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Introduction

De nos jours, beaucoup de recherches scientifiques sont axées sur la compréhension
de fagon continue les progrés des produits chimiques bioactifs a base de plantes
(LATTANZIO et al., 2009 ; BANERJEE et al., 2011 ; RUSSELL et DUTHIE, 2011).
Les plantes sont non seulement évaluées comme source importante pour la nourriture
humaine et I'alimentation des animaux, elles sont également estimées en tant que remedes
naturels pour traiter divers troubles de santé (GULZAR et al., 2014).

Les estimations de 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) rapportent que, plus
de 80 % de la population mondiale, surtout dans les pays sous-développés, ont recours aux
traitements traditionnels et aux plantes médicinales pour satisfaire leurs besoins en matiére
de santé et de soins primaires (EDDOUKS et al., 2007). Les remedes naturels et surtout a
base de plantes médicinales, ont été pendant longtemps le principal, voire I’'unique recours
de la tradition orale pour soigner les pathologies, en méme temps que la matiere premiere
pour la médecine moderne (OULD EL HADJ et al., 2003).

A l'instar d'autres contrées du monde, en Algérie, la phytothérapie constitue une
partie intégrante de la culture locale, la population est dépositaire depuis de longues dates
d’un savoir endogene qu’elle a acquis de fagon empirique a travers les générations. De plus,
sa situation géographique et sa diversité climatique ont permis le développement d'une flore
tres riche et trés diversifiée, qui a été utilisé depuis des temps immémoriaux pour traiter
plusieurs maladies (BOUASLA et BOUASLA, 2017). En effet, la flore algérienne compte
plus de 5000 taxon entre especes, sous especes, variéteés et hybrides (DALI YAHIA, 2017).
Cependant , une étude floristigue de CHEHMA et DJEBAR, (2008) au Sahara Algérien
montre que durant les 5 années (2000 — 2005), ils ont inventorié 130 especes divisées en 44
vivaces et 66 éphémeéres appartenant a 40 familles. De Plus, ces plantes contiennent des
composés phytochimiques importants ayant des activités biologiques intéressantes,
pratiqués traditionnellement par la population locale tant sur le plan pharmaceutique,
alimentaire que domestique, et effectué également pour diverses fonctions (AHMAD et al.,
2015).

Par ailleurs, au cours des derniéres années, nouveaux polysaccharides provenant de
diverses sources ont mérité I'attention des chercheurs pour un large éventail d'applications

dans les industries alimentaire, pharmaceutique et autres (BARSETT et al., 2005). Les
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polysaccharides végétaux ont des activités biologiques diverses, a savoir des activites
antitumorales, antioxydantes, antivirales, anticoagulantes, anti-compléments, anti-
inflammatoire, antiulcéreuses, et hypoglycémiantes (BOUAL et al., 2015). Les gommes
sont principalement composées de polysaccharides de haut poids moléculaire, ils sont
constitues d'aldohexoses, d'aldopentoses et d'acides uroniques reliés entre eux par des
liaisons glycosidiques (MOLAEI et JAHANBIN, 2018). A titre d’exemple, I’étude de
GASHUA et al. (2016) sur la gomme arabique montre qu’elle contient des polysaccharides
de type arabinogalactane (galactose 45.3%, arabinose 24.9%).

A cet égard, il est essentiel d'identifier de nouvelles sources de polysaccharides a
partir de plantes poussant dans des conditions climatiques extrémes et défavorables
(PETERA et al.,2015). De surcroit, le criblage de polysaccharides provenant de plantes du
Sahara Algérien caractérisées par des conditions édaphiques et climatiques tres restrictives
(tres faibles précipitations et températures annuelles moyennes élevées) a suscité un grand
intérét pour I'exploration. En effet, ils accumulent des polysaccharides pour retenir I'eau et
constituer une réserve énergétiqgue (CHOUANA et al., 2017).

