidification and then turns
blue in a basic medium, the result was considered positive.

e Flavonoids: A few drops of lead acetate solution were added to 3 ml of
extract. The formation of yellow precipitate indicates the presence of flavonoids
(29).

e Mucilages: 1ml of extract was added to 5 ml of absolute ethanol. The
appearance of a flaky precipitate indicates the presence of mucilage (18).

Determination of polyphenols and flavonoids

Polyphenols are determined by the Ciocalteufolin method based on
electron transfer (24). 0.2 ml of different dilutions (1mg.ml-' to 0.125mg.ml"") of the
extracts was mixed with 1 ml of freshly prepared Ciocalteu foliar reagent (10%) and
0.8 ml of 7.5% sodium carbonate (Naz COs). The mixture was incubated for 30 min
at room temperature and then read against a blank at a wavelength of 765 nm
(25).

For flavonoids, 0.5 ml of each extract was added to 1.5 ml of methanol
(95%), 100 pl of aluminium chloride (AICIz) at 10% (m/v) plus 100 pl of sodium
acetate (1 M) and 2.8 ml of distilled water. The mixture was agitated and incubated
in the dark and at ambient temperature for 30 minutes. The blank was achieved by
replacing the extract with 95% methanol and the absorbance was performed at 415
nm using a spectrophotometer. The results were expressed in mg quercetin
equivalent/g dry plant matter using the quercetin calibration curve (8).

Antioxidant activity

Antioxidant activity of Aristolochia longa extracts has been achieved by the
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) method described by Braca et al. (7) with
some modifications: an equal volume of the different dilutions (from 0.009mg.ml"'
to 5 mg.ml') of the methanolic, ethanolic and aqueous extracts of Aristolochia
longa was mixed with a volume of methanolic solution of 0.004% (m/v) DPPH.
Then incubation for 30 min at room temperature before reading with at A =517 nm.

Percentage of inhibition is calculated by the following equation: % Inhibition =

Ac —Ae
TXIOO.

Where Ac: absorbance of the control solution which contains an equal
volume of methanolic solution of DPPH and methanol, Ae: extract absorbance.

Antibacterial activity

The antibacterial power of Aristolochia longa plant extracts was evaluated
against four referenced bacteria: Micrococcus luteus ATCC 14452, Bacillus
subtilus ATCC 6633 and Staphylococcus aureus ATCC 43300 and Gram negative
Escherichia coli ATCC 25922 by the disc impregnation method (2) at a
concentration of 20mg.ml-'. The Protocol followed is the one described by (14).

25




LUCRARI STIINTIFICE MEDICINA VETERINARA VOL. LII(3), 2019, TIMISOARA

Results and discussions

Phytochemical screening

The obtained phytochemical results revealed the presence of tannins,
flavonoids, terpenoids, mucilages, alkaloids, cardiac glycosides and the absence of
steroids, anthocyanins and saponins (Table 1).

Table 1
Phytochemical screening results for methanolic, ethanolic and aqueous
extracts of Aristolochia longa

Test Methanolic Ethanolic Aqueous
extract extract extract
Alkaloids W P P N
B P P N
Tanins P P N
Steroids N P N
Saponins N N N
Terpenoid N P P
Cardiac P P P
glycosides
Anthocyanins N N N
flavonoids P P N
Mucilage N P P

W: Wagnertest, B: Bouchardat test, P: Positive result, N: Negative result.

These results are consistent with several studies; they state that
phytochemical screening of aqueous extract of Aristolochia longa revealed the
presence of polyphenols, flavonoids and saponins and the absence of alkaloids

(3).
Other studies have shown the presence of alkaloids, glycosides, phenolic
compounds, flavonoids, terpenoids and saponins in Aristolochia longa extracts (9).
In addition, others have published that phytochemical screening of
Aristolochia bracteata reveals the presence of alkaloids, flavonoids, cardiac
glycosides and tannins and other compounds such as carbohydrates, proteins and
steroids and sterols (5, 10, 28).

Polyphenols and flavonoids
The dosage of polyphenols in methanolic, ethanolic and aqueous extracts
of Aristolochia longa is 33.01 £0.19; 38.25 £0.33 and 33.78 £ 0.38 E AG.g™" and for
flavonoids 21.56+ 0.075 ; 27.86+ 0.19 and 28.22 £0.15 mg EQ.g™" respectively).
These results are corroborated by several studies that have demonstrated
the richness of Aristolochia longa extracts in phenolic compounds, as is the case
with the studies published by Benarba et al. (3), reveal that the aqueous extract of
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Aristolochia longa L. roots contains polyphenols and flavonoids. In addition, other
work shows that the aerial part of aqueous extract rich in polyphenols carries
methanolic extract and flavonoids (15).

Secondary metabolite products that are found in many foods and have a
beneficial effect on human health by protecting against various diseases such as
diabetes, infections and cancer due to their antioxidant, anti-inflammatory and
anticancerous effects (20, 21).

Antioxidant activity

Antioxidants are molecules involved in the body's protection mechanism
against pathologies associated with free radical attack (22).

Screening for antioxidant activity results shows the ability of the different
extracts of Aristolochia longa to trap free radicals in which IC 50 of 0.86 mg.ml,
0.44 £ 0.005mg. mi'and 0.99 £ 0.05 mg. ml "of ethanolic, methanolic and aqueous
extracts respectively.

Solvents used for antioxidant extraction play an important role in
determining the sweeping capacity of DPPH for extracts (30).

Antibacterial activity

The antibacterial activity of methanolic extract on B. subtilis, M. luteus, S.
aureus (11.056 mm, 9.08 mm, 3.11 mm inhibition diameter respectively). The
activity of their ethanol extracts was 12.91 mm on B. subtilus and 10.75 mm
against M. luteus and finally 10.93 mm on S. aureus (Fig. 1).

Fig. 1. (a) Antibacterial activity of Aristolochia longa ethanolic extract against
Staphylococcus aureus ATCC 43300, (b) Antibacterial activity of Aristolochia longa

methanolic extract against Bacillus subtilus ATCC 6633

The ethanolic extract of Aristolochia longa had a high inhibition power
against the four germs tested. This is in line with the results reported by Surendra
Kumar et al. (27) on the ethanolic extract of Aristolochia Indica. Indeed, it has been
demonstrated that the different extracts of A. Indica have antibacterial activity
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against  Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa (17).

This antibacterial activity can be explained by the richness of Aristolochia
longa in bioactive compounds. Plants containing tannins, alkaloids, flavonoids and
glycosides have a broad spectrum of antimicrobial activity (4).

In this context, studies prove the biological activity of Aristolochia longa
extracts and their richness in bioactive compounds, demonstrating that they have
good antibacterial activity against Gram positive and Gram-negative bacteria (15).

