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Résumé

Chamaerops humilis est une plante médicinale appartenant a la famille des Arecaceae, connue
sous le nom du palmier nain ou palmier doum. Elle est largement répandue dans la région
méditerranéenne occidentale et centrale, et tres utilisée en médecine traditionnelle pour ses
nombreuses vertus thérapeutiques. L’objectif de cette étude est basé sur 1’évaluation in vitro de
I’activité antioxydante et antidiabétique des extraits des feuilles de Chamaerops humilis prépares
par décoction dans le mélange eau-méthanol (v/v : 30/70) et ces fraction acétate d’éthyle et n-
butanol, ainsi que 1’extrait eau-méthanol (v/v : 30/70) préparé par macération.

Le screening phytochimique a montré la richesse des quatre extraits en polyphénols, flavonoides,
composés réducteurs, saponines, quinones libres. Tandis que le dosage des composés phénoliques
a révélé un taux élevé en flavonoides, en polyphénols et en tanins condensés dans la fraction
acétate d’éthyle avec des valeurs de I’ordre de 467,52 pg EC/mg E, 117,56 ng EAG/mg E et
114,22 ug EC/mg E, respectivement.

L’activité antioxydante a été évaluée par la méthode de piégeage du radical libre DPPH et la
méthode de FRAP, dont la fraction acétate d’éthyle a assuré 1’activité antioxydante la plus
puissante par rapport aux autres extraits avec les valeurs de ICso et de ECso suivantes, 8,36 et
52,31ug/mL, respectivement. Cette activité reste faible par rapport a I’effet de I’acide ascorbique
qui a enregistré une valeur 1Cso et ECso de 0,39 et 17,51 pg/mL respectivement, le BHA arrive a
une ECso de 24,19 pg/mL.

Concernant 1’activité antidiabétique évaluée in vitro par le test d’inhibition de 1’activité de 1’a-
amylase et le test d’adsorption au glucose. Les résultats obtenus ont montré que les fraction
acétate d’éthyle et n-butanol présentent un effet inhibiteur de I’a-amylase tres intéressant avec
des valeurs de 1Cso trés importantes 8,62 et 12,48 pug/mL, qui sont proches de celle obtenue pour
I’acarbose 6,22pg/mL. Alors que, ’ensemble des extraits ont montré un faible effet sur
I’adsorption au glucose, contrairement a 1’acide gallique qui a présenté un effet adsorbant tres
élevé.

Mots-clés : Chamaerops humilis L, composés phénoliques, DPPH, FRAP, a-amylase, capacité

d’adsorption au glucose.



Abstract

Chamaerops humilis is a medicinal plant belonging to the Arecaceae family. This species, known
as dwarf palm or doum palm, is widely distributed in the western and central Mediterranean
region. It is widely used in traditional medicine for its many therapeutic properties. The aim of
this study was to carry out a phytochemical analysis and evaluate the antioxidant and antidiabetic
activity of extracts of Chamaerops humilis Leaves prepared by decoction for 1 h in a water-
methanol mixture (v/v:30/70) and by maceration for 24 h in a water-methanol mixture
(v/v:30/70).

Phytochemical screening showed that the four extracts were riche in polyphenols, flavonoids,
reducing compounds, saponins and free quinons. While the determination of phenolic compounds
revealed a high levels of flavonoids, polyphenols and condensed tannins in the ethyl acetate
extract, with values of 467.52 pg EC/mg E, 117.56 pg EAG/mg E and 114.22 pg EC/mg E,

respectively.

Antioxidant activity was assessed by the DPPH free radical scavenging method and the FRAP
method, with the ethyl acetate fraction providing the most potent antioxidant activity compared to
the other extracts with the following 1Cso and ECso values, 8.36 and 52.31ug/mL, respectively.
This activity remains low compared with the effect of ascorbic acid, which recorded an 1Csg and
ECso value of 0.39 and 17.51 pg/mL respectively, while BHA achieved an ECso of 24.19 pg/mL.

Concerning the anti-diabetic activity assessed in vitro by the a-amylase activity inhibition test
and the glucose adsorption test. The results obtained showed that the ethyl acetate and n-butanol
fractions have a very interesting a-amylase inhibitory effect, with very high 1C50 values of 8.62
and 12.48 pg/mL, which are close to that obtained for acarbose at 6.22pug/mL. Whereas, all the
extracts showed a weak effect on glucose adsorption, unlike gallic acid which showed a very high

adsorbing effect.

Keywords: Chamaerops humilis L, phenolic compound, DPPH, FRAP, a-amylase, glucose

adsorption capacity.
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Introduction

Malgré I’évolution de la chimie de synthése, I'usage des plantes médicinales a maintenu
une place importante en raison de leur efficacité dans différentes approches thérapeutiques. Elles
sont riches en principe actif qui possedent des propriétés thérapeutiques comme les molécules
anticancéreuse, antibactérienne, antivirales, antioxydantes, antidiabétiques... (Aires et al., 2013 ;
Lazli et al., 2019).

L'évaluation des plantes médicinales pour leurs activités biologiques a considérablement
augmenté en Algérie, ce pays est caractérisé par sa flore végétale la plus diversifiées du bassin
méditerranéen. Elle regroupe environ 3744 especes vegétales, dont 125 especes sont largement
employées en médecine traditionnelle sans aucune valorisation scientifique en phytochimie et en
pharmacologie (Abbou, 2022). Parmi ces espéces, Chamaerops humilis est une plante de la
famille Arecaceae, répandue dans la région méditerranéenne occidentale et centrale. Cette plante
est utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement de diverses maladies tels que le diabéte,
les troubles gastro-intestinales, la gastrite, la constipation, hépatite, rhumatisme, les maladies
cardiovasculaires, les maladies neurologiques et I’anémie (Medjati et al., 2019 ; kouchlaa,
2023).

Dans cette étude, nous nous sommes intéressees a la recherche des propriétés antioxydante et
antidiabétique de Chamaerops humilis de la région de Tlemcen. L’approche expérimentale de ce
travail consiste d’une part, a un screening phytochimique et un dosage des composés phénoliques
dans les extraits des feuilles de cette plante. D’autre part, elle consiste a 1’évaluation in vitro
I’activité antioxydante des extraits préparés en utilisant le test du piégeage du radicaux libre
DPPH, et le test de réduction du fer (FRAP), ainsi que I’évaluation de I’activité antidiabétique par

le test de I’activité de 1’a-amylase, et par le test de la capacité des extraits a adsorber le glucose.
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1. Définition

Le stress oxydatif est traduit par I’incapacité de 1’organisme vivant a se débarrasser de la
perturbation de I’équilibre entre la production des radicaux libres et le systeme antioxydant
(Batteridge, 2000 ; Bensakhria, 2018). Ce déséquilibre est produit lorsque la production des
espéces réactif de ’oxygéne augmente, ou lorsque la présence des antioxydants, ou leurs

cofacteurs diminuent dans I’organisme (Jean Marie Remeind, 2002).

Le stress oxydatif est impliqué dans 1’apparition de plusieurs pathologies et dans leur
développement, notamment les maladies cardio-vasculaires, cancer, diabéte sucré, vieillissement
accéléré, cedéme pulmonaire, les rhumatismes, syndrome de détresse respiratoire et les maladies
neurodégénératives tels que 1’Alzheimer (Favier, 2003). Les pathologies associées au stress
oxydatif se manifestent souvent avec 1’age en raison de 1’augmentation de la production des

radicaux mitochondriaux et de la carence des défenses antioxydants (Favier, 2003).

2. Les radicaux libres
2.1 Définition

Les radicaux libres sont des molécules ou des atomes instables et treés réactives grace a la
présence d’un ou plusieurs électrons non apparies dans leur couche externe. La formation de ces
composés chimique peut se produit par la perte ou le gain d’électron a partir d’un composé non
radicalaire. De plus, ils peuvent aussi se manifester au cours de la rupture symétrique d’une
liaison covalente apres laquelle chaque atome conserve un électron et devient un radical libre. lls
sont caractérisés par un effet destructeur considérable, car ils sont trés actifs dans 1’organisme et
par une durée de vie extrémement courte. Ces radicaux libres produites ont la capacité de
provoquer des dommages aux tissus des systémes organiques tels que les reins, le cceur, les
poumons, le cerveau et le foie, qui jouent un réle essentiel pour la santé (Tessier F et Marconnet
P, 1994 ; Taysi et al., 2019).
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2.2 Les principales especes réactives

Les espéces réactives de 1’oxygene (ERO) et les especes réactives de 1’azote (ERN) représentent
les deux principales classes chimiques désignée sous le nom du RONS qui sont les espéces

réactives de I’oxygene et de I’azote (Weidinger et Kozlov, 2015).

Les especes réactives oxygénés (ROS) sont des especes formées directement a partir de
I’oxygeéne. Ils peuvent étre des radicaux libres tels que 1’anion superoxyde (O2?e-), le radical
hydroxyle (HO¢), le peroxyle ROO* ou des molécules comme le peroxyde d’hydrogeéne (H20>)
ou I’oxygéne singulet (102) (Chaouach, 2014 ; Saidi, 2018).

Les espéces réactives azotés (ERN), il existe deux espéces réactives trés connues issues de 1’azote
qui sont le monoxyde d’azote (NOe) et le péroxynitrite (ONOOe¢). Le monoxyde d’azote est
synthétisé par le nitrique oxyde synthase (NOS) lors du métabolisme de I’arginine dans les
conditions physiologiques et physiopathologiques. 1l se distingue par une demi-vie de quelques
secondes et par une réactivité limitée. Le peroxynitrite est formé a partir de la combinaison de
monoxyde d’azote avec 1’02 et se caractérisé par une demi-vie plus prolongeée. Il peut entrainer
des lésions cellulaires des lipides, qui constituent les membranes mitochondriales, il favorise la
perméabilité des vaisseaux sanguins et la formation d’cedéme aussi, et perturbe les canaux de

sodium (Saidi, 2018).
2.3  Source d’espéces réactives de I’oxygene (ERO)

Il existe deux sources principales pour la production des espéces réactives de 1’oxygene :

La source endogene regroupe les ERO produits par les mitochondries, les cellules phagocytaires,
polynucléaires et les macrophages. La biosynthese des prostaglandines et des leucotriénes peut
produire des ROS (Chaouach, 2014).

La source exogene représente plusieurs facteurs environnementaux qui intervient dans
I’augmentation de la production des radicaux libres tels que 1’exposition au fumé de la cigarette,
ou aux rayons UV, les allergenes, les meédicaments, la pollution, les pesticides ou insecticides, les

toxines et les métaux lourds comme le fer, le cuivre, le cadmium (Sharifi-Rad et al., 2020).
2.4  Cibles biologiques des ERO

Les espéces reactives de 1’oxygeéne sont générés par 1’organisme de fagon continue et sont

considérés comme des produits toxiques du métabolisme, ils ont la capacité d’oxyder les
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molécules biologiques qui possédent des doubles liaisons dans leur structure tels que les
protéines, les lipides et les acides nucléiques (Goudable et favier, 1997 ; Beaudeux et al.,
2006 ; Durand et al., 2013).

L’oxydation des protéines par les ERO entraine I’introduction d’un groupe carbonyl dans les
protéines. Les réactions d’oxydations des protéines peuvent étre soit par la rupture de la liaison
peptidique en modifiant la chaine peptidique, soit par la modification du peptide par 1’addition
des produits issus de la peroxydation lipidique comme le 4-hydroxynonénal. Ces réactions
d’oxydation entrainent une perte de la fonction catalytique ou structurelle des protéines. Parmi les
acides aminés plus affecté par les ERO sont les acides aminés basiques (Arginine, Histidine,
Lysine), soufrés (Méthionine, Cystéine) et aromatique (Phénylalanine, Tryptophane et Tyrosine)
(Servais, 2004 ; Durand et al., 2013).