Alhagi maurorum Boiss (Fabaceae) est parmi les plantes sahariennes du genre
Alhagi. Elle est utilisée dans la médecine traditionnelle en tant que reméde contre les
douleurs rhumatismales, la bilharziose, les troubles hépatiques et pour divers troubles gastro-
intestinaux (AWAAD et al., 2006). L’huile de ses fleurs et feuilles est utilisée pour le
traitement des hémorroides, de la migraine et des verrues, 1’extraits de ses racines est utilisé

pour agrandir l'uretere et pour enlever les calculs rénaux (AHMAD et al., 2015).

Récemment, des études ont prouvé qu’Alhagi maurorum Boiss contient des
métabolites comprenant flavonoides, acides gras, coumarines, glycosides, stérols, stéroides,
résines, vitamines, alcaloides, polysaccharides, tanins, stérols insaturés et triterpenes
(HAMED et al., 2012). Néanmoins, aucune étude sur les polysaccharides et leurs activités
biologiques, ne porte sur la gomme de cette espéce. En effet, des aspects relatifs a la
valorisation pharmacologique et médicinale de cette gomme mériteraient d’étre mieux
connus, considérant I'intérét potentiel qu'elles peuvent avoir, si bien entendu ’on tient
compte de leur usage traditionnel.

Dans ce contexte, 1’objectif de notre travail vise a extraire et étudier les

polysaccharides hydrosolubles extrait de la gomme d’Alhagi maurorum Boiss (récoltee a la
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région de Sahara algérien de wilaya d’Illizi), de leur composition biochimique et de tester
leur activité antidiabétique, qui sera basé sur leur pouvoir a inhiber I'activité enzymatique
d'a-p-glucosidase.

Le manuscrit est organisé en trois chapitres. Le premier chapitre porte sur un apergu
sur les polysaccharides, décrive les polysaccharides végétaux et des études antérieures sur

leurs activités biologiques.

Le second chapitre du manuscrit s’intitule « méthodologie de travail » et traite des
différentes techniques expérimentales mises en ceuvre au cours de ce travail en décrivant les
principales étapes d’extraction de polysaccharides hydrosolubles a partir de la gomme
d’Alhagi maurorum Boiss, en déterminant leurs compositions biochimiques et en
caractérisant les résidus glycosidiques par CCM. Ainsi une étude biologique d’extrait

polysaccharidiques concernant 1’activité antidiabétique.

Le troisieme chapitre regroupe les principaux résultats obtenus, suivi d’une
discussion
et enfin, une conclusion générale qui portera sur une lecture attentive des différents résultats

obtenus et des perspectives qui sont un ensemble de réflexions achévent ce travail.
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Chapitre I.- Apercu général sur les polysaccharides.

Le présent chapitre traite quelques généralités sur les polysaccharides et leurs activités

biologiques.

1.1.-Généralités

Au cours de ces dernieres années, les polysaccharides ont recu une attention particuliére,
vu a leur large éventail d'application, y compris le développement de nouveaux médicaments
et produits de santé (XU et al., 2018). Non seulement mais aussi ils sont avéerés avoir
certaines fonctions bénéfiques, comme les effets anticancéreux, anti-inflammatoires et
hypoglycémiques (CHANG, 2002 ; JIANG et al., 2010 ; L1 et al., 2011).

Ces polymeéres présentant les composés organiques les plus abondants sur terre
constituant environ la moitié du carbone organique. Les polysaccharides sont définis comme
des macromolécules d'hydrates de carbone polymériques constitués de longues chaines des
unités de monosaccharides reliées entre eux par des liaisons glycosidiques et / ou combinées
avec différentes chaines ramifiées. lls varient en structure chimique de polymeres linéaires
a ramifiés. Ils sont donc trés volumineux et different non seulement par la nature de leurs
monosaccharides composants, mais également par la longueur de ses chaines et leurs

quantités de ramifications (NIE et al., 2018).