Conclusion

The results show the richness of the various extracts of the aerial part of
Aristolochia longa in bioactive compounds including tannins, terpenoids,
mucilages, anthocyanins, alkaloids, cardiac glycosides, polyphenols and
flavonoids. The latter play also a major role in antioxidant activity with the inhibition
of pathogenic bacteria, which gives the possibility to use this plant as natural
medication for the treatment of various diseases related to oxidative stress and
indeed as effective natural antibictics against Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Bacillus subtilus and Micrococcus luteus.
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	Ils peuvent être classés en fonction du nombre et de la disposition de leurs atomes de carbone (Tableau N 01) et sont couramment conjugués aux sucres et aux acides organiques. Les composés phénoliques peuvent être classés en deux groupes : les flavono...
	Tableau N 01 : Principales classes de composes phénoliques (Macheix, 1996).
	II.1.1.1.  Flavonoïdes

	Ce sont des substances naturelles à structure phénolique variable constituées de quinze atomes de carbones avec deux cycles aromatiques reliés par un pont à trois atomes de carbones, se trouvant dans les fruits, les légumes, les céréales, l’écorce, le...
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	2. Tanins condensés : ou proanthocyanidols sont des polymères flavanique. Ils sont constitués d’unités de flavan3-ols liées entre elles par des liaisons carbones- carbones le plus souvent 4-8 ou 4-6 (Bruneton, 2009).
	II.1.2. Terpénoides

	Les terpénoides constituent une grande famille de phytoconstituants ayant peu de points communs fonctionnels et structurels. Les stéroïdes, les caroténoïdes et l'acide gibbérellique ne sont que quelques-uns de ses membres. Ils sont composés du groupe ...
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	Les glycosides sont des molécules très répondus dans la nature ; l’aglycone est la partie non sucrée de la molécule et peut être le méthanol, le glycérol, un phénol ou une base d’adénine (Botham et al., 2017).
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	Les glycosides cardiaques sont des métabolites secondaires des plantes disséminés dans plusieurs familles d'angiospermes non apparentés. Le précurseur immédiat des glycosides cardiaques est la progestérone (D6.4.5). Les deux atomes de carbone supplém...
	b) Saponines
	Les saponines sont des glycosides de poids moléculaire élevé, constitués de sucres liés à un triterpène ou à une aglycone stéroïde.  Ils peuvent être des stéroïdes glycosylés ou des stéroïdes, alcaloïdes glycosylés soit des hétérosides triterpéniques.
	La combinaison entre ce dernier hydrophobe et un glucide hydrophile confère aux saponosides des propriétés tensioactives ou de détergent qui lorsqu’ils sont agités avec l’eau produisent une mousse savonneuse (Hopkins,2003 ; Hostettmann et Marston, 200...
	Leurs effets sont très variables. Ils ont un goût amer et âcre et provoquent une fois ingérés d’importantes irritations gastriques. S’ils sont injectés dans le circuit sanguin, ils provoquent l’hémolyse des globules rouges (Hopkins, 2003).            ...
	III. Activités biologiques des plantes médicinales
	C’est l’orientation vers des substances naturelles pour minimiser, inhiber ou bien traiter plusieurs maladies liées à diverses causes soit alimentaires, soit chimique ou bien héréditaire.
	En outre, les nouvelles recherches s’intéressent à la réalisation des études qui confirment l’activité biologique des plantes médicinale et leurs extraits grâce à leur composition chimique et phytochimique dans l’amélioration des techniques de la séle...
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	C’est un état où les forces oxydatives dépassent le système antioxydant, soit par une production excessive des espèces réactives d’oxygène ou des radicaux libres, soit par une diminution des capacités antioxydantes, c’est le cas chez les personnes sou...
	Par conséquent, les espèces d’oxygènes actifs et les radicaux libres peuvent attaquer les molécules des membranes et les tissus biologiques, induisant plusieurs maladies. Néanmoins, ils agissent sur les cellules immunitaires responsables de la destruc...
	III.1.1.2. Radicaux libres

	Ce sont des molécules ou des fragments moléculaires contenant un ou plusieurs électrons non appariés en orbite atomique, ce qui augmente la réactivité chimique d’un atome ou une molécule (Halliwell et Guteridge, 1999).
	Les radicaux libres primaires jouent un rôle dans la physiologie ; l’anion superoxyde O2.- , le radical hydroxyl OH. et monoxyde d’azote NO ..  Les radicaux libres secondaires résultent des réactions des radicaux primaires sur les composés biochimique...
	III.1.1.3. Production des radicaux libres

	Les radicaux libres sont produits en quantité limité dans le corps humain, si cette quantité augmente, elle provoque un déséquilibre pro-oxydant/ antioxydant. Ce phénomène résulte grâce aux facteurs multiples externes tels que l’exposition aux rayons ...
	L’excès de production résulte de plusieurs processus enzymatiques par la génération d’ATP dans les mitochondries grâce à l’intervention des enzymes de la chaine respiratoire, la phagocytose, la synthèse des prostaglandines et la synthèse cytochrome P-...
	L’inflammation est une source très importante des radicaux oxygénés produits par les cellules phagocytaires activées siège d’un phénomène appelé explosion oxydatif par l’activation de complexe NADPH oxydase capable d’utiliser l’oxygène pour produire u...
	Figure N 01 : Déséquilibre pro-oxydant et les antioxydants (Favier, 2006 ; Islam et al., 2015).
	III.1.1.4.  Principales cibles des radicaux libres

	Ils existent trois modes d’oxydation d’un substrat par les radicaux libres (Durand, 2013) :
	1. Arrachement d’un électron.
	2. Arrachement d’un hydrogène sur un substrat organique RH.
	3. Addition sur double liaison.
	III.1.1.5.  Effets des radicaux libres

	L’excès des radicaux libres dans l’organisme peut entraine plusieurs dommages moléculaires, c’est le cas de la peroxydation des lipides, l’oxydation des protéines et les dommages de l’ADN.
	1. Dommages des protéines pouvant être modifiés par l’oxydation en trois façons
	 Modification oxydative d’acides aminés spécifiques à l’aide de clivage peptidique et la formation de réticulation protéique due à une réaction avec des produits de peroxydation lipidique.
	 Modification des protéines par l’augmentation de la sensibilité à la protéolyse enzymatique.
	 Dommage oxydatifs causés aux produits protéiques pouvant affecter l’activité enzymatique des récepteurs et le transport membranaire (Lobo, 2010).
	2. Dommages des lipides
	Les cibles majeures sont les acides gras polyinsaturés des membranes et initiées par la peroxydation lipidique. En effet, la diminution de la fluidité membranaire qui altère leurs propriétés et peut perturber les protéines liée à la membrane (Vidyarth...
	La peroxydation des lipidiques se traduit en deux formes :
	 Enzymatique grâce à la participation de cyclooxygénase et lipooxygénase dans l’oxydation des acides gras.
	 Non enzymatique impliquant les métaux de transition, l’oxygène, l’azote et d’autres espèces réactives (Morita et al., 2016).
	3. Dommage des acides nucléiques
	Les acides nucléiques sont des molécules biologiques très sensibles, instables chimiquement à l’hydrolyse, à la méthylation non enzymatique et l’oxydation. Les radicaux libres peuvent affecter l’ADN ou ARN en touchant la croissance fonctionnelle et la...
	III.1.1.6. Stress oxydatif et maladies humaines

	Les dommages moléculaires résultant du stress oxydatif à partir de l’oxydation des lipides, des protéines et des acides nucléiques peuvent provoquer ou participer dans plusieurs maladies neurodégénératives comme le Parkinson et l’Alzheimer. Ce dernier...
	Dans le cancer, le stress oxydatif participant par l’activation des pro-carcinogènes en carcinogènes, cause des lésions de l’ADN, amplifiant les signaux de prolifération et inhibant les antioncogènes comme la protéine p53 (Favier, 2006).
	Figue N 02: Effets nuisibles du stress oxydatif sur la santé humaine (Rahman et al., 2012; Islam et al., 2015 ).
	III.1.2.   Antioxydants