Les acides gras polyinsaturés des membranes cellulaires sont les cibles privilégiées des especes
réactives de I’oxygene. La peroxydation lipidique implique la formation des éléments radicalaires
au niveau de diverses cibles notamment les protéines, et I’ADN, ce qui entrainent la formation
des métabolites tels que le malondialdéhyde (MDA) ou le 4-hydroxynonenal (4-HNE) qui
peuvent perturber la fluidité et le fonctionnement membranaires. De plus, ils peuvent interagir
avec ADN et produire des adduits mutageénes (Farhat, 2015).

Les bases azotés purine et/ou pyrimidine de I’ADN nucléaire et/ou mitochondriale représentent
les principales cibles d’oxydation par le radicale hydroxyle. Par exemple, la guanine peut réagir
avec le radical hydroxyle *OH pour constituer la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG) qui,
au lieu de s’associer avec la cytosine, s’associera avec I’adénine ce qui entraine des mutations

dans ’ADN et des altérations du message génétique qui sont impliquent dans le développement

du cancer et le vieillissement (Haleng et al., 2007 ; Farhat, 2015).

3. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances qui ont la capacité de réagir avec d’autre substances
oxydables a des concentrations relativement faibles ce qui permet de retarder ou d’empécher
I’oxydation de ces substrats. IIs jouent un rdle essentiel dans la neutralisation des radicaux libres,
la protection des cellules contre leurs effets toxiques et la prévention des maladies (Pham-Huy et
al., 2008 ; Hamma et al., 2015).
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3.1 Classification des antioxydants
Les antioxydants sont classés en deux grandes categories principales :
3.1.1 Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme une premiere défense des cellules contre
les agressions des radicaux libres tels que le superoxyde dismutase SOD, la glutathion

peroxydase GPx et la catalase (Sun-Migul et al., 2009).

Le superoxyde dismutase (SOD) est un métalloenzyme trés efficace qui permet d’éliminer
I’anion superoxyde O par une réaction de dismutation et le transformer en peroxyde

d’hydrogéne H202 et I’oxygeéne Oz (Sun-Migul et al., 2009).

207" + 2H* H202 + O2
La glutathion peroxydase (GPx) est une scléroprotéine responsable d’une part de la réduction de
peroxyde d’hydrogéne en oxygéne et d’autre part de la réduction des hydro-peroxydes lipidique

en alcool (Humma et al., 2015).

La catalase est une hémoprotéine tétramérique qui se trouve dans tous les organes notamment les
érythrocytes et le foie, elle est localisée principalement dans les peroxysomes. Elle catalyse la
réaction de réduction de peroxyde d’hydrogéne en eau (Sun-Migul et al., 2009).

2H202 H>O +0;

3.1.2 Les antioxydants non enzymatiques

Sont apportés par alimentations, il s’agit des vitamines (la vitamine C, la vitamine E et les
caroténoides), des oligoéléments (sélénium et manganése) et des polyphénoles (Pham-Huy et al.,
2008).

La vitamine C ou I’acide ascorbique (Figure n°1) est un antioxydant hydrosoluble, et un piégeur
efficace pour les espéces réactives de 1’oxygene tels que I’anion superoxyde (O?s-) ou le radical

hydroxyle (HO¢) (Haleng et al.,2007 ; Sun-Migul et al.,2009).
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5 OHOH
OH

HO OH

Figure n°® 1:Structure chimique de la vitamine C (Dismier, 2016).

La vitamine E, également appelée a-tocophérol (Figure® 2), est un antioxydant liposoluble trés
efficace capable de capter les radicaux peroxyles lipidiques RO2 qui sont responsables de la
propagation des chaines de peroxydation. De plus, elle piége les radicaux superoxydes, les

radicaux hydroxyles et I’oxygéne singulet (Gardese-Albert et al., 2003).

Figure n° 2:Structure chimique de la vitamine E (Sharifi-Rad et al.,2020).

Les caroténoides (Figure n° 3) sont des pigments naturels synthétisés par les plantes, les
bactéries, les algues et les champignons. Elles sont responsables de la couleur rouge, orange et
jaune de différents organes de la plante. Parmi les principaux caroténoides, les B-caroténe
possedent une activité antioxydante efficace et jouent un rdle crucial dans 1’élimination de

I’oxygéne singulet et du radical peroxyle (Stahl et Sies,2003).

RN Y Vg Vi VN

Figure n°® 3:Structure chimique du B-caroténe (Dismier,2016).

Les flavonoides (Figure n° 4) appartiennent a la classe des composés phénoliques présente dans
la plupart des plantes. Ils se caractérisent par leur activités antioxydants puissante grace a la

présence d’un plusieurs groupes hydroxyles. Ils agissent en tant que piégeurs de radicaux
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superoxydes, extincteurs d’oxygéne singulet, des réducteurs et donneurs d’hydrogéne (Pham-

Huy et al.,2008 ; Malka et al., 2020).

Figure n° 4:Structure de base des flavonoides (Zahaf et Bahloul.,2019).
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De nombreuses patholgies sont associées au stress oxydatif. La production excessive des
radicaux libres oxygénés, tels que le superoxyde, le radical hydroxyle et le peroxyde d’hydrogene
peuvent entrainer des modifications métaboliques et des mutations d’ADN ce qui favorise
I’installation de certaines maladies chroniques et le développement de leurs complications,
comme les cancers, les maladies neurodégénératives, auto-immune, inflammatoires, et les
maladies métaboliques comme le diabéte sucré, I’hypertension, le syndrome métabolique

(khebiech et al., 2011 ; Pisoschi et al., 2021).

Le diabete sucré est un trouble métabolique caractérisé par une hyperglycémie chronique, une
polyurie, perte de poids ou obésité, polydipsie, et polyphagie, qui sont les conséquences d’une
altération du métabolisme glucidique, lipidique et protéique. Cette affection est due a une
insuffisance soit dans la sécrétion de I’insuline soit dans I’action de I’insuline, ou la combinaison
des deux anomalies (Neild et al., 2009 ; Azzi, 2014).

1. Classification du diabéte

Selon Baynes, (2015) le diabete sucré regroupe principalement le diabéte type 1, et le diabete
type 2, et autres types comme le diabete gestationnel et le diabéte spécifique (diabéte

monogénique).
1.1 Diabéte typel

Le diabéte type 1 ou diabete insulinodépendant est une affection chronique causé par une
destruction des cellules B-pancréatique par le systtme immunitaire (destruction auto-immune).
L’absence de mécanisme de réparation des cellules 3 des il6ts de Langerhans entraine une perte
totale de I’insuline ce qui oblige les patients diabétiques de prendre l'insuline exogéne pour
maintenir le taux de glucose dans les normes (Atkinson et al., 2014 ; Pathak, 2019). Environ 5 a
10 % des diabétiques dans le monde sont atteints de diabéte de type 1 et la plupart d'entre eux

sont les jeunes adultes et les enfants, d'ou le nom de diabete juvénile. (Daneman, 2006).

1.2 Diabéte type 2

Le diabete de type 2 est appelé aussi le diabéte de 1’adulte ou le diabéte non insulino-dépendant.
Cette affection est caractérisée par une carence de la production de I’insuline par les cellules [-

pancréatiques (insulinopénie relative) avec une insulinorésistance dominante. Il existe des
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facteurs environnementaux et génétiques qui contribuent au développement du diabete de type 2
comme I’obésité, le vicillissement, 1’age, stress, certains médicaments, et la prédisposition

génétique (Belkacem, 2009).
1.3 Diabéte gestationnelle

Le diabéte gestationnel est une classification opérationnelle plutét qu’une condition
physiopathologique est utilisée pour identifier les femmes ayant de diabéte sucré pendant la
grossesse (Baynes, 2015). Cette maladie est déclenchée par une intolérance au glucose qui
s’apparait, ou est détectée pour la premiere fois durant la grossesse généralement dans le
troisieme trimestre, et qui parfois disparait aprés accouchement (Punthakee et al., 2018).
Environ 7% des femmes enceints dans une population américaine sont affectées par le diabéte
gestationnel (Monnier, 2014).

1.4 Diabéte secondaire

Les autres types spécifiques du diabete également connue sous le nom de diabéte secondaire,
caractérisé par les déficiences monogéniques qui affectent le fonctionnement des cellules B-
pancréatique ce qui entrainé I’apparition de diabéte Moody et les anomalies génétiques qui
altérent 1’action de I’insuline. Aussi les affections pancréatiques exocrines comme la pancréatite,
les endocrinopathies, hyperthyroidie, et acromégalie induites par des médicaments ou des
produits chimiques, les infections et les syndromes génétiques (syndrome de Down) favorisent
I’installation du diabete secondaire (Genuth et al., 2018).

2. Traitement de diabéte

L’hyperglycémie mal controlé provoque des complications aigues et chroniques, dont la
rétinopathie neuropathie périphérique, la néphropathie et la neuropathie autonome qui peuvent
entrainer des symptomes gastro-intestinaux, génito-urinaires, et cardiovasculaires sont les plus
dangereuses (ADA, 2010).

Pour cela le diabétique recoit un traitement a vie, car il n’existe pas de reméde définitif pour
gueérir la maladie, mais pour prévenir les complications, qu’elles soient aigues ou chronique, et de
maintenir la glycémie dans les valeurs normales. (Coutant et Nicolino, 2019). En fonction de
I’état du patient et les complications développées, le traitement repose sur le régime alimentaire,

I’insuline exogeéne, et/ou les antidiabétiques oraux (Auberval, 2010).
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L’insulinothérapie est destinée aux personnes atteintes du diabéte de type 1 ainsi qu’aux

personnes atteintes du diabéte de type 2 qui ont besoin de I’insuline (Auberval, 2010).

Les mesures hygiéno-diététiques exigent principalement un régime alimentaire riche en légumes,

fruit associes a une activité physique réguliére (Benariba, 2013).

Les antidiabétiques oraux sont utilisés pour traiter le diabéte non insulino-dépendant, apres les
recommandations diététiques et [’exercice physique. Ils se divisent en trois catégories
principales:  les agents qui stimulent la sécrétion d’insuline tel que les sulfamides
hypoglycémiants et les glitinides, les agents qui augmentent la sensibilité a 1’insuline comme la
metformine et les thiazolidinediones. Il existe également un médicament qui inhibe 1’hydrolyse
des glucides dans I’intestin et limite leur absorption, c’est I’acarbose, une approche thérapeutique
qui consiste a diminuer I'hyperglycémie postprandiale, par inhibition de I’a-amylase, une enzyme
intestinale responsable de la digestion des glucides, et par la suite I’inhibition de leur absorption
intestinale (Khacheba et al., 2014).

3. a-amylase

a-amylase (0-(1, 4) glucane glycanohydrolase, EC.3.2.1.1), sont des endo-amylases capables de
catalyser 1’hydrolyse des liaisons glycosidiques o-(1, 4) présentes a I’intérieur de la chaine
d’amylose pour produire un maltotriose et un maltose, ou d’amylopectine pour produire le
glucose, le maltose et la dextrine limite. lls sont des métaloenzymes calciques dépendent
totalement de la présence des ions calciques pour assurer leur fonctionnement. a-amylase sont
utilisées dans divers domaines industriels tels que 1’industrie du pain, du papier, du détergent et

du textile, aussi dans la production de 1’éthanol (kumari et al., 2012 ; Tiwari et al., 2015).

3.1 Origine
a-amylases sont largement répandus chez les animaux, les plantes et les archées. Aussi ils sont
produits par une grande variété de microorganismes tels que les bactéries du genre Bacillus
comme Bacillus Amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis, Bacillus stearothermophilus ; et les
champignons filamenteaux du genre Aspergilluse tels que Aspergillus oryzae et Aspergillus niger
(Tiwari et al., 2015).