Plusieurs critéres peuvent classer ces macromolécules, telles que la base de leurs
structures, leurs compositions chimiques, leurs solubilités, leurs sources et leurs
applications. En termes de composition chimique, les polysaccharides sont classés en deux
grandes catégories, les homopolysaccharides et les hétéropolysaccharides, en fonction de
leurs unités de construction de monosaccharides, le polysaccharide est appelé
homopolysaccharide ou homoglycane lorsque tous les monosaccharides sont du méme type,
tels que la cellulose. Ils sont souvent nommes pour l'unité de sucre qu'ils contiennent, par
exemple les glucanes qui sont composés des unités de glucose liées entres eux, et les
mannanes qui sont aussi composés des unités de mannose reliées entre eux. Mais les
polysaccharides ils sont appelés hétéropolysaccharides ou hetéroglycanes lorsque plus d'un
type de monosaccharide est présent, comme la pectine. (LEE, 2012 ; BELITZ et al., 2004 ;
NIE, 2006).

En termes de leurs sources, les polysaccharides sont présents chez tous les étres vivants
- ils peuvent étre trouvés dans les plantes, les animaux et les micro-organismes. En fonction
de leurs roles fonctionnels, ils peuvent étre distingués dans: les substances de réserve

énergeétique (par exemple I'amidon ou l'inuline dans les plantes, le glycogéne chez les
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Chapitre I.- Apercu général sur les polysaccharides.

animaux), les éléments structuraux conservant la forme mécanique et la rigidité des cellules
vivantes (cellulose, hémicellulose et pectine dans la paroi cellulaire végétale, chitine dans
les exosquelettes des arthropodes) et des éléments liant I'eau (agar, pectine et alginates dans

les végétaux, mucopolysaccharides chez les animaux) (POLI et al., 2011).
1.2.-Polysaccharides végétaux

Environ 99% des polysaccharides naturels totaux se trouvent dans les plantes et les
Iégumes qui représentent par conséquent une source renouvelable majeure de ces polymeéres
exploitables a des fins différentes (PERSIN et al., 2010). Parmi les principaux abondants
polysaccharides dans les plantes et les légumes sont I'amidon, la cellulose et les
hémicelluloses, inuline et pectines, qui grace a leurs propriétés physico-chimiques utiles
parmi lesquelles: le pouvoir émulsifiant, la viscoélasticité, la conformation poly-
électrolytique, I'adhérence, la biocompatibilité, etc., généralement sont exploité dans les
domaines d'application susmentionnés. En outre, plusieurs autres polysaccharides ayant des
structures et des propriétés différentes sont continuellement isolés et sont étudiés en fonction
de leurs caractéristiques et de leur potentiel d'emploi dans plusieurs secteurs industriels
(POLI et al., 2011).

1.2.1.-Polysaccharides de réserve

Pour les polysaccharides de réserve, il est décrit I’amidon, fructanes et la gomme de

guar.
1.2.1.1.-Amidon

L'amidon est un polysaccharide bon marché et abondant constitué le composant
principal de diverses cultures, et il a été largement appliqué dans beaucoup d'industries, telles
que la nourriture, cosmétique, pharmaceutique, etc. (DANG et al., 2006). L'amidon est un
biopolymeére synthétisé sous forme granulaire par les plantes vertes et se compose deux
éléments principaux, a savoir amylose linéaire avec o (1—4) p-glucopyranose et
amylopectine ramifiée avec squelette a (1-4) D glucopyranose et 5-6% des liaisons a (1-6)
(PEREZ et BERTOFT, 2010).

1.2.1.2.-Fructanes
A c6té de I'amidon et le saccharose, les fructanes sont naturellement présents dans

de nombreuses plantes (dont certaines sont consommees) comme hydrates de carbone de
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Chapitre I.- Apercu général sur les polysaccharides.

réserve. lls sont présents chez environ 15% d'espéces végétales en fleurs, ainsi que dans des
bactéries et des champignons (RITSEMA et SMEEKENS., 2003).

Les fructanes sont des polysaccharides d'origine naturelle constitués de chaines
linéaires de résidus de fructose, qui contiennent généralement une fraction de glucose lié a
molécule de saccharose a I'extrémité réductrice (VAN DEN ENDE et al., 2002).