	Les antioxydants sont des agents chimiques ou biologiques capables de neutraliser l'action potentiellement dommageable de radicaux libres. Pour répondre aux attaques des radicaux libres, certaines défenses antioxydantes sont apparues. Leur fonction ...
	III.1.2.1. Mécanismes des antioxydants

	Le mécanisme comprend l’intervention de plusieurs lignes de défenses :
	 Première ligne : c’est une ligne de défense assurée par les antioxydants dite « Préventive » ; contrôler la formation des espèces réactives d’oxygène par la réduction, c’est le cas des peroxydes d’hydrogène et lipoperoxydes ou en séquestrant les ion...
	 Deuxième ligne : « capteurs » des espèces réactives d’oxygène avant qu’elles n’attaquent les molécules biologiques, assurés par les enzymes Glutathion peroxydase (GPx), la catalase (CAT) ou le Superoxyde Dismutase (SoD) ou par des composés phénoliqu...
	 Troisième ligne : consiste à réparer des dommages causés sur les molécules cibles ou éliminer les produits toxiques générer par l’attaque radicalaire (Durand, 2013).
	III.2. Activité antibactérienne
	III.2.1. Description de bactéries étudiées


	C’est une bactérie à Gram positif qui appartient au genre Staphylococcus, de la famille Staphylococcaceae. La différence entre le genre Staphylococcus et Micrococcus se traduit par leur métabolisme anaérobie facultatif. Les S. aureus sont capable de p...
	S. aureus provoque une gamme de maladies infectieuses ; les infections cutanées, la bactériémie, l'endocardite, la pneumonie et l'intoxication alimentaire (Le loir et Gantier, 2009;  Gnanamani et al., 2017).
	2. Micrococcus luteus
	C’est un groupe majeur de la flore bactérienne buccale humaine normale, sous forme de colonies jaunâtres et apparaît comme des cocci en tétrades à Gram positif, aérobie de la famille des Micrococcaceae. Il présente un pouvoir de virulence faible mais ...
	3. Enterococcus faecalis
	Ce sont des cocci à Gram-positif de la famille des Enterococcaceae à métabolisme anaérobie facultatif qui se trouvent sous forme commensale dans les voies gastro-intestinales des humains et des animaux et dans des sources environnementales comme l’ea...
	4. Bacillus subtilis et Bacillus cereus
	Le genre Bacillus comprend des bacilles à Gram-positif, aérobies ou anaérobies facultatives, mobiles, sporulés appartenant à la famille Bacillaceae. Leur développement est possible dans plusieurs niches telles que le sol, l’eau et les intestins (Earl ...
	Bacillus subtilis est une bactérie commensale de l'intestin humain et se trouve aussi dans la flore normale des animaux. Elle est capable de générer des infections nosocomiales dont la septicémie et la méningite (Saleh et al., 2014).
	Bacillus cereus est très fréquent dans les intoxications alimentaires. Les symptômes apparaissent dans un délai de 8-16h après la contamination et comprennent des crampes abdominales et des diarrhées aqueuses comme pour B. subtilus (Kotiranta et al., ...
	 Bactéries à Gram négatif
	1. Escherichia coli
	Escherichia coli est une bactérie unicellulaire capable de vivre dans des environnements différents ; dans le sol, l'eau et les organismes vivants, principalement les plantes, les humains et les animaux. Ce germe appartient de la famille des Enterococ...
	Ces bactéries sont pathogènes pour l’homme, généralement commensal mais dans des situations spécifiques, il peut provoquer diverses maladies humaines (Sussman, 1997; Denis, 2002;  Manning, 2010 ).
	2. Pseudomonas aeruginosa
	Pseudomonas aeruginosa ou bien bacille pyocyanique est un pathogène nosocomial, qui appartient à la famille Pseudomonadaceae.
	Il est à Gram négatif, ubiquitaire, aérobie strict, comprend des flagelles et des pilis qui aident la mobilité et l’adhésion à l’épithélium respiratoire.
	Il se trouve dans le sol, l’eau, les plantes, les animaux et les humains grâce à leur grande diversité métabolique permettant de prospérer dans une grande variété d'environnements et de sources de nutriments (Gales et al., 2001 ; Delarras, 2010; Franç...
	P. aeruginosa se développe bien à une température de 37   C et peut également supporter une large gamme de températures de 4  C à 42  C.  Certaines voies de virulence sont inactives à des températures inférieures à 30 C (Labauve et Wargo, 2012).
	III.2.2. Mécanisme d’activité antibactérienne des plantes médicinale

	Récemment plusieurs chercheurs s’orientent vers l’utilisation des plantes médicinales dans l’inhibition des bactéries pathogènes (Figure N 03).  Ces plantes interviennent par leurs métabolites secondaires qui sont des antibiotiques naturels de faibles...
	1. Phytoanticipines : sont des antibiotiques participent dans l’action inhibitrice microbienne.
	2. Phytoalexines : sont généralement des antioxydantes synthétisés de novo par les plantes en réponse à une infection microbienne (Mickymaray, 2019).
	Les composés phénoliques provoquent des perturbations de la paroi cellulaire entrainent des modifications de la perméabilité se conduit à une fuite de continue cellulaire ou une interférant avec les protéines membranaires par une modification de struc...
	En outre, les composés bioactifs provoquent des inhibitions de la construction de la paroi cellulaire, la réplication de matériel génétique microbienne, la formation de biofilm, la motilité d’attachement et la communication cellulaire (Öncül et Karabı...
	Figure N 03 : Mécanisme d’activité antibactérienne par les composés bioactifs                        (Mickymaray, 2019).
	III.3.  Activité antidiabétique
	III.3.1. Diabète


	Les aliments consommer sont transformés dans le corps en sucre appelé glucose dont le taux sanguin indique à son tour la sécrétion d'une hormone appelée insuline par les cellules des îlots du pancréas. Cette hormone régule le niveau de glucose dans le...
	Le diabète sucré est un problème de santé réel qui touche toute les catégories humaines et à n’importe quel àge, caractérisé par une hyperglycémie chronique accompagnée de perturbations du métabolisme des glucides, des lipides et des protéines résulta...
	Lorsqu'il est pleinement exprimé, le diabète se caractérise par une hyperglycémie à jeun, mais la maladie peut également être reconnue au cours de stades moins manifestes, le plus souvent par la présence d'une intolérance au glucose.
	Les effets du diabète sucré incluent des dommages à long terme, un dysfonctionnement et une défaillance de divers organes, en particulier des yeux, des reins, du cœur et des vaisseaux sanguins (Peter et al., 2005).
	III.3.2.  Classification

	1.Type 1: « insulino dépendant » caractérisé par le déficit en insuline résultant de la destruction progressive des cellules β du pancréas par le biais d'une réponse auto-immune. Il peut être à médiation immunitaire ou idiopathique (Engelgau et Geiss,...
	2. Type 2: «  insulino résistance » caractérisé par des états métaboliques allant de la résistance à l'insuline dominante avec un déficit relatif en insuline à un défaut principalement sécrétoire avec une résistance à l'insuline. Cela contribue à la d...
	3. Autres types spécifiques: incluent les anomalies génétiques de la fonction bêta-cellulaire, de l'action de l'insuline, les infections induites par des produits chimiques ou les médicaments, les maladies du pancréas exocrine, les endocrinopathies, l...
	4. Diabète gestationnel :  se développe pendant la grossesse, après sa résolution normale (Engelgau et Geiss, 2000).
	III.3.3.  Mécanisme du diabète