12
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3.2 Structure
L’a-amylase est un enzyme constitué de 512 acides aminés regroupés dans une seule chaine
peptidique de poids moléculaires de 57,6 KDa. Elle est caractérisée par une structure
tridimensionnelle a trois domaines (figure n° 5): le domaine A est le plus grand et il posséde une
structure en forme de tonneau (B/a)s, et le domaine B est inséré entre le domaine A et le domaine
C. Il est relié au domaine A par une liaison disulfure, tandis que le domaine C présente une
structure en feuillets et il est attaché au domaine A par une simple chaine polypeptidique. Il
semble étre un domaine indépendant dont la fonction est inconnue. Le site actif de 1I’a-amylase se
trouve dans une longue fente entre I’extrémité carboxyle des domaines A et B et contient les ions
de calcium (Ca*?) qui ont un réle essentiel dans la stabilisation de la structure tridimensionnelle et

agit également comme activateur allostérique (De Souza et al., 2010).

Domain B

Domain A

Domain C

Figure n° 5:Structure tridimensionnelle de I’a-amylase (Kalinovskii, 2023) .

Un ion calcium est représenté par une sphere bleue, tandis qu'un ion chlorure est indiqué par une
sphére jaune. Les résidus au niveau du site catalytique sont illustrés sous forme de batonnets

rouges, avec un agrandissement de ces residus dans une boite noire.

3.3 Plantes médicinales inhibitrice de I’a-amylase
Les plantes médicinales sont utilisées a 1’échelle mondiale pour gérer une grande variété des

symptdmes diabétique. Par conséquence plusieurs extraits des plantes médicinales montrant une
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activité inhibitrice de 1’a-amylase (Kashtoh et Beak, 2023). Le tableau suivant résume les
différentes parties des plantes médicinales qui ont un effet inhibiteur de 1I’a-amylase ainsi que
leur concentration inhibitrice a 50% (ICso).

Tableau n° 1: Les plantes médicinales inhibiteur de I’enzyme a-amylase.

Plante Partie utilisé Extrait I1Cso Référence
o ] ) (Rahimzadeh
Urtica dioica Les feuilles Extrait aqueux 1,38 mg/mL
etal., 2014)
) ] ) (Rahimzadeh
Juglans regia Les feuilles Extrait aqueux 0,32mg/mL
etal., 2014)
Hibiscus o (Buchholz et
) Les fleurs Extrait méthanol 29,3 pg/mL _
sabdariffa L Melzig, 2015)
Tamarindus indica ) (Buchholz et
Ecorce Extrait aqueux 139,4 pg/mL _
L Melzig, 2015)
) ) Extrait eau- (Belkacem et
Punica granatum Ecorce de fruit ) 3,650/I
méthanol al., 2010)
) _ _ (Da Silva et
Morus nigra Les feuilles Fraction hexane 13,05 mg/mL
al., 2021)
Englerophytum ) Fraction (Olaokun et
) Les feuilles ) 10,76 pg/mL
magalismontanum méthanol al., 2022)
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Chamaerops humilis L. est une plante de la famille arecaceae ou la famille des palmiers. Cette
famille est connue sous le nom scientifique de Palmae, mais elle est également appelée
Arecaceae, terme souvent utilisé dans la littérature spécialisée. Les palmiers sont classés dans le
groupe des plantes des monocotylédones qui font partie de I'ordre des arécales. Elle compte
environ 212 genres et 2800 espéces divisées en cing sous-familles (les Arecoideae, les
Calamoideae, les Coryphoideae, les Ceroxyloideae et Nypoideae) et qui se trouvent dans
différentes régions, notamment les zones tropicales, subtropicales et chaudes. Elles sont
caractérisées par un stipe constitué d’un bourgeon apical, dont les extrémités des feuilles sont

disposées sous forme de couronne (Mohamed et al., 2022 ; Rezaire, 2012 ; Yao et coll., 2023).

1. Nomenclature
Le terme Chamaerops est dérivé des mots grecs "Chamai*', qui signifie "nain", et "Rhopos", qui
signifie "buisson™ (Medjati., 2014). Le nom vernaculaire de la plante en Frangais c’est le palmier
éventail, le palmier méditerranéen, ou le palmier nain (Hasnaoui et al., 2011). En Anglais c’est
Dwarf fan palm, European fan palm (Muguel et al., 2014). En Algérie cette plante est appelée

doum (Hasnaoui et al., 2011).

2. Classification botanique
La classification botanique de 1’espece C. humilis est représentée dans le tableau suivant :

Tableau n° 2: Classification botanique du Chamaerops humilis L. (Hasnaoui et al., 2011).

Phylum Spermaphyte
Sous-Phylum Angiosperme

Class Monocotylédone
Ordre Arécales

Famille Arécaceae
Sous-Famille Coryphoideae

Tribu Corypheae
Sous-Tribu Thrinacinea

Genre Chamaerops

Espéce Chamaerops humilis L
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3. Description botanique

Chamaerops humilis est un arbuste qui atteint généralement une hauteur variable entre 1 et 1,5
meétre, mais dans les zones protégées il peut atteindre jusqu’a 9 ou 10 metre de hauteur. Cet
arbuste est caractérisé par plusieurs tiges portant dans un tronc et entourés par des fibres de
couleur brune et de taille moyenne entre 50 a 150 cm. Les feuilles présentées sous forme
d’éventail sont disposées en une touffe terminale, elles sont vertes dans la face supérieur et
blanches dans la face inferieurs. Les fruits sont des drupes sous forme globulaire et de couleur

brun rougeatre, contenant a 1’intérieurs une Seule graine trés solide. La floraison de C. humilis se

fait en printemps (Hasnaoui et al., 2011 ; Benmahdi et al., 2012 ; Medjati., 2014 ; Belhaous,
2018 ; Aicha et al., 2019).

Figure n° 6:Différentes parties du Chamaerops humilis L.

a: Feuille ; b: Fleur ; ¢ : Fruit; d : Ceeur du palmier (extrémité supérieur du tronc) ; € : Doum
entier (Belhaous, 2018 ; Belkhirat et Tazerkounet, 2022 ; Kouchlaa, 2023).
https://api.tela-botanica.org/img:0001937060.jpg.
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4. Répartition geographique

Espece Chamaerops humilis L ou le palmier méditerranéen représente la seule espéce du genre
Chamaerops, il est originaire des régions cotiéres de la méditerranée occidentale, en particulier
dans le sud de I’Europe, Y a compris 1’Espagne, 1'Italie, Malte et le sud de la France, et en Afrique
du Nord notamment 1’ Algérie, le Maroc et la Tunisie (Garcia-Castafio et al., 2014 ; kouchlaa,
A, 2023) (Figure n° 7).
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Figure n° 7:Répartition géographique du Chamaerops humilis (Belhaous, 2018).

5. Composition chimique

L’analyse de la composition chimique et minérale du Chamaerops humilis en particuliére les
folioles, les rachis et les fruits montre que cette plante riche en protéine, les fibres et les minéraux
notamment du potassium, du magnésium, du calcium, du zinc, du fer, du chrome, du strontium,
du cuivre, du rubidium, du vanadium, du baryum, de l'argent et du lithium ce qui en fait un

complément alimentaire potentiellement nourrissant (Aicha et al., 2019).

L’huile des grains de C. humilis constitue une source importante des molécules bioactives tels
que les acides gras notamment I'acide oléique, l'acide laurique, l'acide linoléique, l'acide
palmitique et I'acide stéarique, aussi sa richesse en tocophérol et tocotriénol (Nehdi et al., 2014).
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Des études phytochimiques ont caractérisé certaines molécules phytochimiques dans les feuilles
et les fruits de C. humilis comme les tanins galliques et catéchiques, les polyphénols, les
flavonoides, les saponines, les terpénoides, et les hétérosides cardiotoniques; cependant les

huiles essentielles et les stéroides sont minoritaires (Benmahdi et al., 2012 ; Mokbil., 2018).

Tableau n° 3:Quelque composés chimiques des différentes parties du Chamaerops humilis.

Partie de la plante Groupes des Les composeés Références
COMpOosés
Feuille Phénol Acide hydroxycinnamique (Gongalves et al.,
Lutéoline-8-C-glucoside 2018)

Apigenin-8-C-glucoside

Isoorientin et orientin (Coelho et al., 2017)
Isomeres de la procyanidine
Isomére de 1’acide 3 et 5-
caféoylquinique
Luteolin-7-O-
glucopyranosil-8-C-
glucopyranoside

Stérols Campestérol (Ahmed et al., 2015)
B-sitostérol
Terpénoides Sparthulénol (kouchlaa, 2023)
- eudesmol

Oxyde de caryophylléne

a-santalol

Acide gras Acide n-hexadécanoique (Cadietal., 2021)
Fruit

Monosaccharide Mannose (Dawood et al., 2020)
Galactose
Arabinose

Glucose
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6. Utilisation traditionnelle de Chamaerops humilis

L’étude ethnobotanique réalisée par Medjati et al., (2019) sur I’utilisation des déférentes parties
de Chamaerops humilis en médecine traditionnelle a montré que les feuilles et le cceur de stipe
sont utilisées dans le traitement du diabéte, les maladies cardiovasculaires, dyspepsie, hépatite et
I’hypertension artérielle. Les fruits sont préparés par macération, décoction, ou sous forme
poudre pour traiter la grippe, ’asthme et les affections du tube digestif. De méme, L’extrait des
racines préparé par macération ou décoction est utilisé dans le traitement de I'anémie, 1’hépatite,

contre les vers intestinaux, le rhumatisme, et le diabéte sucré.

Hors 1’utilisation traditionnelle, les feuilles de C. humilis sont employées dans la fabrication des
paniers, des sieges de chaises et des balais. De plus, les fibres des feuilles sont appliquées dans
I'industrie du papier (Belhaous, 2018). Gréce a sa nature résistante au froid elle est utilisée dans
I'aménagement paysages dans les climats tempérés, comme elle est utilisée dans la régénération

de la couverture végetale dans les zones arides (Aicha et al., 2019).

7. Propriétés biologiques du Chamaerops humilis
Selon la bibliographie, C. humilis présente plusieurs propriétés biologiques :

Les travaux Coel et al., (2017) ont montré que 1’extrait méthanolique des feuilles de C. humilis
possede un pouvoir antiradicalaire puissant sur le DPPH (ICsp = 0,455 mg/mL) et sur ’ABTS
(ICso = 0,354 mg/mL). De plus, les travaux de Lachkar et al., (2022b) ont montré in vitro le
pouvoir antidiabétique des extraits aqueux et organiques de C. humilis en particulier 1’extrait
¢thanolique en inhibant 1’activité de I’a-amylase, 1’a-glucosidase, et 3-galactosidase et il assure
de faibles valeurs de 1Cs0 8,90 ; 2,21 ; et 2,00 pug/mL, respectivement. Cette plante a également
révéelé un effet hypolipémiant en diminuant le taux des triglycérides et le taux du cholestérol
(khouchlaa., 2023). En outre, les extraits des écorces et des graines de C. humilis sont de
puissant inhibiteur des enzymes associés aux maladies neurodégénératives acétylcholinestérase,

butyrylcholinestérase, et tyrosinase (Goncalves et al., 2018).
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Une étude récente menée par Nakhla et al., (2023) a montré que les extraits des feuilles, des
fruits, et de la pulpe présentent une forte activité antibactérienne sur Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, et Bacillus subtili.
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Matériels et methodes

Notre étude expérimentale a été réalisé au niveau du laboratoire de pédagogie de Biochimie n° 4
et 5 au niveau du département de Biologie, Faculté SNV-STU, Université Abou Bekr Belkaid,
Tlemcen. Elle comporte deux grandes parties :

v Une partie phytochimique qui regroupe la préparation des différents extraits a partir des
feuilles de Chamaerops humilis L., et le dosage des composés phénoliques dans les extraits
prépares.

v" Une partie biologique qui consiste a 1’évaluation in vitro de Iactivité antioxydante des
extraits des feuilles de Chamaerops humilis en utilisant le test du DPPH et la méthode de
FRAP. Ainsi que, 1’évaluation I’activité antidiabétique en mesurant I’effet des extraits sur

I’inhibition de I’activité de I’a-amylase, et sur I’adsorption au glucose.