En genéral, il existe deux types fondamentaux de fructanes, I'inuline et le lIévane, qui
sont déterminés par le type de liaison fructosyle des résidus de fructose. L'inuline porte la
liaison B (2— 1) fructosyl-fructose, tandis que le lévane a la liaison B (2— 6). L'inuline se
rencontre principalement dans les plantes dicotylédones, mais le lévane est plus
communément présent dans les plantes monocotylédones et les bactéries (DOGSA et al.,
2013 ; VALLURU et VAN DEN ENDE, 2008).

1.2.1.3.-Gomme de Guar

La gomme de guar est une dérivée des graines de, Cyamopsis tetragonoloba, I’un de
la famille des Leguminosae (WHISTLER et HYMOWITZ, 1979 ; KAY,1979 ; PREM et
al.,2005), est principalement un polysaccharide de haut poids moléculaire de
galactomannanes, qui sont des chaines linéaires composés de -p-mannopyranosyles (1 —
4) avec des résidus a-p-galactopyranosyles (1 — 6) liés comme chaines latérales. La gomme
de guar ressemble a la gomme de caroube en étant composée essentiellement du polymeére
glucidique complexe du galactose et du mannose, mais avec des proportions différentes de
ces deux monomeres. Il est rapporté que la farine de guar est utile comme additif pour

améliorer la résistance de certaines qualités de papier (MUDGIL et al., 2014).
1.2.2.-Polysaccharides de structure

Concernant les polysaccharides de structure on a abordé quelques types tell que la

cellulose, hémicellulose, pectines.
1.2.2.1.-Cellulose

La cellulose est le polysaccharide le plus abondant dans la nature, qu'elle connue
dans plusieurs industries, telles que I’industrie papetiére et I’industrie agroalimentaire
(TASHIRO et KOBAYASHI, 1991). La cellulose est le principal polymeére de la paroi
cellulaire qui apporte un soutien a la plante, est un polysaccharide linéaire non ramifié

insoluble constitué de résidus de p-glucose liés par des liaisons glycosidiques B (1—4),
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associés a d'autres chaines de cellulose par liaison hydrogéne et forces de Van der Waals.
Les chaines de cellulose se sont unies pour former des microfibrilles, qui sont des structures
hautement cristallines et insolubles, chacune d'environ 3 nm de diameétre, chimiquement
stables et résistantes a I'attaque enzymatique. Ces microfibrilles constituent le noyau de la
paroi cellulaire végétale. Un tiers de la masse totale de la paroi cellulaire est de la cellulose
(SMOLE et al., 2005).

1.2.2.2.-Pectines

Les pectines représentent une famille exceptionnelle de polysaccharides de la paroi
cellulaire avec des structures et des fonctions extraordinaires, mais pas encore complétement
connues. Elles sont formées de résidus d'acide p-galacturonique liés en o (1—4)
(MOHNEN, 2008). Les classes structurelles des polysaccharides pectiques comprennent
trois catégories a savoir I'nomogalacturonane (HG), le rhamnogalacturonane | (RG-I) et le
rhamnogalacturonane Il (RG-11) (CAFFALL et MOHNEN, 2009).

Le poids moléculaire de la pectine est varié de 25 000 a 50 000 Daltons, chaque
chaine contenant plus de 200 résidus d'acide galacturonique. La pectine peut étre dissoute
dans I'eau et existe principalement dans la paroi centrale et primaire ; certains sont méme

présents dans le cytoplasme ou la vacuole (DU et al., 2002).

Chez les plantes, les pectines remplissent des fonctions biologiques importantes :
croissance, développement, morphogenese, défense, adhésion cellule-cellule, structure des
parois, signalisation, expansion cellulaire, porosité des parois, fixation des ions, régulation
des enzymes de croissance et croissance des tubes polliniques, I'hydratation des graines,
I'abscission des feuilles et le développement des fruits (MOHNEN, 2008).