	Les aliments consommé sont convertis en glucose par le foie qui les libère par la suit dans le sang. A l’état normal, la glycémie est régulée par l’intervention de l’hormone insuline. Cette dernière est produite par le pancréas. Le glucose sort du san...
	En cas de diabète, la glycémie dans le sang ne peut pas se déplacer efficacement dans les cellules et par conséquence l’augmentaion du taux de la glycémie. Cela non seulement prive toutes les cellules qu’ont besoin du glucose pour se nourrir, mais nui...
	III.3.4.  Induction chimique du diabètes

	Le modèle expérimental le plus utilisé est un modèle chimio-induit chez le rat, auquel est injecté un diabétogène chimique.
	III.3.4.1. Alloxane

	L’alloxane (2,4,5,6-tetraoxypyrimidine; 2,4,5,6- pyrimidinetetrone) est une substance chimique induisant le diabète de type I, il est produit par oxydation de l’acide urique en acide nitrique.
	III.3.4.2. Mécanisme  du diabète par alloxane

	Une première phase après quelque minute d’injection d’alloxane provoque une  hypoglycémie transitoire pendant 30min, peut étre attribué à l’inhibition de phosphorylation du glucose par l’inhibition de la glucokinase, laquelle traduit par une augmentat...
	La deuxième phase a lieu 1h après l’injection, caractérisée par une augmentation du glucose et diminution de l’insuline dans le sang qui dure de 2h à 4h. Une fois l'absorption d'alloxane par les cellules bêta du pancréas atteint son maximum, sa toxici...
	La dernière phase de diabète chimio-induit est caractérisée par une phase hyperglycémique diabétique permanente qui a lieu entre 24 et 48 h après l'administration d'alloxan.
	En fin une dégranulation complète et une  perte d'intégrité structurelle des cellules bêta. Ces mutation irréversibles caractéristisent la mort cellulaire. (Ankur et Shahjad, 2012; Osasenaga  et al., 2017).
	III.3.5.  Activité antidiabétique des plantes médicinales

	L'activité antidiabétique des plantes médicinales dépend de plusieurs voies soit par une augmentation de la sécrétion pancréatique d'insuline et augmentation de la sensibilité à l'insuline, une inhibition de la production de glucose dans le foie et l...
	 Augmentation de la sécrétion pancréatique d'insuline et augmentation de la sensibilité à l'insuline
	Les médicaments qui ciblent le pancréas visent à augmenter la taille des bêta-îlots pancréatiques et le nombre de cellules capable d’encourage la production. En outre, la libération d'insuline à partir de granules stockés d'insuline implique la fermet...
	 Inhibition de la production de glucose dans le foie et l’augmentation de l'absorption de glucose dans les muscles et les tissus adipeux
	Le foie est l'organe le plus crucial pour la régulation de la glycémie grâce aux enzymes hépatique utilisent qui sont responsable à la glycolyse, la gluconéogenèse et métabolisme du glycogène.
	En plus du tissu hépatique, les muscles et les tissus adipeux répondent à l’insuline par l’amélioration de la sensibilité périphérique à l’insuline par des méthodes directes ou indirecte et augmentent le transporteur de glucose-4 (GLUT4) qu’est la cib...
	 Inhibition de l'absorption du glucose
	L'inhibition des enzymes digestives qui hydrolysent les polysaccharides et les disaccharides complexes en fragments plus petits de monosaccharides constitue une voie directe pour l'inhibition de leur écoulement dans le sang.
	Ces composants monomères peuvent être absorbés par la paroi intestinale dans le sang et absorbés par le foie, les muscles et les tissus adipeux (Singh, 2011).
	 Inhibition des complications liées au diabète
	Les complications inflammatoires du diabète résultent des dommages oxydatifs (Shanak et al., 2019). Pour atténuer les complications potentiellement dangereuses pour la santé du diabète, particulièrement la rétinopathie, la néphropathie et la neuropath...
	I.  Matériels et Méthodes
	I.1. Objectif de travail
	I.2.  Lieu du travail
	I.3. Matériel végétal

	Figure N 04 : (A) Feuilles et tiges d’Aristolochia longa ;(B) : feuilles et tiges de Salvia officinalis et (C) : grains de Lupinus albus.
	I.4. Analyses physicochimiques

	Certaines analyses physicochimiques telles que pH, cendres, humidité ont été réalisés sur les parties aériennes fraiches des plantes ; Salvia officinalis (S. officinalis), Aristolochia longa (A. longa) et sur les grains de lupinus albus (L. albus).
	I.4.1. pH
	I.4.2. Détermination de la teneur en eau

	Pour déterminer la quantité d’eau présente dans l’échantillon frais, on dépose 5g de plante fraiche en petits morceaux dans des creusets pesés préalablement puis l’on met le tout dans l’étuve à 105  C. Après 3h, ces creusets sont disposés dans un dess...
	TE = [(P1-P2)/P0] × 100
	Dont :
	TE: Teneur en eau (%).
	P0 : Poids de la prise d’essai (g).
	P1 : Poids du creuset plus échantillon avant étuvage (g).
	P2 : Poids du creuset plus échantillon après étuvage (g).
	I.4.3. Détermination du taux de cendres

	Le dosage des cendres permet de mesurer la partie inorganique obtenue après l’incinération à une température élevée de 550 à 600 C (JORADP N 35, 2013).
	Pour la détermination des cendres, on utilise des capsules de porcelaine, où l’en dépose 10 g de chaque plante en petite morceaux. L’incinération se fait dans un four à moufle à 600 C durant 5h afin d’obtenir une couleur grise, claire ou blanchâtre. L...
	Tc= 100- [(P2-P1/P0)× 100]
	Dont :
	Tc : Taux de cendre (%).
	P0 : Poids de la prise d’essai (g).
	P1: Poids des creusets vide (g).
	P2 : Poids des échantillons après l’incinération (g).
	I.5. Analyses biochimiques
	I.5.1. Détermination du taux des lipides


	Figure N 05: (A) Extracteur Soxhlet (B) Récupération du solvant par le rotavapor.
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	III. Toxicité et l’activité antidiabétique d’extrait éthanolique de S. officinalis
	III.1. Hébergement et suivi des animaux
	III.2.  Etude de la toxicité d’extrait éthanolique de S. officinalis
	III.1.  Activité antidiabétique d’extrait éthanolique de S. officinalis