1. Partie phytochimique

1.1 Matériel végétale
Le matériel végétal utilisé dans cette étude est les feuilles de C. humilis (Figure n° 8) qui ont été
récoltées dans la région Ain Tallout wilaya de Tlemcen, en février 2024. Les feuilles ont été
séchées a température ambiant et a 1’obscurité, puis découpées en petits morceaux et CONservées

jusqu'a leur utilisation.

Figure n° 8:Feuilles frais (a) et séchées (b) de Chamaerops humilis L.
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1.2 Extractions
Les extraits des feuilles C. humilis utilisée dans cette étude expérimentale sont préparés par

différentes techniques et leur préparation est réalisée comme suit (Figure n° 9) :

1.2.1 Préparation de I'extrait eau-methanol par macération
Cet extrait a été préparé par macération de 60 g de feuilles séchées dans 400 mL du mélange
eau/méthanol (v/v : 30/70) pendant 24 h a température ambiante et a I’obscurité. Apres filtration,
le filtrat subit une concentration au rotavapeur (60 °C) pour évaporer le méthanol et récupérer un

extrait brut de macération.

1.2.2 Préparation de I’extrait eau-méthanol par décoction
Cet extrait a été préparé par décoction de 509 des feuilles séchées dans un 300 mL du mélange
eau /méthanol (v/v :30/70) pendant 1h a température (50°C). Apres filtration, le filtrat obtenu est
concentré au rotavapeur (60°C) pour évaporer le méthanol et récupéré un extrait brut de

décoction.

1.2.3 Préparation des fractions acétate d’éthyle et n-butanol
L’extrait eau-méthanol préparé précédemment par décoction et aprés concentration, subi un
fractionnement par extraction liquide-liquide en utilisant L’hexane (v/v) pour éliminer les lipides
et la chlorophylle. La phase aqueuse récupérée est traitée deux fois par I’acétate d’éthyle (v/v) en
suite par le n-butanol (v/v). Les deux phases organiques obtenus sont évaporées pour récupérer la

fraction acétate d’éthyle et la fraction n-butanol, respectivement.
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Matériel végétale: feuilles Chamaerops humilis L

l
l 1

Extraction par Ext,ract_ion par
décoction dans eau- maceratlon dans
méthanol (30/70) eau-méthanol
pendant 1h (30/70) pendant 24h
Filtration

Extrait eau-méthanol

Evaporation a sec Evaporation a sec
Hexane (V/v) Extrait eau- M
méthanol décoction .
Extrait
eau-méthanol
l maceération

Evaporation a

Acetate Fraction acétate
>4 Sec
d’éthyle (v/v) d’éthyle
l Evaporation a
n-butanol (v/v) Sec Fraction n-butanol

v

Figure n°® 9:Schéma récapitulatif de la préparation des extraits a partir des feuilles de Chamaerops
humilis L.
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1.3 Le rendement des extraits
Aprés extraction, le rendement de chaque extrait préparé est exprimé en pourcentage (%) et

calculé selon la formule ci-dessous :

Rendement (%) =m /M * 100
R (%) : rendement exprime en %.
m : La masse de I’extrait récupéré.

M : La masse de la matiére végétale seche initiale.

1.4  Tests phytochimiques
Les tests phytochimiques sont des tests qualitatifs effectuer principalement pour identifier la
présence ou 1’absence de divers groupes des métabolites secondaires dans les extraits organiques
et brutes de C. humilis. Le principe de ces tests basés sur 1I’observation soit d’un changement de
couleur soit la formation d’un précipité. L’analyse phytochimique utilisé dans notre étude ont été

réalisé selon les procédures standards décrites par Harborne (1998) et Trease et Evans (1989).

1.4.1 Les composés phénoliques

O Les Tanins
Dans un tube a essai, 1 mL d’extrait a analyser est ajouté a 0,25 mL d’une solution aqueuse de
Chlorure de fer (FeCls) a 1%. Incubation du mélange pendant 15 min a température ambiante.
La présence des tanins est montrée par une coloration verdatre ou bleu-noiratre.

O Les flavonoides
Dans un tube a essai, introduire 1 mL d’extrait a analyser puis additionner 1 mL d’acide
chlorhydrique HCI (1%) et quelques copeaux de magnésium. La présence des flavonoides est
montrée par une coloration rouge, rose ou jaune.

O Les quinones libres
Dans un tube a essai, on ajoute 1 mL d’extrait a analyser @ 0,1 mL d’hydroxyde de sodium
(NaOH) a 1%. La présence des quinones libre est indiqué par un virage de couleur jaune, rouge

ou violet.

1.4.2 Les composes azotés (les alcaloides)
Dans deux tubes a essai, introduire 0,5 mL d’extrait et additionner quelques gouttes de HCI (1%)
pour acidifier le milieu. Puis ajouter dans le premier tube 0,5 mL de réactif de Mayer et 0,5 mL
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de réactif de Wagner au deuxiéme tube. La présence des alcaloides est montrée par I’apparition

d’un précipité blanc ou brun, respectivement.

1.4.3 Les composés terpéniques

O Les terpénoides (test de Slakowski)
Dans un tube a essai, introduire 1 mL de I’extrait a analyser est ajouté a 0,4 mL de Chloroforme
et 0,6 mL d’acide sulfurique concentré. Les terpénoides est montré par la présence de deux
phases et une couleur marron a I’interphase.

O Les saponines (Test de mousse)
Dans un tube a essai, 10 mL d’extrait a analyser, puis agitation du tube fortement pendant 15
secondes. La présence des saponines est montrée par la formation d’une mousse persistante avec

une hauteur supérieure a 1 cm.

1.4.4 Les composes réducteurs
Dans un tube a essai, 1 mL de liqueur de Fehling (0,5 mL réactif A et 0,5 mL réactif B) est ajouté
a 1 mL d’extrait a analyser et incubation du mélange pendant 8 min dans un bain marie bouillant.

La présence des composés réducteurs indique par I’apparition d’un précipité rouge brique.

1.5 Dosage des composés phénoliques dans les extraits de Chamaerops humilis
1.5.1 Dosage des polyphénols totaux

Principe
Le dosage des polyphénols totaux des extraits de C. humilis a été réalisée par une méthode
colorimétrique au folin-ciocalteu, ce réactif est composé d’un complexe d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMo012040) de couleur jaune.
Lorsque les composés phénoliques sont oxydés, le réactif folin-ciocalteu est réduit pour former
un complexe de molybdéne (MogO23) et de tungsténe (WgO23) de couleur bleu. L’intensité de la
coloration produite caractérisée par une absorbance maximale comprise entre 725 et 750 nm, est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits testés (Boizot et
Charpentier, 2006).
Mode opératoire
Le tableau ci-dessous résume le protocole du dosage de polyphénols totaux réalisé selon le

protocole de Benariba et al., (2013).
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Tableau n° 4:Protocole expérimental du dosage de polyphénols totaux dans les extraits de

Chamaerops humilis.

Concentration

acide gallique 50 100 200 300 400 500 Extrait

(Hg/mL)
Acide gallique
0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
(mL)

Extrait (ml) 0,1
Eau distillé

(mL)
Na2C0s3 1%

(mL)

Premiére incubation a température ambiante pendant 5 min
Folin-
Ciocalteu 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
0,2N (mL)
Deuxiéme incubation a I’obscurité pendant 30 min

Absorbance mesurée a 680 nm

Blanc

0,1

0,1

Les résultats exprimés en microgramme équivalent acide gallique par milligramme d’extrait (ug

EAG/mg E) sont calculés selon la formule ci-dessous :

[Polyphenols] = a.f/C

a : concentration finale des polyphénols déterminée a partir de la courbe d’étalon.
f : facteur de dilution (22).

C : concentration de I’extrait (5 mg/mL).
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1.5.2 Dosage des flavonoides

Principe

Le principe de cette technique repose sur la présence du nitrite de sodium (NaNOx) et le chlorure
d’aluminium (AICls) qui oxydent les flavonoides dans un milieu alcalin pour former un complexe
de couleur rose qui absorbe & 510 nm. L’intensité de cette coloration est proportionnelle a la
concentration des flavonoides présent dans 1’extrait (Zhishen et al., 1999).

Mode opératoire (Benariba et al., 2013)

Le tableau n° 5 résume le protocole du dosage des flavonoides dans les déférents extraits de C.
humilis.

Tableau n° 5: Protocole expérimentale du dosage des flavonoides dans les extraits de
Chamaerops humilis.

Concentration

catéchine 20 50 100 300 400 500 Extrait Blanc
(Mg/mL)
Catéchine(uL) 250 250 250 250 250 250
Extrait (uL) 250
Eau distillée
1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1250
(uL)
NaNO:2 15 %
75 75 75 75 75 75 75
(ML)

Premiere incubation a température ambiante pendant 6 min

AICI3 10 %
75 75 75 75 75 75 75 75
(L)
Deuxieme incubation a température ambiante pendant 6 min
NaOH (uL) 1000 1000 1000 1000 = 1000 1000 = 1000 1000
Ajuster le volume totale a 2500 pL

Troisieme incubation a température ambiante pendant 15 min

Absorbance mesurée a 520 nm
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La quantité des flavonoides présent dans les différents extraits de C. humilis a été exprimés en
microgrammes équivalent de catéchine par milligrammes d’extrait (ug EC/ mg E) est déterminée

selon la formule ci-dessous :

[Flavonoides] = a.f/C

a : concentration de flavonoides déterminée a partir de la courbe étalon.
f : facteur de dilution (10).

C : concentration de I’extrait (1 mg/mL).

1.5.3 Dosage des tanins condensés
Principe
Le principe de cette méthode repose sur la capacité de la vanilline a réagir avec les tanins
condenses pour constituer un complexe de couleur rose qui présente une absorption maximale a
500 nm (Sun et al., 1998).
Mode opératoire
Le tableau ci-dessous résume le protocole du dosage des tanins condensés réalisé selon le
protocole de (Kanon et al., 2014).
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Tableau n° 6: Protocole expérimental du dosage des tanins condensés dans les extraits
Chamaerops humilis.

Concentration _
o 200 500 800 900 1000 Extrait Blanc
catéchine (ug/mL)

Catéchine(uL) 50 50 50 50 50 50

Extrait (uL) 50
Eau distillé (uL) 50
Vanilline 4% (uL) 1500 1500 1500 1500 1500 1500 @ 1500 1500

Agitation des tubes
Acide
sulfurique(uL)

750 750 750 750 750 750 750 750

Incubation & température ambiante pendant 15min

Absorbance mesurée a 490 nm

La quantité des tanins condensés présent dans les différents extraits de C. humilis a été exprimé
en microgrammes équivalent de catéchine par milligrammes d’extrait (ug EC/mg E) et

déterminée selon la formule ci-dessous :

[Tannins] = a.f/C

a : concentration finale des Tanin déterminée a partir de la courbe d’étalon.
f : facteur de dilution (46).

C : concentration de I’extrait (5 mg/mL).

2. Evaluation de I’activité antioxydante
Il existe plusieurs méthodes pour évaluer I’activité antioxydante in vitro, dans notre étude nous
avons utilisé le test de piégeage du radical libre DPPH et le test de la réduction du fer pour

chercher I’effet antioxydant des extraits de C. humilis.
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2.1 Test de piegeage du radical libre DPPH (2,2 diphenyl-1-picryl hydrazyl)
Principe

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un radical libre instable qui contient un électron
celibataire et qui présente une couleur violacée. En présence d'un antioxydant, le DPPH*® (forme
radicalaire) se réduit et donne un composé stable (DPPHH forme non radicalaire) ce qui entraine
un changement de couleur en jaune lorsque son électron non apparié est apparié avec un
hydrogéne provenant de l'antioxydant. L’activité antioxydante correspond a la diminution de la
couleur violet (caractéristique du DPPH?®), dont I’absorbance est mesurée au spectrophotomeétre a
518 nm (Popovici et al., 2009).

Mode opératoire (Benariba et al., 2013)

L’effet antiradicalaire de chaque extrait de C. humilis sur DPPH a été testé en triplicata selon le

protocole résumé dans le tableau ci-dessous.