1.2.2.3.-Hémicellulose

L'hémicellulose fait référence a une famille de glycanes de reéticulation dans les
parois cellulaires végétales primaires, et la majorité d'entre eux sont des polysaccharides
neutres (GORSHKOVA et al., 2010). Ils sont un type de polysaccharides hétérogénes et se
comprennent principalement les xylanes, les glucomannanes, les arabinanes, les galactanes
et les glucanes. La diversité des héemicelluloses provient: a) des constituants du sucre, qui
comprennent principalement le glucose, le xylose, le mannose, le galactose, I'arabinose, le
fucose, l'acide (4-O-méthyl) glucuronique et I'acide galacturonique ; b) la position des
liaisons glycosidiques et la conformation entre les monosaccharides ; ¢) les groupes / chaines
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secondaires, la distribution et les liens. De telles complexités structurelles et de composition

aboutissent a des applications précedemment inapercues (LI1U et al., 2015).

1.2.2.4.- Gomme arabique

La gomme arabique est I'une des polysaccharides amphiphiles les plus utilisés dans
I'industrie alimentaire (REINER et al., 2010 ; WILLIAMS et al., 2009). Elle est un
polysaccharide complexe, ramifié, neutre ou Iégerement acide, obtenu sous la forme d'un sel
mixte de calcium, de magnésium et de potassium (ANDERSON et STODDART, 1966).

Les caractéristiques de la gomme arabique peuvent varier de fagon significative selon
I'origine géographique et I'adge des arbres, les conditions climatiques, I'environnement du sol
et méme la place de I'exsudat sur I'arbre (IDRIS et al., 1998, ISLAM et al. 1998).

1.3.-Activités biologiques des polysaccharides

Des études in vivo et vitro confirment que les polysaccharides ne sont pas seulement
des ressources énergeétiques et/ ou structurelles, mais jouent également un réle biologique
important dans de nombreuses activités de la vie (NIE et al., 2018) ; telles que les effets
antitumoraux (XIE et al., 2013 ; ZHU et al., 2016), antioxydants (LI et al., 2015 ; TSENG
et al., 2008), antidiabétiques (LIU et al., 2013), anticoagulants (WIJESINGHE et al.,
2011), et immunostimulants (JEONG et al., 2015 ; YONGXU et JICHENG, 2008). Ces
Activités dépendent fortement de leur conformation structurelle, telle que la masse molaire,
le degré de ramification, et la distribution des chaines latéraux sur le squelette (NIE et al.,
2018).

L’activité antidiabétique est I’'une des activités biologiques la plus connue chez les
polysaccharides des plantes (DIAO et al., 2011), ces polysaccharides sont utilisés comme
agents thérapeutiques pour le diabéte sucre (JIANG et al., 2013 ; XU et al., 2015).

KIHO et al. (2000) ont rapporté que les polysaccharides extraits de champignon
Tremella aurantia a un effet hypoglycémiant, elles augmenter I'activité du glucose kinase,
de I'hexokinase, de la 6-phosphate déshydrogénase, tout en réduisant I'activité de la glucose-
6-phosphatase.

In vivo, ZHU et al. (2014) ont congu une expérience pour étudier les effets
hypoglycémiques hypolipidémiants du polysaccharide issu de Ganoderma atrum (PSG-1)
sur des rats diabétiques de type Il, ainsi que les effets protecteurs et les mécanismes

probables de la PSG-1 sur la néphropathie diabétique, les lésions hépatiques induites par le
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diabete et la dysfonction endothéliale dans I'aorte de rat diabétique. Les résultats ont indiqué
que PSG-1 a un potentiel pour le traitement de I'hyperglycémie, I'hyperlipidémie,
I'nyperinsulinémie et la résistance a l'insuline, ainsi qu'un effet protecteur sur les lésions

rénales dans le diabéte de type II.

L'activité anti-inflammatoire des polysaccharides est principalement due a
I'inhibition de I'expression des chimiokines et des facteurs d'adhésion, ainsi que I'activité des

enzymes clés dans le processus inflammatoire (CHEN et al., 2016).

Selon CHENG et al. (2010), un polysaccharide extrait de racines de Bupleurum
smithii var. parvifolium pourrait inhiber la production de NO et d'IL-6, d'IL-1p et de TNF-a
induites par le lipopolysaccharide.