	Figure N 14: Organigramme d’activité antidiabétique d’extrait éthanolique de la sauge.                                                                                                            Avec : GT- : groupe des rats témoins négatifs, GDS : grou...
	IV. Etude statistiques
	L’ensemble des résultats sont présentés sous forme de moyenne ± écarte type. L’évaluation statistique des données a été réalisée en utilisant le logiciel STATISTICA (version 8.0.725.0) via ANOVA à un facteur suivi par le test LSD.
	Une valeur de P≤ 0,05 a été retenue comme seuil de signification ; P≤ 0,01 comme très significatif et P ≤ 0,001 indique une différence hautement significative.
	I.  Analyses physicochimiques
	Les résultats physicochimiques sont présentés dans la figure N 15 ; N 16. Le dosage du pH, d’humidité et des cendres a été effectués sur la plante fraiche pour S. officinalis et A. longa et sur les grains de L. albus. Les autres tests : dosage des li...
	Il en ressort que A. longa est la plus acide avec une richesse en eau, en sucres réducteurs et en protéines (2,99± 0,15% ; 68,66± 13,31% ; 12,19± 1,58 % ; 1,91± 0,02 mg/ml) suivie par S. officinalis (7,38± 0,05% ; 76± 2 % ; 1,89± 0,84 et 0,53± 0,01mg/...
	Pour les cendres et les lipides, S. officinalis expose un taux plus élevé qu’A. longa et L. albus de (3,16± 0,15 % et 8%) ; (5± 0,1 % et 4%) et (2± 0,65 % et 7,1%) respectivement.
	Figure N 15 : (A) Capsules de porcelaine pour la détermination de taux des cendres, (B) Série de dilution pour le dosage des protéines de S. officinalis.
	En 2017, Benabdesslem et al., ont réalisé une étude dans laquelle ils expliquent que la valeur de pH est liée à la richesse des plantes vertes en chlorophylle. En parallèle, ils montrent qu’une faible teneur en eau assure une bonne conservation et une...
	Des études antérieures montrent que la différence entre les propriétés physicochimiques pH, l’humidité, les cendres, les lipides et les protéines peut être influencées par divers facteurs dont l’espèce, l’âge de la plante, le stade de maturation, le t...
	II.  Analyses phytochimiques
	II.1. Rendement des extraits

	Les rendements en différents extraits de S. officinalis, A. longa et L. albus sont représentés dans la figure N 17.
	Cependant, les extraits de S. officinalis présentent un rendement hautement significatif (P≤ 0,001) en extrait éthanolique et méthanolique par rapport au l’extrait aqueux (38± 4 et 34,66 ± 2, 08 vs 21± 5,29 %) respectivement.
	Ces résultats concordent avec ceux obtenus par VeliĉKović et al., 2011; qu’ont montré que l’extrait éthanolique à 70% présente un taux élevé en résidu sec au contraire l’extrait méthanolique de la même concentration.
	L’extrait aqueux est rapporté d’avoir un faible rendement que l’extrait acide de deux espèces de Salvia ; S. officinalis et S. sclarea (Dellavalle et al., 2011).
	Par contre ces valeurs sont faibles par rapport à celles obtenues par Alimpic Ana et al., (2014) où l’extrait éthanolique (96%) de S. amplexicaulis a un rendement plus élevé que le méthanolique (96%) mais avec des taux faibles de (13,18 et 8,78%) ; (1...
	Plusieurs travaux révèlent que la diversification de rendement entre les extraits de S. officinalis peut être influencée par plusieurs paramètres parmi lesquelles ; l’origine végétale, la saison de récolte, les conditions et les méthodes d’extraction ...
	Les extraits d’A. longa révèlent une augmentation significative avec un p≤ 0,05 d’extrait éthanolique avec l’extrait aqueux a une valeur de (50,66± 3,7 vs 35± 8,71%) et non significative avec l’extrait méthanolique de 46,66± 8,96 %.
	Ces résultats montrent la richesse d’extrait éthanolique en comparaison avec l’extrait méthanolique et aqueux en concordance avec les travaux de Roopalatha et Nair (2013). Montrent que l’extrait éthanolique est considéré comme un excellent solvant d’e...
	A cet effet, on peut expliquer les résultats acquis par la composition chimique de la plante ainsi que le temps d’extraction, la température, le volume et la polarité du solvant utilisé (Metrouh–Amir et al., 2015 ; Merouani et al., 2017).
	Par ailleurs, aucune différence significative n’est observée entre les extraits éthanolique, méthanolique et aqueux de L. albus (43,66± 3,78; 40±8,88 et 26 %)   respectivement.
	Ces résultats sont supérieurs à ceux de Buszewski et al., (2019), où le rendement en extrait éthanolique à 96% de L. luteus était de 3,25%.
	Figure N 17: Rendement des extraits méthanoliques, éthanoliques et aqueux pour S. officinalis, A .Longa  et L. Albus.                                                                                                                              (Les rés...
	Une augmentation du rendement est notée chez l’extrait éthanolique (80%) pour toutes les plantes par rapport à l’extrait méthanolique (80%) et aqueux. Cette augmentation peut être attribuée à la méthode d’extraction et la concentration du solvant, en ...
	Le rendement fort de l’extrait hydro-éthanolique et hydro- méthanolique est dû à la polarité du solvant ainsi que la combinaison de solvant organique et l’eau permet une extraction des composés solubles (Do  et al., 2013 ; Safdar et al., 2016).
	L’évolution d’extraction peut être liée à d’autres facteurs dont l’origine géographique, la qualité, l’âge de la plante, le climat et la composition du sol (Derbal et  Niar, 2019).
	II.2.  Screening phytochimique

	Le screening phytochimique cible la présence des molécules actives dans les plantes et montre la capacité de chaque solvant d’extraire un grand nombre de constituants actifs pour chaque plante (Tableau N 02). La présence et l’absence des molécules bio...
	Le dépistage phytochimique de S. officinalis révèle une richesse en tanins, flavonoïdes, alcaloïdes et glycosides cardiaques des deux extraits méthanolique (80%) et éthanolique (80%), d'autre part leur extrait aqueux est riche en mucilages et terpénoi...
	Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par El Ouali et al., (2016). Ces derniers confirment la richesse d’extrait éthanolique de S. officinalis en flavonoïdes, tanins, glycosides, mucilages. En 2019, Khare et al., indiquent la présence de glyc...
	Les travaux de kadhim et al., (2016) ; révèlent que l’extrait aqueux de S. officinalis est riche en composés bioactifs ; tanins, alcaloïdes, flavonoïdes, glycosides cardiaques, stéroïdes et saponines.
	Les analyses phytochimiques d’A. Longa obtenues indiquent la présence des flavonoides et les glycosides cardiaques dans les trois extraits (éthanolique, méthanolique et aqueux) par contre les tanins et les alcaloïdes que dans l’extraits éthanolique et...
	Ces résultats sont similaires avec plusieurs études. Ces derniers ne déclarent que le dépistage phytochimique d’extrait aqueux d’A. longa a révélé la présence de polyphénols, flavonoïdes et de saponines et l’absence des alcaloïdes (Benarba et al., 201...
	D’autre part, des chercheurs ont publié que le criblage phytochimique d’extrait méthanolique A. bracteata révèle la présence des alcaloïdes, les flavonoïdes, glycosides cardiaques ainsi les tanins et autre composés tel que hydrates de carbone, protéin...
	Dépistage phytochimique de L. Albus montre que leur extrait éthanolique et méthanolique caractérise la présence des flavonoides, les alcaloïdes et les glycosides cardiaques et des terpénoides, mucilages et saponosides pour l’extrait aqueux.
	II.3.  Dosage des polyphénols

	Figure N 18:   Taux des polyphénols des extraits de S. officinalis.                                                (Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes ± SEM avec n=3)                                                                 ...
	Figure N 19 : Teneur des extraits d’A. longa en polyphénols.                                                    (Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes ± SEM avec n=3)                                                                    ...
	Figure N 20 : Résultats des polyphénols des extraits de L. albus.                                                         (Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes ± SEM avec n=3)                                                          ...
	En outre, d’autres ne publient que la teneur en polyphénols et en tanins variés selon l’espèce de lupinus. Selon leurs résultats approuvent que l’extrait éthanolique à 80% de L. albus plus riches que L. luteus et L. angustifolius. Ils ont évoqué que c...
	De leurs parts, Khan et al., 2015, réaffirment que lupinus est une plante riche en composés phénolique par une étude réalisée sur toutes les parties soit la tige, les feuilles, les racines et les grains de lupinus, ont montré que la variation de conce...
	II.4. Dosage des flavonoïdes