Tableau n° 7: Mode opératoire du test de piégeage du radical du DPPH par les extraits de
Chamaerops humilis.

Tube Tube

A. ascorbique (ug/mL) 5 10 25 50 100 Extrait | controle
A. ascorbique (pL) 25 25 25 25 25

Les extraits (uL) 25

Méthanol (pL) 25
DPPH (UL) 975 975 975 975 975 975 975

Incubation a température ambiante et a I’obscurité pendant 30 min

Absorbance mesurée a 520 nm,
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En utilisant la moyenne des valeurs d’absorbance obtenues a partir trois des répétitions de chaque
concentration de chaque extrait pour calculer le pourcentage de réduction du DPPH selon la

formule suivante:

_ DO contr—DOéch

DPPH% = x 100
DOcontr

DPPH (%0): Pourcentage de reduction du DPPH.
DO contr : Densité optique du tube de controle.
DO «ch : Densité optique de 1’échantillon.

ICso est la valeur qui représente la concentration de 1’extrait responsable de la réduction de 50%
du DPPH". Cette valeur a été déterminée a partir de 1’équation des graphes du DPPH (%) = f (C).
Plus la valeur de ICxo est faible, plus I’activité antioxydante des extraits est élevée.

2.2 Test du pouvoir réducteur du Fer (FRAP : Ferric reducing antioxidant power)
Principe

La méthode de FRAP est une technique simple, rapide et peu couteuse. Le principe de cette
technique repose sur la mesure de la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe®")
présent dans le complexe KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?*). Ce dernier forme un complexe avec
FeClz, ce qui entraine un changement de la couleur jaune de la solution en bleu-vert, dont
I’absorbance est mesurable a 700 nm. L’intensité de la coloration est proportionnelle au pouvoir
réducteur des extraits (Benzie & strain, 1998 ; Hubert, 2006 ; Deore et al., 2008),

Mode opératoire (Karagozler et al., 2008)

Le tableau n° 8 résume le mode opératoire pour 1’évaluation du pouvoir antiradicalaire des

extraits de C. humilis.
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Tableau n° 8: Mode opératoire pour évaluer le pouvoir réducteur du fer par les extraits de
Chamaerops humilis.

Concentration
BHA(ug/mL)
BHA (uL) 50 50 50 50 50 50 50
Extrait (uL) 50

10 25 50 100 200 400  Extrait Blanc

Eau distillée
(uL)

PBS (0,2N;
pH=6,6) (uL)
K3Fe (CN)s 1%
(WL)

50

125 125 125 125 125 125 125 125 125

125 125 125 125 125 125 125 125 125

Incubation dans I’étuve pendant 20 min a 50° C
TCA10% (uL) 125 125 125 125 125 125 125 125 125

Incubation a température ambiante pendant 10 min

Surnageant (UL) 250 250 250 250 250 250 250 250 250

Eau distillée
250 250 250 250 250 250 250 250 250
(ML)
FeClI3 0,1% (uL) 50 50 50 50 50 50 50 50 50

Absorbance mesurée a 680 nm

ECso représente la concentration efficace de ’extrait ayant une absorbance égale a 0,5. Elle est
calculée a partir de 1’équation de la courbe de régression linéaire des absorbances en fonction des

concentrations des extraits analysés. Plus la valeur de ECsxo est faible plus I’extrait est efficace.
3. Evaluation de I'activité antidiabétique des extraits Chamaerops humilis

La recherche de 1’activité antidiabétique in vitro des extraits bruts et organiques de la plante

étudiée a éte évaluée par le test d’inhibition de 1I’a-amylase, et le test d’adsorption au glucose.
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3.1 Evaluation de I’effet sur I’activité de I’a-amylase

Principe

Lorsque la solution de I’enzyme a-amylase est incubé avec la solution de 1’amidon (le substrat),
ce dernier est hydrolysé et il y aura la libération des sucres réducteurs qui sont déterminés par la
méthode de Benfeld, (1955). Le principe de cette méthode repose sur 1’oxydation des sucres
réducteurs dans un milieu alcalin et a chaud ce qui provoque la réduction de 1’acide 3,5-
dinitrosalicylique (DNSA) de couleur jaune-orange en acide 3-amino-5-nitrosalicylique de
couleur rouge-orange. Ce chromogeéne absorbe a 540 nm, dont I’intensité de la coloration obtenue
est proportionnelle a la teneur en sucres réducteurs présents dans le milieu réactionnel (Adjdir,
2022).

Préparation des réactifs (Benfeld, 1955)
Solution de I’a-amylase

L’enzyme utilisé dans ce test est a-amylase d’origine animale (pancréas du porc), elle présent une
activité spécifique de 13 Ul/mg et leur conservation a 4°C. Pour préparer la solution enzymatique
al,3 Ul/mL, 3mg d’amylase porcine sont dissous dans 10 mL de la solution tampon phosphate

(0,02 M ; pH=6,9). Cette enzyme a-amylase a une activité optimale a 37°C et a pH=6,9.
Solution du substrat

Le substrat utilisé dans ce test est I’amidon soluble. La solution d’amidon a été préparé dans la

solution tampon phosphate (0,02M ; pH = 6,9) a une concentration de 0,5 %.
Solution tampon phosphate (0,02M ; pH 6,9)

On prépare la solution tampon a partir de deux solutions, la solution monobasique (NaH2POa) de
masse 1,103g pour 400mL eau distillé et la solution dibasique (NA2HPO,) de masse 1,1369 pour
400mL eau distillé, ensuit on mélange les deux solutions (NA2HPO4 et NA2HPO4) pour obtenir

une solution tampon phosphate a une concentration de 0,02 et de pH=6,9.

Réactif 3,5-Di Nitro Salicylique Acide (DNSA)
La solution DNSA est préparé comme sulit :
La Solution A contient 1,6g NaOH est solubilisé dans un volume de 20mL de I’cau distillée. A

température ambiante le mélange est préchauffé sous agitation jusqu’a 60°C puis 1’ajoute de 30g
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de tartrate double de sodium et de potassium. La solution B contient 1g de DNSA solubilisé dans
40mL de I’eau distillée préchauffé, puis en mélange la solution A avec la solution B et le volume
obtenue est ajusté & 100ml avec de I’eau distillée. La solution DNSA est conservée a I’abri de la
lumiére.

Solution des extraits de C. humilis

Les concentrations des extraits organiques et bruts de C. humilis (25, 50, 90, 180, 240, 400, 1000
pg/mL) sont préparées dans la solution tampon phosphate (0,02 ; pH = 6,9) pour évaluer leur

effet sur I’activité enzymatique de 1’a-amylase.
Mode opératoire (Benfeld., 1955 ; Laoufi et al., 2017)

Le mode opératoire du test in vitro de I’activité de 1I’a-amylase est résumé dans le tableau n° 9.

Tableau n°9 : Mode opératoire du test in vitro de I’activité de 1’a-amylase en présence des
extraits de Chamaerops humilis.

Tube extrait Tube blanc Tube controle Tube blane
controle
100 pL Extrait 100 pL Extrait 100 pL PBS 100 pL PBS
100 pL Enzyme 100 pL PBS 100 pL Enzyme 100 pL PBS
Incubation pendant 10 min a 37° C dans I’étuve.
100 pL amidon 100 pL amidon 100 pL amidon 100 pL amidon
Incubation pendant 15 min a 37° C dans I’étuve.
300 uL DNSA 300 uL DNSA 300 pL DNSA 300 uL DNSA

Dénaturation de I’enzyme au bain Marie pendant 8 min a 100° C suivi par un choc
thermique au Bain de glace a 3 min.
500 pL eau distilléee 500 uL eau distillée 500 pL eau distillée 500 pL eau distillée

Mesure de ’absorbance a 540 nm.
L’inhibition de I’a-amylase a été exprimée en pourcentage calculé selon la formule suivante :

% d’inhibition de I’a-amylase = (DO contréle) - (DO extrait) / (DO control) X100
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(%): Pourcentage d’activité d’a-amylase.
DO controle : Densité optique du tube contrdle.
DO extrait : Densité optique du tube extrait.

La valeur de ICso représente la concentration inhibitrice de 50 % de I’activité enzymatique, elle
est determinée a partir des équations des régressions linaires des courbes qui représentents les

pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations des extraits.

3.2 Evaluation in vitro la capacité d'adsorption des extraits au glucose
Principe

Le principe de ce test repose sur la mesure de la capacité des extraits de plante a s’adsorber au
glucose et former des complexes de glycosylation, ce qui peut nous renseigner sur le mécanisme
par lequel les extraits de plante peuvent avoir un effet hypoglycémiant (antidiabétique). Le
glucose non adsorbé est déterminé par une méthode enzymatique en utilisant la glucose-oxydase-
peroxydase GOD-POD (Kebieche, M., 2009 ; Roussel et al., 2020). Le glucose libre est oxydé
par la glucose-oxydase (GOD) en acide gluconique avec la formation du H.O.. Ce dernier
dégradé par la peroxydase (POD) en H20 permet la réduction du phénol et 4-aminophénazone en
quinone qui développe une couleur rose qui absorbe entre 490-550 nm, dont 1’absorbance

maximale est a 510 nm.
Mode opératoire (Kebieche, M., 2009 ; Roussel et al., 2020)

Une gamme de concentration de glucose a été préparée (5; 10; 50 et 100 mMol). Une seule
concentration de chaque extrait (10 mg/mL) a été testée. Pour ce test ont utilisé deux contrdle
positif I’acide gallique et I’acarbose a une concentration 1 et 2 mg/mL, respectivement. Le mode

opératoire de ce test est resumé dans le tableau n° 10.
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Tableau n° 1: Mode opératoire du test in vitro de la capacité d’adsorption des extraits
Chamaerops humilis au glucose.

Concentration du

10 50 100 Etalon Blanc
glucose (mMoL)
Glucose(uL) 100 100 100 100
Extrait 10 (mg/mL)
Ou Acarbose 2
100 100 100 100

(mg/mL), ou Acide
gallique (1mg/mL)
Agitation des tubes

Incubation dans I’étuve a 37 °C pendant 1h et pendant 3h.

Dosage enzymatique du glucose (GOD/POD)

Echantillon (uL) 10 10 10 10
Etalon (uL) 10
Réactif
1000 1000 1000 1000 1000 1000

(GOD-POD) (uL)
Incubation & température ambiante pendant 15 min

Absorbance mesurée a 520 nm

Le taux de glucose adsorbé exprimé en mMol/g d’extrait est déterminé a partir de la formule
suivante :
Formule suivante:

(Ci —Cf)
Masse de I'éxtrait (g)

Le glucose adsorbé (mM/g extrait) = * Volume du mileiu (L)

Ci: Concentration initiale du glucose.

Cf: Concentration finale du glucose.

Cf (mM) = [(DOc¢chantition/DOstalon) X 100] x 0,0555 mM (SPINREACT).
DOcchantillon : Densité optique du tube échantillon.

DOcstalon : Densité optique du tube étalon.
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4. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont analysés par Excel et sont exprimés en moyenne + I’erreur standard. La
comparaison des moyennes et le degré de signification statistiques ont été évalué par analyse de
variance (ANOVA) et par le test de tukey. La différence est considérée peu significative lorsque
p < 0,05 (*), significative lorsque p < 0,01 (* *), trés significative lorsque p < 0,001 (**%*), et

hautement significative lorsque p < 0,0001 (*).
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1. Partie phytochimique
1.1  Lerendement et les caractéristiques des extraits C. humilis
Selon les résultats résumés dans le tableau n°11 qui représente les caractéristiques et les
rendements de chaque extrait préparé par différentes technigues. On observe que tous les extraits
sont récupérés sous forme d’une pate de couleur marron ou verte. Par ailleurs, la solubilité des
extraits eau-méthanol par macération et par décoction, ainsi que la fraction n-butanol sont
totalement solubles dans 1’eau distillée. Par contre la fraction acétate d’éthyle est totalement
soluble dans le mélange eau/méthanol. Concernant les rendements, 1’extrait eau-méthanol par
décoction présente le meilleur rendement (8,1 %) par rapport aux extraits eau-méthanol par
macération et la fraction n-butanol, 3,14 % et 2,49 % respectivement. L’extrait acétate d’éthyle

présent le faible rendement a 0,32%.