Une récente étude d'apres HWANG et al. (2011), trouvent qu’un polysaccharide
sulfaté extrait de 1’algue brune Sargassum hemiphyllum a non seulement inhibé la sécrétion
de cytokines inflammatoires induites par le lipopolysaccharide, mais également réduit les
expressions de 'ARNm de iNOS, IL-B et COX-2.

WU et al. (2010) ont rapporté que le polysaccharide isolé du champignon de
I'aiguille d'or pouvait réduire significativement les niveaux cellulaires CD4+ et CD8+ et les
niveaux de la molécule d'adhérence anti-intercellulaire et la myélopéroxydase dans le sérum

des rats brdlés, tout en augmentant la production de cytokine IL-10.

In vivo, hétérofucane provenant de la variété Lobophora non seulement diminuait le
TNF-a sérique, mais diminuait également les cellules infiltrées dans la membrane synoviale
chez les rats atteints d'arthrite induite par le zymosan, ce qui indiquait une activité anti-
inflammatoire (PAIVA et al., 2011).

Des études montrent des polysaccharides sulfatés de leur importance dans l'activité
anticoagulante, parmi lesquelles : le mannogalactane sulfaté d'Agaricus brasilensis, la
pectine de citrus et le glycoglucuronomannan ont montré des activités anticoagulantes

antithrombotiques.

En plus, CAl et al., (2016), rapportent avec les fractions polysaccharidiques (GSP-
1, GSP-2 et GSP-3) obtenues a partir des racines de Gentianascabra Bunge une activité

anticoagulante plus élevée et devraient étre appliquées en clinique.

En outre, de nombreux extraits de polysaccharides provenant de plantes ont été

rapportés comme étant d'excellents antioxydants naturels (NIE et al., 2018).

9



Chapitre I.- Apercu général sur les polysaccharides.

WANG et JIANG, (2010) montrent que les polysaccharides extraits des feuilles de
marier, montrant des propriétes antioxydantes et de bons effets antibactériens contre certains

agents pathogénes communs tels que B. subtilis, E. coli et S. aureus.

WANG et al. (2012) ont récemment démontré que le polysaccharide, isolé a partir

de Zizyphus jujube cv. Shanbeitanzao, a une activité antioxydante définie.

Comme mentionné dans un rapport de LIU et al. (1997) la teneur en protéines dans
les extraits de polysaccharides semble contribuer a un effet de piégeage direct sur les

radicaux superoxyde et hydroxyle.

LIU et NG. (2004) ont démontré pour la premiére fois la présence de dérivés de
I'acide gallique et de polysaccharides comme principes antioxydants majeurs de I'extrait
aqueux de fleurs roses, reflétés dans la capacité a inhiber la peroxydation lipidique dans les

homogénats de rats et de reins.

Beaucoup de recherches in vitro montrent que le polysaccharide pourrait non
seulement inhiber la croissance des cellules cancéreuses par l'arrét du cycle cellulaire
directement, mais il pourrait également induire I'apoptose des cellules cancéreuses, qui sont
un mécanisme possible de son activité antitumorale (NIE et al., 2018). Certes, les
polysaccharides provenant de médicaments traditionnels, tels que Angelica sinensis (JIN et
al., 2012), Cyclocarya paliurus (Batal.) Lljinskaja (XIE et al., 2013), C. militaris (ZHANG
etal., 2010), Oldenlandia diffusa (YANG et al., 2010), et Glycyrrhiza (CHEN et al., 2013a,
b, ¢) sont susceptibles d'inhiber la prolifération des cellules Hela. De plus, les effets
antiprolifératifs, qui peuvent également étre associés a l'induction de I'apoptose via la voie
mitochondriale, impliquant des expressions changeantes de la protéine de la famille Bcl et
de l'activation de la protéine caspase, augmentant la concentration intracellulaire de Ca*?, et
modulation de la transduction de signalisation PI3K / AKT (CAO et al., 2010, KIM et al.,
20104, b, ¢, ZHU et ZHANG, 2013).