	Figure N 21 : Taux des flavonoïdes de S. officinalis.                                                                                          (Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes ± SEM avec n=3)                                     ...
	Figure N 22 : Dosage de flavonoides des différents extraits d’A. longa.                                                  ((Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes ± SEM avec n=3)                                                          ...
	Figure N 23 : Teneur de L. albus en flavonoides.                                                                                                 (Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes ± SEM avec n=3)                                   ...
	II.5. Activité antioxydante « DPPH »

	Activité antioxydante explique l’activité biologique des plantes médicinales et leur moyen d’intervention dans le traitement de diverses maladies liées au stress oxydatif. On peut classer le pouvoir antioxydant selon la concentration minimale causant ...
	Les résultats obtenus d’après l’évolution d’activité antioxydante (Figure N 24),  démontrent que l’extrait éthanolique de Salvia présente une capacité antioxydante hautement significative p≤ 0,001 versus l’extrait méthanolique et aqueux avec une IC50 ...
	Ces résultats sont corrélés par les travaux de Rasmy et al., (2012). Ces derniers révèlent que l’extrait éthanolique à 80%, l’aqueux et l’huile essentiel de S. officinalis présente un pouvoir de piégeage des radicaux libre de DPPH avec IC50 de 0,001mg...
	De leur côté, Doletić- Laušević et al., (2016) réalisent une étude comparative entre les extraits éthanolique, acétate, chloroforme, dichlorométhane de S. officinalis où prouvent la forte capacité d’inhibition des radicaux par l’extrait éthanolique su...
	Par contre, les travaux effectués par Mekhaldi et al., (2014) sur l’extrait méthanolique de S. officinalis prouvent aussi leur capacité inhibitrice avec une IC50 de 0,275 et 0,62 mg/ml pour l’huile essentielle. Les extraits méthanolique (70%), chlorof...
	D'autre part, chez Aristolochia (p≤ 0,001), l’extrait méthanolique est de 0,44 ± 0,005 mg/ml contre 0,86 ±0,005 et 0,99 ±0,05 mg/ml pour l’extrait éthanolique et aqueux respectivement.
	Merouani et al., (2017), ont réalisé des dosages d’activité antioxydante sur les extraits de la partie aérienne d’A. longa et ont montré le fort pouvoir d’inhibition d’extrait méthanolique (80%) suivi par l’aqueux puis l’acétone (0,55 ; 0,157 et 0,182...
	Même l’extrait éthanolique à 80% d’A. pierrei est capable de piéger les radicaux libres à une concentration de 0,453 mg/ml (Tuekaew et al., 2014).
	En revanche, lupinus présente un pouvoir d’inhibition hautement significatif entre l’extrait éthanolique et aqueux vis-à-vis de l’extrait méthanolique (0,86± 0,01 et 1,67± 0,04 vs 4,34± 0,19 mg/ml) respectivement. Cependant, aucune différence signific...
	Ces valeurs sont confirmées récemment par les travaux de Buszewski et al., (2019).  Les résultats de ces derniers révèlent le pouvoir antioxydant d’extrait éthanolique (70%) de L. luteus avec un taux d’inhibition de DPPH de 83,6%.
	D’autres travaux réalisés sur des variétés différentes de L. albus ont montré une diversification de la capacité d’inhibition des radicaux libres de chaque variété avec 3,98 ; 4,77 ; 7,22 et 9,70 mg/ml pour Vladimir, Bozkir, Desdegin et Ilmen respecti...
	Les résultats d’activité antioxydant acquis d’après les extraits éthanoliques, méthanoliques et aqueux de S. officinalis, A. longa et L. albus révèlent que l’extrait éthanolique de S. officinalis (0,106 mg/ml) présente une activité un peu mieux que ce...
	Selon les valeurs obtenues, une différence entre la capacité d’inhibition selon le solvant utilisé a été observée. Par conséquence, l’extrait éthanolique fournit une grande capacité de piégeage des radicaux libres. Cette dernière peut être traduite pa...
	En outre, la qualité d’extraction est liée à plusieurs paramètres dont la polarité des solvants appliqués dans l’extraction, la technique de séparation où les solvants organiques sont plus efficaces que l’eau à cause de leur capacité d’extraction des ...
	III. Activité antibactérienne
	III.1. Évaluation de l'activité antibactérienne des extraits des plantes étudiées

	L’activité antibactérienne contre des bactéries à Gram négatif et positif des trois extraits des plantes Salvia, Aristolochia et lupinus à l’aide de la méthode de diffusion des disques par la détermination de zone d’inhibition (Tableau N 03; Annexe VI).
	L’activité antibactérienne de Salvia est maximale avec l’extrait éthanolique et méthanolique contre S. aureus, E. coli, M. luteus, B. subtilus, B. cereus, E. faecalis et P. aeruginosa avec (13,63 ±0,55 ; 13,80±1,53 ; 16,51± 2,36; 26,62 ±2,97 ; 10,66± ...
	Par contre l’extrait aqueux est de faible activité et ne réagit que contre B. cereus (9,02± 0,95 mm) et P. aeruginosa (9,11 ±0,83 mm). En parallèle, l’activité du témoin positive « l’antibiotique   Amikacine à 30µg » signale un grand pouvoir d’inhibit...
	Figure N 25 : Activité antibactérienne de S. officinalis.                                                       AK : Antibiotique Amikacine (30 µg).
	Figure N 26 : Activité antibactérienne d’A. longa.
	Lupinus présente une activité antibactérienne très faible par rapport aux autres, le maximum est remarqué contre S. aureus, E. coli et M. luteus par une zone d’inhibition (12,07 ±0,2 et 9± 1,2 mm) ; (10,83± 1,04 et 8,21± 1,1 mm) et (13,39± 4,85 mm) d’...
	Cette zone pour B. cereus, E. faecalis et P. aeruginosa est de 8,66± 1,15 ; 9,90 ±1,43 et 10,91± 1,01 mm pour l’extrait éthanolique, 7,85± 0,28 ; 8,03 ±0,74 et 8,92±0,81 mm pour l’extrait méthanolique et 9,38±0,53 ; 9,21 ±0,4 et 8,78±0,91 mm pour l’e...
	Figure N 28: Activité antibactérienne de L. albus.
	Tableau N 03 : Activité antibactérienne des extraits méthanolique, éthanolique et aqueux de Salvia, Aristolochia et Lupinus.
	Zones d’inhibition en mm
	On peut expliquer le pouvoir d’inhibition des bactéries à l’aide des extraits des plantes par l’effet de leurs métabolites secondaires. Plusieurs travaux ont révélé que les alcaloïdes, flavonoïdes, saponines, tanins, glycosides cardiaques et terpénoid...
	III.2. Concentration minimal inhibitrice (CMI)