Tableau n° 2: Les caractéristiques et les rendements des extraits de Chamaerops humilis.

) Rendement -
Extrait Aspect et Couleur Solubilité
(%)
Fraction acétate . Meélange
Pateux, de couleur verte 0,32 +0,08 .
d’éthyle Eau/méthanol
Fraction Pateux, de couleur —
) 2,49 £ 0,05 Eau distillee
n-butanol marron foncé
Extrait eau- Pateux, de couleur .
) o ) 8,1+0,78 Eau distillee
méthanol décoction marron foncé
Extrait eau-

Pate visqueuse, de o
méthanol ) 3,14+0,94 Eau distillée
o couleur marron foncé
macération

1.2  Tests phytochimiques
Les résultats du screening phytochimique réalisé sur les différents extraits de C. humilis sont
résumé dans le tableau n° 12. L apparition d’une coloration ou d’une précipitation en utilisant un
réactif spécifique indique la présence de certaines familles des composés phytochimiques dans

les extraits testeés.
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Tableau n° 3:Screening phytochimique des différents extraits de Chamaerops humilis L.

_ . _ Extraiteau-  Extrait eau-
Fraction acétate ~ Fraction ) )
méthanol méthanol
d’éthyle n-butanol o o
décoction maceration
Tanins
_ + + + +
catéchiques
Tanins galliques - - - -
Flavonoides + + + +
Quinones libres + + + +
Alcaloides - - - -
Terpénoides ~ - - -
Saponines + + + +
Sucres réducteurs + + + +

Test positif (+) ; Test négatif (-).

Les résultats du screening phytochimique réalisé sur les différents extraits de Chamaerops
humilis montre la présence de différents métabolites secondaires notamment les tanins
catéchiques, les flavonoides, les quinones libres, les saponines et les sucres réducteurs, avec

absence des alcaloides et des terpénoides.

1.3 Dosage des composés phénoliques
Le dosage des composés phénoliques a été réalisé par des méthodes spectrophotométrique pour
déterminer le taux de polyphénols, flavonoides et des tanins condensés dans les différents extraits

de Chamaerops humilis.

Les résultats obtenus (tableau n°® 13) sont exprimés en microgramme équivalent d’acide gallique
par mg d’extrait (ug EAG/mQ) pour les polyphénols, et pg équivalent catéchine par mg d’extrait
(1g EC/mg) pour les flavonoides et les tanins condensés, Les courbes étalon de 1’acide gallique et

de la catéchine sont illustré dans la figure n°10 et n°11.
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Figure n° 10:Courbe étalon de I’acide gallique.
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Figure n°® 11:Courbe étalon de la catéchine pour dosage des flavonoides (A) et des tanins
condenseés (B).

D’aprés les résultats mentionnés dans le tableau n°13, on remarque que les fractions acétate
d’¢éthyle et n-butanol reforment le taux le plus élevé en composés phénoliques par rapport aux
autres extraits. La teneur en polyphénoles dans ces fractions est variable entre 84,48 et 117,56 g
EAG/ mg E, entre 467,52 et 436,58 ug EC/ mg E pour les flavonoides, et entre 37,74 et 114,22

png EC/ mg E pour les tanins condensés. Ces teneurs sont significativement élevées aux teneurs
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déterminées dans 1’extrait eau-méthanol par décoction qui a affiché 74,55 ug EAG/ mg E de
polyphénols), 49 ug EC/ mg E de flavonoides, et 15,89 ug EC/ mg E de tanins condensés.
L’extrait eau-méthanol par macération a montré les teneurs les plus faibles en composés

phenoliques.

En fonction de ces résultats, on constate que les fractions acétate d’éthyle et n-butanol sont riches
en composes phénoliques par rapport aux extraits bruts préparés par décoction et de maceération.
La température ainsi que le mode d’extraction peuvent influencer le taux des composés
phenoliques.

Tableau n° 4:Taux de polyphénols totaux, de flavonoides et de tanins dans les extraits de
Chamaerops humilis.

Polyphénoles Flavonoides Tanins condensés
(g EAG/mg E) (ug EC/mg E) (ug EC/mg E)

Fraction acetate
d’éthyle

117,56 + 0,09¢ 467,52+ 0,03¢ 114,22+ 0,161

Fraction n-butanol 84,48 + 0,04¢ 436,58 +0,06¢ 37,74 +0,03°

Extrait -méthanol
xtrait eau r-ne ano 74.55 + 0,01 49+ 0,002 15,89 + 0,12°
decoction

Extrait eau-méthanol
_ 51,39 + 0,012 35,9 +£ 0,022 0,59 +£ 0,012
maceration

Valeur de p globale par rapport a la fraction acétate d’éthyle (P<0,001, ***) tres
significatif. Différentes lettres signifient une différence significative a p = 0,05 selon le test
de Tukey.

2. Effet antioxydant des extraites des feuilles de Chamaerops humilis
L’évaluation de cette activité a été effectué par deux méthodes : le test de piégeage du radical
libre DPPH et le test de réduction du Fer FRAP.

2.1 Effet des extraits Chamaerops humilis sur le piégeage du radical libre (DPPH)
Concernent les résultats de 1’évaluation de ’activité antiradicalaire de 1’acide ascorbique et les

differents extraits de C. humilis sont exprimes en pourcentage de réduction du DPPH en fonction
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des concentrations, et ils sont rapportés dans les tableaux n°® 14 et n°15, et les figures n°12 et

n°13, respectivement.

D’apreés le tableau n°14, on remarque une augmentation proportionnelle du pourcentage de
réduction du DPPH aux concentrations de 1’acide ascorbique. A la concentration 2,5 pg/mL
I’acide ascorbique arrive & 97,10 % de réduction du DPPH avec une valeur de ICso de 0,39

pg/mL.
Tableau n° 14: Effet antioxydant de ’acide ascorbique sur la réduction du DPPH exprimé en
pourcentage.
Concentrations finales de I’acide ascorbique (ng/mL) I1Cso
0,125 0,25 0,625 1,25 2,5 (ug/mL)
Reduction
de DPPH 16,43+0,00 34,78+0,05 70,05+0,03 85,02+0,04 97,10+0,01 0,392+0,04
(%)
< 120 y = 28,023In(x) + 76,349
2=0,9811
g 100
2
E ;E\ 80
-
@ I 60
s
Fa 40
=
]
2 20
=
=]
R~ 0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Acide ascorbique (ng/mL)

Figure n°® 12:Activité antioxydante de I’acide ascorbique sur le piégeage du DPPH.

L’effet antioxydant des différents extraits de C. humilis est représenté dans le tableau n°15 et la
figure n°13, on remarque que I’ensemble des extraits ont présenté un effet antioxydant intéressant
exprimé en valeurs de 1Csp trés importantes notamment la fraction acétate d’éthyle qui a assuré le

meilleur pouvoir antiradicalaire avec une valeur de ICso la plus intéressante qui est de 8,36
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pg/mL. Egalement, la fraction n-butanol montre une forte activité antioxydante et a révélé une
valeur de ICsq de I’ordre de 22,73 pg/mL, suivi par extrait eau-méthanol préparé par décoction et
par macération, dont les valeurs de 1Cso déterminées sont 36,58 et 69,87ug/mL, respectivement.

Tableau n° 15: Effet antioxydant des extraits des feuilles Chamaerops humilis sur piégeage du
DPPH exprimé en pourcentage.

Concentrations de I’extrait (ug/mL) 1Cs0
5 6 10 25 50 75 (ng/mL)
Fraction acétate 25,93 35,8 54,32 97,53
- - 8,36° + 0,07
d’éthyle +0,06 +0,05 +0,07 +0,01
Fraction 33,33 35,80 40,74 54,32 72,83 90,12 22,73 +
n-butanol +0,01 +£0,01 +0,01 +0,04 +0,00 0,01 0,04
Extrait eau-
13,89 19,44 27,78 33,33 67,90 87,5 36,58 4+
méthanol
) ) +0,01 +0,01 +0,01 +0,02 +0,01 +0,04 0,015
décoction
Extrait eau-
15,28 16,67 19,44 27,78 38,89 52,78 69,87¢ +
méthanol
o +0,01 +0,01 +0,04 +0,01 +0,01 +0,04 0,04
macération

Valeur de p globale par rapport a 1’acide ascorbique (P<0,001, ***) tres significatif.

Differentes lettres signifient une différence significative a p = 0,05 selon le test de Tukey.
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Figure n°® 13:Activité antioxydante des extraits de Chamaerops humilis sur le piégeage du

DPPH.

En fonction de ces résultats, on constate que les fractions acétate d’éthyle et n-butanol, qui sont

riches en composés phénoliques notamment en flavonoides, ont révélé le pouvoir antiradicalaire

le plus puissant suivi par 1’extrait eau-méthanol préparé par décoction, ce qui nous renseigne sur

I’implication des flavonoides dans le pouvoir antioxydant de ces extraits.
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2.2 Effet des extraits de C. humilis sur le pouvoir réducteur du Fer (FRAP)
Le pouvoir réducteur des ions métalliques des extraites testés a été évalué par le test de la
réduction du Fer. L’acide ascorbique et BHA ont eté utilisé comme contrdles positifs, et les

résultats sont représenteés dans les tableaux n°16 et n°17, ainsi que les figure n°15 et n°16.

D’apres les résultats obtenus, on remarque que I’acide ascorbique présente un effet réducteur du
fer intéressent avec une concentration efficace (ECso) egal a 17,51 pg/mL par rapport au BHA
(ECs0 = 24,19 pg/mL).

Tableau n° 16: Effet de ’acide ascorbique sur la réduction du fer (méthode du FRAP).

Concentrations de I’acide ascorbique (ng/mL) ECso
1 2 4 8 17 33 67  (Mg/mL)
Absorbance 0,01 0,07 0,10 029 046 084 1,99
17,512+0,01
a 680 nm +0,00 +0,01 0,01 0,01 #0,01 0,05 0,01
25
g 5 y =0,0292x - 0,0112
o R2=0,9924 -
==} —
= 15 ~
w13 -~
> .#""‘/
s ,-"‘/“
= 1 _~
T -~
3 /’-¢‘
= -
ﬁ 0,5 ‘/"’/
0 e
0 10 20 30 40 50 60 70
Acide ascorbique (ng/mL)

Figure n° 14:Pouvoir réducteur du fer de 1’acide ascorbique.
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Tableau n° 17: Effet du BHA sur la réduction du fer (méthode du FRAP).

Concentrations du BHA (pg/mL) ECso
1 2 4 8 17 33 67 (ng/mL)
Absorbance 0,05 0,06 0,10 0,22 040 068 1,28
24,19°+0,01
a680nm  +0,003 0,003 0,003 #0,01 0,003 0,01 0,10
1.4
y = 0,0187x+ 0,0476

g 12 R2 = 0,9971
s 1
o
S 08
=
=S 06
s
2 04
=

0.2

0

0 20 40 60 80
BHA (ng/mL)

Figure n° 15:Pouvoir réducteur du fer du BHA (méthode de FRAP).

Selon les résultats du tableau n°18 et la figure n°17 qui représentent ’effet des extraits de C.
humilis sur la réduction du fer, on remarque que 1’ensemble des extraits ont montré un pouvoir
réducteur du fer trés remarquable. La fraction acétate d’éthyle a révélé la valeur de ECso la plus
importante 52,31g /mL. Cette valeur est significativement la plus faible par rapport aux autres
extraits. Les ECso déterminées pour la fraction n-butanol et I’extrait eau-méthanol par décoction
284,11 et 388,15ug/mL respectivement. Tandis que I’extrait eau-méthanol par macération a
affiché la valeur de 588,87 pug/mL.
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Tableau n° 18: Absorbance de 1’effet des extraits Chamaerops humilis sur la réduction du fer
(méthode de FRAP).