	Les concentrations minimales inhibitrices des extraits éthanoliques, méthanoliques et aqueux des plantes S. officinalis, A. longa et L. albus contre les bactéries S. aureus, E. coli, B. subtilus, B. cereus, M. luteus, P. aeruginosa et E. faecalis ont ...
	Figure N 29 : (A) : CMI par la méthode de macrodilution, (B) : Ensemencement des tubes qu’ont absence de trouble.
	L’extrait méthanolique de S. officinalis présente une valeur de CMI de 5mg/ml vis-à-vis S. aureus, E. coli, M. luteus, B. cereus et P. aeruginosa, et de 20mg/ml pour B. subtilus alors que pour E. faecalis, elle est de 0,625 mg/ml.
	Par contre, l’extrait éthanolique a une CMI=20 mg/ml pour M. luteus, B. subtilus, 5mg/ml contre S. aureus, P. aeruginosa et de 2,5 ; 10 et 0,625 mg/ml pour E. coli, B. cereus et E. faecalis respectivement.  Celle de l’extrait aqueux est de 20mg/ml po...
	Nos résultats sont en discordance par rapport à ceux obtenus par Daoud et al., (2015) qui montrent que l’extrait éthanolique de S. officinalis fournit une CMI de 25mg/ml contre S. aureus et B. subtilus.
	En 2010, Ali et Aboud, réalisent une étude de l’activité antibactérienne des extraits de S. officinalis sur E. coli, E. faecalis et S. aureus et trouvent une CMI variable de 25-50 mg/ml pour l’extrait méthanolique et de 25-100 mg/ml pour l’extrait aq...
	Pour les extraits d’A. longa les résultats de CMI d’extrait méthanolique sont variables : 20 ; 10 ; 5 ; 2,5 mg/ml sur (M. luteus), (B. cereus et P. aeruginosa) ; (E. coli, S. aureus et B. subtilus) et (E. faecalis).  Extrait éthanolique est de 5 mg/m...
	Ce résultat différent de ceux obtenus par Merouani et al., (2017) où l’activité antibactérienne par CMI d’extrait aqueux de la partie aérienne et méthanolique du fruit d’A. longa était de 50 mg/ml et 12,5 mg/ml pour P. aeruginosa et S. aureus respect...
	Activité antibactérienne d’extrait éthanolique des racines d’A. bodamae a fait l’objet d’étude réalisé par Ozen et al.,  2019. Effectivement, leur extrait fournit une CMI vis-à-vis E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis (0,256 mg/ml), S. aureus et B. ce...
	En fin, concernant les résultats obtenus par les extraits de L. albus une CMI de 20 mg/ml (S. aureus, B. cereus) ; 10mg/ml (E. coli, M. luteus, B. subtilus et E. faecalis) ; 5mg/ml (P. aeruginosa) pour l’extrait éthanolique.
	Une CMI de 20 mg/ml (E. coli, S. aureus, M. luteus, B. subtilus, B. cereus et E. faecalis) ; 5mg/ml (P. aeruginosa) pour l’extrait méthanolique et pour l’extrait aqueux présente des valeurs de 10 mg/ml et 5mg/ml (E. coli, M. luteus, B. subtilus et E....
	Cette propriété antibactérienne de L. albus peut être due à la présence des alcaloïdes dans leurs extraits. Cette proposition est confirmée par les travaux de Remeo et al., 2018. Réalisent une évaluation antibactérienne par les extraits d’alcaloïdes ...
	Ceci s’éclaircir par les travaux de Erdemoglu et al., 2009, qu’ont annoncé l’effet antibactérien d’extrait d’alcaloïdes de la partie aérienne d’une plante appartient des fabaceae  sur E. coli, P. aeruginosa, B. subtilus et S. aureus par une CMI d’ord...
	Tableau N 04 : Concentration minimale inhibitrice des extraits des plantes Salvia, Aristolochia et Lupinus.
	*CMI en mg/ml.  *ND : Nom Déterminé.
	IV. Activité Antidiabétique
	Dans cette partie l'extrait éthanolique de S. officinalis est sélectionné pour examiner leur toxicité et l’activité antidiabétique.   On se basant dans le choix sur les résultats obtenus dans la partie in vitro dont le dépistage phytochimique, dosage ...
	D’autre part, le solvant hydro-éthanolique assure la sécurité environnementale, la moins toxicité et le coût faible en comparaison avec méthanol ceci est confirmé par les travaux de Jokić et al., (2010).
	IV.1. Test de toxicité

	Figure N 30: Evolution du poids corporelle durant 4 semaines d’études.
	(Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes ± SEM avec n=4)
	GT- : groupe des rats témoins négatifs, GTES : groupe des rats ayant reçus l’extrait éthanolique de S. officinalis.
	En parallèle, le groupe des rats témoins négatifs GT- ingéré environ de 248,51± 10,09 g par semaine et de 210,88± 35,26 g/ semaine pour le groupe GTES.  Dont laquelle aucune différence significative signalée (Figure N 31).
	Figure N 31: Prise alimentaire des rats durant les 4 semaines d’expérimentation.
	(Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes ± SEM avec n=4)
	GT- : groupe des rats témoins négatifs, GTES : groupe des rats ayant reçus l’extrait éthanolique de S. officinalis.
	En revanche, les analyses du sang (Figure N 32), montrent une diminution hautement significative avec p ≤ 0,001 de GTES vs GT- pour la glycémie et le cholestérol (69,75 ± 17,63 vs 111± 8,04 mg/dl) et (20,25 ±13,91 vs 61 ± 11 mg/dl).
	On peut expliquer cette réduction par l’effet hypoglycémique et   hypocholestérolémiants d’extrait éthanolique de S. officinalis (Alarcon- aguilar et al., 2002).
	Par contre aucune différence significative observée pour l’urée, la créatinine, les triglycérides, TGO et TGP d’ordre (56± 26 mg/dl; 9,31±2,60 mg/dl ; 70± 5mg/dl ; 145,68 ±41,85 UI/l et 54,05 ± 15,91UI/l) et (43 ± 3 mg/dl ; 10,34±0,92 mg/l; 79± 21mg/d...
	Figure N 32: Représente les résultats de bilan des analyses après le sacrifice.                                                                                                     (Glycémie, Urée, Cholestérol et triglycérides en mg/dl. Créatinine en m...
	Ces résultats sont similaires à ceux obtenus par l’étude de Li et al., 2010. Confirment la non toxicité d’extrait éthanolique de S. przewalskii Maxim.  Tandis que l’administration d’extrait aqueux de S. scutellarioides à une dose de 2000 mg/kg ne prov...
	En 2014 ; Gebru et al., montrent que l’observation des souris pendant les 24h jusqu’à 14 j après l’administration d’extrait méthanolique de la partie aérienne de  S. tiliifolia à une dose 2000mg/kg ne fournit aucun signe de toxicité parmi laquelle la ...
	A la lumière de ces résultats on conclue que l’administration d’extrait éthanolique de S. officinalis à une dose de 2000mg/kg de poids corporelle ne déclare aucun avertisseurs de toxicité (changement de comportement, perte d’appétit, l’agitation, des ...
	IV.2.  Activité antidiabétique
	IV.2.1. Hypoglycémie et l’évolution du poids


	Figure N 33 : Evolution du poids au cours de l’étude d’activité antidiabétique pendant 07 semaines.                                                                                                                              ...
	Nos résultats de suivi du poids révèlent une diminution de poids chez les rats traités par l’alloxane. Ces résultats sont corroborés à ceux obtenus par les travaux de Ewenighi et al., 2018. Ces dernières montrent que le traitement des rats par l’allox...
	Autres études suggèrent que la réduction de poids chez les rats diabétiques peut être liée à l’ensemble de processus de dégradation des graisses du tissu adipeux, des protéines structurelles et des acides aminés dans les tissus musculaires (Oyedemi et...
	En parallèle, nos résultats présentent une augmentation légère de poids chez les rats qu'ont reçu l’extrait éthanolique de S. officinalis. Ceci confirme par Eidi et al., 2011.  Montrent l’effet protecteur d’extrait éthanolique de S. verticillata contr...
	IV.2.2.  Nourriture ingérée des différents groupes expérimentaux