Fraction acétate
d’éthyle

Fraction n-butanol

Extrait eau-
méthanol décoction
Extrait eau-
méthanol

maceration

Concentrations finales de I’extrait (ng/mL)

30
0,31
+0,01
0,06
+0,01
0,03
+0,01

0,05
+0,00

40
0,43
10,01
0,09
+0,01
0,05
10,01

0,06
10,01

67
0,60
+0,01
0,12
+0,01
0,09
+0,01

0,07
+0,01

167
1,22
+0,02
0,17
+0,01
0,18
+0,01

0,14
+0,01

ECso
333 500 (Mg/mL)
2 52,31¢
£0,00 0,01
065 087 284,11¢
+0,01  #0,01  +0,01
045 062 388,15°
+0,01  +0,00  +0,005
031 039 58887
+0,003 #0,00  +0,00

Valeur de p globale par rapport a I’acide ascorbique (P<0,001, ***) trés significatif.

Differentes lettres signifient une différence significative a p = 0,05 selon le test de Tukey.

Y= 0,0?0551; +0,2123 e Fraction acétate
15 R*=0,9922 d'éthyle
SR o 2::—'11437 =0,0008x + 0,0289 )
E 3 =10,967 R =0,9851 ® Fraction n-
P butanol
% 2,5
i
o 2
L=
=
_E" 1,5
2 1 ¢ Extrait eau-
> méthanol
0,5 . e+ IMmacération
0 Lea= -
0 100 200 300 400 500 600
Extrait (ng/mL)

Figure n° 16:Pouvoir réducteur du Fer par les extraits de Chamaerops humilis.
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En fonction de ces résultats, on constate pour ce test que la fraction acétate d’éthyle a assuré le
pouvoir réducteur du fer le plus puissant suivi par la fraction n-butanol et 1’extrait eau-méthanol

préparé par décoction.

3. Activité antidiabétique des extraits des feuilles Chamaerops humilis
L’évaluation de cette activité in vitro a été réalisé par deux tests, le test de I’activité de I’a-

amylase et le test de la capacité d’adsorption au glucose.

3.1 Effet des extraits de Chamaerops humilis sur I’activité de I’a-amylase
Les résultats obtenus comparés a l’effet de 1’acarbose utilisé comme contr6le positif, sont
mentionnés dans le tableau n° 19 et la figure n°19. A la lumiere de ces résultats, on remarque que
I’acarbose présente un fort pourcentage d’inhibition de I’a-amylase (93,47 %) a une

concentration de 167 pg/mL avec une valeur ICso de 1’’ordre de 6,22 pg/mL.

Tableau n°19: Effet de I’acarbose sur le pourcentage d’inhibition de I’activité de 1’a-amylase.

Concentration de I’acarbose (ug/mL) 1Cs0
5 10 21 42 83 167 (ug/mL)
Inhibition de =~ 43,99
- 54,30 72,16 85,57 90,38 93,47 6,222
o- t

+0,007 £0,006 +£0,006 £0,003 £0,003 0,027
amylase(%) 0,048
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Figure n° 17:Effet de I’acarbose sur I’inhibition de I’activité de 1’a-amylase exprimée en
pourcentage.

Afin de déterminer I’effet des extraits de Chamaerops humilis sur I’activité de I’a-amylase in
vitro, nous avons testé 1’effet de différentes concentrations de chaque extrait sur I’activité de
I’enzyme a-amylase en présence de son substrat qui est amidon soluble. Les résultats obtenus

sont représentés dans le tableau n° 20 et la figure n° 20.

D’aprés ces résultats, on remarque que les fractions acétate d’éthyle et n-butanol ont
significativement inhibé I’activité de 1’a-amylase, et ils ont affiché des valeurs de ICso trés
intéressantes 8,62 et 12,48 pg/mL, ces valeurs sont trés proches de celle de ’acarbose (6,22
pg/mL). L effet des extraits eau-méthanol préparés par décoction et par macération a été instable,
dont le pourcentage d’inhibition maximale ne dépassait pas 20 %, ce qui a été difficile de

déterminer ICso pour ces deux extraits.
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Tableau n°20: Effet des extraits Chamaerops humilis sur I’activité de a-amylase exprimé en
pourcentage d’inhibition.

Concentrations d’extrait (ug/mL) 1Cs0
8 17 30 60 67 133 333 (Mg/mL)
Fraction
49,67 52,77 54,62 56,01 58,33 61,11 63,88 8,62°
acétate
+0,02 +£002 +£002 +0,02 000 0,00 +0,01 +0,02
d’éthyle
Fractionn- 46,60 53,24 56,17 57,40 59,26 62,96 12,48°¢
butanol +0,02 +0,06 +003 +£0,01 +001 0,00 +0,02
Extrait
eau- 19,17 18,88 20,35 20,94 21,83 21,24 14,45

méthanol +0,03 +£0,03 0,02 +£002 +0,01 +£002 0,05
décoction

Extrait

eau- 12,62 6,78 5,31 15,63 10,03 12,39 13,86
méthanol +0,02 +0,02 0,02 +003 002 +002 +0,02
maceration
Valeur de p globale par rapport a I’acarbose (P<0,001, ***) tres significatif.
Différentes lettres signifient une différence significative a p = 0,05 selon le test de Tukey.
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Figure n° 18:Effet des extraits Chamaerops humilis sur I’activité de I’a-amylase.

3.2 Effet d’adsorption au glucose des extraits des feuilles de Chamaerops humilis
Afin d’évaluer I’activité antidiabétique des extraits des feuilles de Chamaerops humilis, nous
avons testé la capacité d’une concentration de 10 mg/mL de chaque extrait sur d’adsorption au
glucose pendant 1h et pendant 3h d’incubation. L’acide gallique a la concentration 1mg/mL, et
I’acarbose & 2 mg/mL sont utilisés comme contrdles positifs. Les résultats obtenus sont
représentés dans les tableau n° 21, et dans les figures n°22 et n°23.

D’apres les résultats du tableau n°21 et la figure n°22 et n°23, montrent que I’incubation des
extraits avec le glucose pendant 1h et pendant 3h ne présentent pas une différence significative
sur I’adsorption du glucose. L’effet adsorbant est proportionnel aux concentrations de glucose, et
non pas en fonction du temps. A faible concentration de glucose 5 et 10 mMol/L, I’acide gallique
présente une adsorption au glucose moyennement faible avec des valeurs qui varient entre 0,98 et
1,99 mMol/g d’acide gallique. La capacité d’adsorption de 1’acarbose est encore plus faible elle
est entre 0,31 et 0,77 mMol/g. A forte concentration de glucose 50 et 100 mM, la capacité des

controles positifs augment, en particulier 1’acide gallique qui arrive a une adsorption variable

entre 8,88 et 17,73 mMol/qg.

La capacité d’adsorption de tous les extraits est trés faible a faible concentration de glucose

5mMol et 10 mMol et qui ne dépasse pas 0,09 mMol/g. A forte concentrations 50 et 100 mMol,
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le taux de glucose adsorbé augmente dans tous les extraits, et les valeurs sont variables entre 0,75

et 1,81 mMol/g. Cette activité reste relativement faible par rapport a I’effet des contréles positifs

I’acide gallique et 1’acarbose.

Tableau n°21: La capacité d’adsorption au glucose des extraits de Chamaerops humilis.

Acide gallique
Acarbose
Fraction acétate
d’éthyle
Fraction n-butanol
Extrait eau-
méthanol décoction
Extrait eau-

méthanol macération

Acide gallique
Acarbose
Fraction acétate
d’éthyle
Fraction n-butanol
Extrait eau-
méthanol décoction
Extrait eau-

méthanol macération

3)
0,98 + 0,001
0,31+0,014

0,03 +0,017

0,03 +0,014

0,02 + 0,020

5
0,88 + 0,048
0,31 + 0,009

0,01 +0,016

0,01 +0,012

0,0001 +0,03 0,009 +0,034

aprés 1h d’incubation

10
1,95+0,021
0,66 + 0,027

0,09 + 0,005

0,06 + 0,020

0,03 + 0,026

50
8,27 + 0,014
3,29 £ 0,043

0,80 £ 0,021

0,75+ 0,017

0,66 + 0,024

0,76 + 0,008

apres 3h d’incubation

10
1,99 £ 0,00
0,7 £ 0,009

0,06 + 0,008

0,06 + 0,011

50
8,88 + 0,004
3,42 + 0,034

0,82 + 0,013

0,80 + 0,031

0,75+ 0,04

0,77 £ 0,026

Concentration du glucose (mMol/L)

100
17,34 + 0,037
7,78 £0,089

1,79 + 0,043

1,65 + 0,006

1,67 £ 0,024

1,73 +0,01

Concentrations de glucose (mMol/L)

100
17,73 + 0,012
7,88 0,074

1,81 +0,055

1,77 £ 0,03

1,70+0,0

1,73+ 0,018

Valeur de p globale par rapport a I’acarbose (P<0,001, ***) tres significatif.

Différentes lettres signifient une différence significative a p = 0,05 selon le test de Tukey.

55



Résultats et interprétation

op 18
2 16
% 14
w 12
—
= 10 d
.Ft 8
g ° c
S 4
aa
E 2 bpab ad
h k
© 0
5 10 50 100
Glucose (mMol/L)
m Acide gallique m Acarbose
u Fraction acétate d'éthyle Fraction n-butanol

Extrait eau-méthanol décoction m Extrait eau-méthanol macération

Figure n® 19:La capacité d’adsorption au glucose des extraits de Chamaerops humilis apres 1h
d’incubation.
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Figure n° 20:La capacité d’adsorption au glucose des extraits de Chamaerops humilis apres 3h
incubation.
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Le but de notre é¢tude expérimentale consiste d’une part, a réaliser une analyse phytochimique et
¢valuation de I’activité antioxydant des différents extraits de C. humilis en utilisant deux
méthodes : le test de piégeage des radicaux libres DPPH et la réduction du fer FRAPP, D’autre
part, sur I’évaluation de I’activité antidiabétique des différents extraits de C. humilis (I’a-amylase

et la capacité d’adsorption du glucose).

L’extraction des feuilles de Chamaerops humilis a été réalisée par deux technique différentes :
une extraction sous reflux (décoction) pendant 1h dans un mélange eau-méthanol pour préparer
I’extrait brut et ses fractions acétate d’éthyle et n-butanol, et une extraction par macération

pendant 24 h dans un mélange eau-méthanol pour préparer 1’extrait eau-méthanol de macération.

Les résultats des rendements d’extraction obtenus dans notre étude sont variés entre 0,32 et 8,1 %
et la fraction acétate d’éthyle présente un faible rendement par contre 1’extrait brut de décoction
montre un rendement plus élevé. Ces résultats sont légérement inférieurs aux résultats cités par
Belhaous (2018), qui a mené des études sur la méme espece récoltée dans la Wilaya de Annaba,
et qui a enregistré un rendement de 1,34 ; 6,29 et 8,53 % pour les extraits acétate d’éthyle, n-
butanol et I’extrait aqueux, respectivement. Dans une autre étude, Eddahhaoui et al., (2018) qui
ont récolté la méme espéce dans la région de Zaer (Maroc), ont mentionné un rendement de

I’ordre de 1,63 % pour I’extrait hexane et de 22,98 % pour 1’extrait méthanol.

Selon la littérature la différence des rendements est influencée par plusieurs parametres comme la
période et la région de la récolte, les conditions de séchage, le temps, la température, ainsi que la
méthode et la polarité du solvant d’extraction utilisé sachant que les solvants polaires montrent
un rendement d’extraction plus important par rapport aux solvant moins polaires. De plus, les
parties de la plante utilisée (les feuilles, les fleurs, les tiges et les racines) ainsi que le stade de
maturation de la plante (fraiche, séche, en floraison, en fructification...) peuvent avoir un impact
sur la qualité de I’extrait (Bruneton, 2009 ; Mussatto et al., 2011 ; Keskes et al.,2014 ; Daoudi
et al.,2015 ; Adjdir, 2022).

Les tests phytochimique réalisés sur les quatre extraits des feuilles de Chamaerops humilis ont
permet d’enregistrer la présence des tanins catéchiques, les flavonoides, les composés réducteurs,

les quinones libres et les saponines, et 1’absence des alcaloides et des terpénoides.

59



Discussion

Nos résultats sont en accord avec I’étude de Lachkar et al., (2022), qui ont révélé la présence des
tanins catéchiques, les flavonoides, les saponines et les quinones libres, ils ont noté aussi la
présence des stérols et I’absence des alcaloides. De plus, Eddahhaoui et al., (2018) ont détecté la
présence des tanins catéchiques et tanins galliques, les flavonoides et les saponines, ainsi que
I’absence des alcaloides. En revanche, Benmehdi et al., (2012), qui ont montré la présence des
tanins galliques, les flavonoides, les saponines, les composés réducteurs, les terpénoides et

I’absence des alcaloides.

La variation des tests phytochimiques de nos extraits par rapport a la bibliographie peut étre liée a
plusieurs facteurs en particulier les conditions climatiques, la localisation géographique et la
période de la récolte ainsi que les facteurs génétiques et les conditions expérimentales (Bouchnek
et al.,2020).

Le dosage quantitatif des différents extraits de Chamaerops humilis a révélé un taux élevé en
flavonoides, en polyphénols et en tanins condensés d’ordre de 467,52 ug EC/mg E, 117,56 ug
EAG/mg E et 114,22 ug EC/mg E, respectivement, en particulier au niveau de la fraction acétate
d’éthyle et au niveau de la fraction n-butanol (436,58 ug EC/mg E, 84,48 ug EAG/mg E et 37,74
Mg EC/mg E). L’extrait eau-méthanol par décoction posséde un taux considérable en
polyphénols, en flavonoides et en tanins d’ordre de 74,55 ug EAG/ mg E, 49 ng EC/ mg E et
15,89 nug EC/ mgE, respectivement, par rapport a 1’extrait eau-méthanol préparé par macération
qui montre des taux faibles en polyphénols (51,39 pug EAG/ mg E), en flavonoides (35,9 ug EC/
mg E) et en tanins condensés (0,59 pg EC/ mg E).

D’aprés les travaux de Lachkar et al., (2022), I’extrait éthanol contient une teneur élevée en
flavonoides, en polyphénols et en tanins condensés de I’ordre de 457,98 mg QE/g E, 96,99 mg
GAGI/gE et 50,27 mg CE/gE, respectivement. Dans une autre étude réalisée par Eddahhaoui et
al., (2018), révélent que I’extrait de méthanol présente un taux élevé en polyphénols et en
flavonoides de I’ordre de 97,74 mg GAG/g E et 39,13 mg QE/g E, respectivement et faible teneur
en tanins condensés de I’ordre de 1,97 mg CE /g E. De plus, Nakhla et al., (2023), montrent que
I’extrait de méthanol a révélé un taux éleve en polyphénol 116, 209 mg GAE/g de poids sec et

une faible teneur en flavonoides 2,313 mg GAE/g de poids sec.

La composition et la quantité des métabolites secondaires peuvent étre influencer par divers

facteurs notamment le temps, la température et la méthode d’extraction ainsi que la polarité de
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solvant utilisé (Ncube et al., 2008). De plus, plusicurs études ont montré que I’utilisation de
solvants organique permet d’extraire un maximum de composés phénoliques (Trabelsi et al.,
2010)

Les composeés phénoliques sont responsables de diverses activités biologiques, dont I’activité
antioxydante (Alvarez-Jubete et al., 2010), Dans ce cadre, nous avons évaluée 1’activité
antioxydante des différents extraits de Chamaerops humilis en utilisant deux méthodes, le test de

piégeage des radicaux libres DPPH et le test de réduction du fer (FRAPP).

Les résultats obtenus concernant la mesure de 1’activité antioxydante montre que tous les extraits
préparés a partir de C. humilis possédent une activité antioxydante puissante. La fraction acétate
d’éthyle a révélé une forte activité antioxydante avec une valeur de 1Cso de I’ordre de 8,35 pg/mL
par rapport aux autres extraits. Cependant cette activité reste plus faible a celle de I’acide

ascorbique (0,39 pg/ mL).

Nos teneurs restent plus importantes que celle enregistrés par Belhaous et al., (2017), qui ont
trouvé des valeurs de 1Cso de I’ordre de 0,12 ; 0,53 et 1,37 mg/mL pour les exraits acétate
d’éthyle, n-butanol et I’extraits aqueux, respectivement. Elles sont également supérieures aux
teneurs déterminées par Gongalves et al., (2018), qui ont enregistré une valeur ICso de I’ordre de

0,346 mg/mL pour I’extrait eau-méthanol des feuilles C. humilis.

Concernant I’activité réductrice du fer, les résultats obtenus ont signalé que la fraction acétate
d’éthyle posséde une forte activité réductrice du fer avec une valeur de ECso de I’ordre de 52,31
pg/mL par rapport & la fraction n-butanol et I’extrait eau-méthanol par décoction qui ont
enregistré des valeurs de ECso de I’ordre de 284,11 et 388,15 pug/mL, respectivement. Par contre,
I’extrait eau-méthanol par macération n’a pas enregistré une forte activité réductrice du fer.
Néanmoins, cette activité reste relativement faible a celle des contrdles positifs I’acide ascorbique
(17,51 pg/mL) et le BHA (24,19 ug/).

Nos résultats restent supérieurs aux resultats obtenus par Belhaous et al., (2017), qui ont
déterminé des valeurs de ECso de I’ordre de 0,19 mg/mL pour I’extrait acétate d’éthyle et de 0,62
et 0,90 mg/mL pour les extraits n-butanol et aqueux. Nos résultats sont également supérieurs aux
résultats obtenus par Eddahhaoui et al., (2018), ou ECsg de I’extrait méthanol des feuilles de
Chamaerops humilis est de 1’ordre de 0,599 mg /mL.
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Le pouvoir antioxydant puissant déterminé pour les fractions acétate d’éthyle et n-butanol des
feuilles de Chamaerops humilis est principalement lié a leur teneur élevée en composés
phénoliques notamment les flavonoides, et les polyphénoles qui sont caractérisés par leurs

groupements hydroxyles capables de neutraliser les radicaux libres (Lachkar et al., 2022b).

Les composés phénoliques sont des antioxydants trés puissants, en raison de leur capacité a
neutraliser les radicaux libres et a réduire ou chélater les ions de transition. L’activité
antioxydante des flavonoides réside dans leur pouvoir a céder un atome d’hydrogéne a partir de
leur groupement hydroxyle et a capturer les radicaux libres en créant une molécule stable (RH) et
un radical flavoxyle (FLO*) moins réactif. Ce dernier subit & une modification de structure par
résonance et redistribution des électrons impairs sur le noyau aromatique, produisant des

molécules moins réactives par rapport aux radicaux libres (R¢) (Adjdir,2022).

Enfin, pour I’activité antidiabétique, nous avons évalué in vitro ’effet des quatre extraits de

Chamaerops humilis sur I’activité de I’a-amylase et la capacité d’adsorption au glucose.

Les résultats obtenus montrent que la fraction acétate d’éthyle posseéde une activité inhibitrice
plus élevée par rapport a la fraction n-butanol avec des valeurs de ICso de I’ordre de 8,62 et 12,48
pg/ mL, respectivement. Plus la valeur de 1Cso est faible, plus les extraits testés présentent une
activité antidiabétique plus élevée, ce qui nous permit de constater que les extraits des feuilles de

Chamaerops humilis possedent une activité antidiabétique considérable.

Les résultats obtenus par Lachkar et al., (2022b), qui ont montré que I’extrait éthanol et 1’ extrait
aqueux (décoction) présentent une forte inhibition de I’a-amylase avec des valeurs de 1Cso de
8,90 et 17,81 mg/mL respectivement. Dans une autre étude, Attaallah et al., (2021), révélent que
I’extrait aqueux des racines de Chamaerops humilis inhibe 1’a-amylase avec une valeur de 1C50
de 4,34 mg/mL.

En ce qui concerne le test de la capacité d’adsorption au glucose, les résultats obtenus ont révélé
que cette capacité est proportionnelle a la concentration du glucose et la durée incubation, Nous
avons remarqué que 1I’ensemble des extraits des feuilles de Chamaerops humilis montrent un taux
d’adsorption au glucose considérable et similaire qui varie entre 1,81 et 1,70 mMol/g a 100 mMol

du glucose et aprés 3h d’incubation.
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Aucun travail scientifique n’a été réalisé sur 1’effet de Chamaerops humilis sur la capacité

d’adsorption au glucose.

Selon Lachkar et al., (2022b), I’effet hypoglycémiant des extraits de Chamaerops humilis
pourrait dd a sa teneur en minéraux. En particulier, le potassium, le zinc et le calcium sont
essentiels pour améliorer la tolérance au glucose et contribuent indirectement a la gestion du
diabete de type 2. De plus, le calcium joue un rdle crucial dans la libération de I’insuline par les

cellules B des 1lots de Langerhans.

L’o-amylase et I’a-glucosidase sont des enzymes digestives responsables de la dégradation et
I’absorption intestinales des sucres, et peuvent étre inhibées par des produits naturels tels que les
terpenoides, les alcaloides, les polysaccharides, les composés phénolique et les flavonoides. Ces
derniers sont les meilleurs inhibiteurs de ces enzymes. L’inhibition de I’a-amylase est fortement
influencée par la structure chimique des flavonoides, le nombre de cycles et la position de leurs

groupes hydroxyles dans la molécule (Adjdir, 2022).
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Conclusion

Afin de découvrir de nouvelles approches thérapeutiques pour le traitement de différentes
affections, notamment le diabete, Nous nous sommes intéressés a une analyse phytochimique
qualitative et quantitative des extraits des feuilles de Chamaerops humilis, récoltées dans la
région de Ain Tallout wilaya de Tlemcen, ainsi qu’a la recherche et a 1’évaluation in vitro de

leurs activiteés biologiques, en particulier I’activité antioxydante et antidiabétique.

L’analyse phytochimique qualitative a mis en évidence la présence des tanins catéchiques, des
flavonoides, des composes réducteurs, des saponines et des quinones libres, ainsi que 1’absence
des terpénoides et des alcaloides dans les différents extraits de Chamaerops humilis. Concernant
le dosage des composés phénoliques (les polyphénols totaux, les flavonoides et les tanins
condensés) les extraits ont révélé la richesse de cette plante en ces composés, qui pourraient étre a
I’origine de leur activité antioxydante puissante, notamment les fractions acétate d’éthyle et n-
butanol. Ainsi que ces deux fractions révélent une forte activité inhibitrice sur a-amylase avec
ICso d’ordre 8,62 et 12,48 pg/mL respectivement et faible effet sur 1’adsorption au glucose varie
entre 0,73 et 1,81 mM/g.

A la lumiére de ces résultats préliminaires, il serait préférable d’approfondir cette étude par la

réalisation des recherches qui portent sur :

+ Choix d’autres solvants et d’autres méthodes d’extraction pour améliorer le rendement
d’extraction et extraire le maximum des métabolites secondaires.

+ Effectuer des études sur d’autre partie de la plante (fruit, pulpe, racine et les graines).

+ Extraction et identification de nouveaux composés actifs de cette plante a 1’aide de
techniques d’analyse (CCM; HPLC ; RMN...).

+ Evaluer I’activité antioxydant in vitro par d’autre test tels que le test de blanchiment du B-
caroténe et ORAC (Oxygen Radical Absorbance Activity), et in vivo a travers la mesure
de I’activité des enzymes antioxydants tels que Superoxyde dismutase et catalase.

+ Evaluer in vivo Deffet de ces extraits sur I’hyperglycémie chez les rates diabétiques.

+ Recherche d’autre activité biologiques tels que Dactivité antiinflammatoire, ’activité
anticancéreuse, ’activité antimicrobienne...

+ Analyser la toxicité de cette plante.
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