	Nos résultats révèlent une augmentation hautement significative (p ≤ 0,001) de groupe des rats diabétiques sans traitement (GDS) vis-à-vis le groupe des rats diabétiques sous traitement de Glibenclamide (GDGL) et le groupe des rats ayant reçus l’extra...
	Ces résultats indiquent que le diabète conduit à une appétit excessive cela confirme par plusieurs travaux. Montrent que le diabète chimio-induit provoque une augmentation de la nourriture ingérée (Akbarzadeh et al., 2007; Fernandes et al., 2009 ; Got...
	En 2013, Oliveira et al., expliquent l’augmentation de la nourriture ingérée chez les rats diabétiques par l’incapacité de cellules à utiliser le glucose comme source énergétique et à leur perte excessive dans les urines.
	Par ailleurs, Marcelo et al., 2017 révèlent que la consommation exagérée d’alimentation chez les diabétiques due au dysfonctionnement physiologique de diabète en raison de la perte d’une quantité de glucose dans les urines. Cela qui prive le corps d’u...
	Figure N 34 : Quantité d’aliment ingéré pour les différents groupes au cours d’expérimentation.                                                                                                                                             (Les résultats ...
	IV.2.3.  Impact d’extrait éthanolique de la sauge sur la glycémie et le bilan   sanguin

	Selon les résultats obtenus une hyperglycémie hautement significative p ≤ 0,001 a été remarquée entre le groupe des rats diabétiques sans traitement (GDS) et groupe des rats diabétique sous traitement de Glibenclamide (GDGL) contre le groupe des rats ...
	Figure N  35: Evolution de la glycémie pendant les 07 semaines.                                                                   (Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes ± SEM avec n=4).                                                 ...
	Autre part, une augmentation hautement significative (p ≤ 0,001) des teneurs d’urée observée chez les rats de groupe GDS (121± 21 mg/dl), GDGL (143± 45 mg/dl) en comparaison avec le groupe témoin GT- (43 ± 3 mg/dl) et une diminution significative (p ≤...
	Autrement, la créatinine signale une augmentation hautement significative a été observée chez les rats de groupes GDS (18,60± 0,91 mg/l), GDGL (18,83± 1,26mg/l) avec le groupe témoin GT- (10,45± 0,90 mg/l) et décroissement très significative (p ≤ 0,01...
	De même, les résultats de bilan lipidique révèlent une croissance hautement significative de la teneur en cholestérol chez les rats de groupes GDS, GDGL vs GT- et le groupe GDES avec une diminution significative contre le groupe GDGL. Dont (97±10 et 1...
	En revanche, les résultats de taux Transaminases Glutamate Oxaloacétate (TGO) exposent des variations non significatives entre les groupes GT- ; GDS ; GDGL et GDES d’ordre 100,19±37,86 ; 161,6±40,04 ; 162,85±38,17 et 145,16±57,94 UI/l.
	Par contre, la Transaminase Glutamate Pyruvate (TGP) signale une augmentation hautement significative de GDS ; GDGL et GDES en comparaison avec le témoin GT- (50,15±11,51 vs 81,76±7,40 ; 89,26±5,26 et 76,47±10,96 UI/l) respectivement.
	Figure N  36: Représente le  bilan sanguin des rats d’expérimentation d’activité antidiabétique.                                                                                                                              (Urée, Cholestérol et triglyc...
	Au cour de notre étude une augmentation de la glycémie, l’urée, la créatinine, le cholestérol, les triglycérides, TGO et TGP chez les rats diabétiques à été détectée.  On suggère que cette aggravation suite à l’administration du diabétogène alloxane (...
	Alloxane considère comme un produit chimique sous forme d’un analogue toxique de glucose cible la destruction des cellules productrices de l’insuline par l’application d’un stress oxydative, se qui induit aussi des dommages des lipides, glucides et le...
	En parallèle, des études antérieures montrent qu’une forte concentration d’urée et de la créatinine chez les rats diabétiques indique un dysfonctionnement rénal due à une forte dégradation des protéines (Marella et al., 2015 ; Mirmohammadlu et al., 20...
	Cependant, l’hypercholestérolémie chez les diabétiques due à un renforcement de la mobilisation des acides gras libèrent des dépôts périphériques sous un mécanisme non inhibiteur des hormones lypolytiques dans la carence ou absence d’insuline. Ce dern...
	Au même temps, l’augmentation de la concentration des enzymes sériques (TGO et TGP) dans le sérum des diabétiques peut être s’expliquer par une dégradation exagérée des protéines se qui conduit à une accumulation des acides aminées dans le sérum. Ceci...
	En 2006, Sharma et al., expliquent le pouvoir producteur des radicaux libres par hyperglycémie.  Autre étude montre que le stress oxydatif fournit par hyperglycémie peut entraine des perturbations du métabolisme des protéines, lipides et des glucides ...
	Mansouri et al., 2014, expliquent l’hyperglycémie et l’élévation de taux hépatique chez les rats diabétiques par l’insuffisance ou l’absence d’insuline excrétée dans le sang et la libération des enzymes hépatique.
	Nos résultats sont parfaitement en accord avec les travaux d’Eidi et al., 2005; 2009 ; 2011. Ces derniers montrent que l’administration d’extrait éthanolique (80%), méthanolique de S. officinalis et l’extrait éthanolique de S. Verticillata causent une...
	Au contraire le Glibenclamide n’a pas un effet   hypoglycémique au cours de notre étude en suggère que ce médicament n’est pas fiable dans le cas d’une hyperglycémie sévère.
	En 2015, Khashan et Al- khefaji ont exposé que l’extrait aqueux et éthanolique de la sauge à une dose de 100mg/kg administré d’une période de 14 jours capable d’entrer une réduction significative des taux de la glycémie, le cholestérol et le triglycé...
	Par contre, nos résultats sont en discordance par rapport les études de Hajzadeh et al., 2011, présentent que le traitement des rats diabétiques par l’extrait éthanolique et l’aqueux de S. officinalis à une dose de 430mg/kg ne présente aucun pouvoir h...
	Par ailleurs, plusieurs travaux confirment que la consommation de thé de la sauge entraine une réduction de la glycémie, le cholestérol (Bassil et al., 2015; Ghowsi et al., 2019 ).  Il est connu que S. officinalis possède des propriétés pharmacologiqu...
	Cependant, on peut expliquer le pouvoir hypoglycémie d’extrait éthanolique de S. officinalis par leur richesse en composés bioactifs qui s’intervienne par plusieurs mécanismes parmi lesquels l’accélération des cellules β- pancréatique  qui conduit à l...
	Le dépistage phytochimique de notre étude confirme la richesse d’extrait éthanolique de S. officinalis en composés bioactifs. Ceux-ci connus par leur effet antidiabétique le cas des polyphénols, des flavonoides, des tanins et des alcaloïdes.  En outre...
	Les flavonoides affectent la glycémie, où ils agissent directement sur les cellules β- pancréatique par leur régénération et prévention de la destruction entraine une augmentation de la sécrétion d’insuline ou indirectement par l’inhibition de α- gluc...
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