Les polysaccharides de Tricholoma matsutake (YOU et al., 2013), Codonopsis
pilosula (YANG et al., 2013a, b) et Lentinus polychrous. Lev (THETSRIMUANG et al.,
2011) ont montré une antiprolifération notable sur A549 (un type de cellules cancéreuses
pulmonaires). ZHU et SONG (2006) ont découvert que le polysaccharide provenant du
ginseng pouvait inhiber la croissance de A549 par l'arrét du cycle cellulaire en phase GO /
Gl.
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Les cellules A549 traitées avec une fraction polysaccharidique de Coixlachryma-jobi
L. formaient des rides sur la surface cellulaire et présentaient des microvillosités plus minces,
des saillies augmentées et une synthése accrue de la caspase-3 et de la caspase-9 (LU et al.,
2013)

Le polysaccharide isolé d'Armillaria mellea pourrait induire une perturbation du
cycle cellulaire dans la phase de GO / G1, et pourrait également activer la protéine caspase-
3 et la protéine caspase-9 des cellules A549 (WU et al., 2012b).

Une multitude d'études ont montré que les polysaccharides des plantes sont
considérés comme des sources d'énergie et des substances bioactives importantes dans de
nombreux processus de la vie. Cela a été largement étudié pour analyser la structure et les
meécanismes bioactifs des polysaccharides sur les maladies. Les diverses influences curatives
de l'augmentation des polysaccharides naturels ont été étudiées, et méme utilisées dans des
thérapies cliniques (WANG et FANG, 2005).

1.4.-Polysaccharides issus du genre Alhagi

JIAN et al. (2012) ont pu d'isoler des polysaccharides acides a partir de manne
Alhagi sparsifolia, qui est préparée a partir des sécrétions des feuilles. De plus, grace a
I'analyse par électrophorese capillaire a haute performance, ils ont constaté que sa structure
moléculaire était composée de mannose, de glucose, de galactose et d'acide galacturonique
avec un rapport molaire de 1,1:1,9:3,9:2,1. La chaine principale était composée de —4) B-p-
GalpA-(1—4) B-o-GalpA-(1—4) B-o-Galp-(1—4) B-o-Galp-(1—6) a-p-Glcp-(1—4) o-p-
Glcp-(1—, Alors que la chaine latérale est composée de— 6) a- p-Glcp et 2-CH3-a-p-Man.
Dans un autre rapport de JIAN et al., (2014), ont été mentionné 11 polysaccharides isolés
de la manne d’alhagi avec des structures et des poids moléculaires différents. Ils n'ont pas
discuté comment la manne d’alhagi est produit par la plante Alhagi sparsifolia. Des
polysaccharides ont également été trouvés dans les graines et les parties épigées d’Alhagi
persarum. Le produit d'hydrolyse a montré la présence de glucose, de rhamnose, de
galactose, de mannose, de xylose et darabinose (RAKHIMOV et
DZHUMAMURATOVA, 1993).

GONCHAROV et al. (2001) ont isolé une fraction polysaccharidique a partir de
manne d’Alhagi maurorum Boiss dont la composition monosaccharidique est de galactose,
de l'arabinose et des acides uroniques. Cependant comme il s’est avéré qu’aucun travail

n’avait jamais été réalisé sur les polysaccharides de la gomme de cette espece.
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Chapitre I1.- Méthodologie de travail.

I1.1.-Principe d’étude

La présente étude est portée sur I'extraction et la caractérisation des polysaccharides
hydrosolubles contenants dans la gomme d'Alhagi maurorum Boiss, a travers la mesure des
parametres biochimiques de la teneur en oses totaux, oses neutres, oses acides, oses réducteurs,
protéines et polyphénols. De méme, une analyse qualitative d'oses constitutifs par la méthode
de chromatographie sur couche mince sera effectuée, de parallele I'étude d’activité biologique
des polysaccharides issus dont I'activité antidiabétique.
11.2.-Matériel d’étude

Le matériel d’étude regroupe les produits, I’appareillage et le matériel biologique.
11.2.1.-Matériel biologique

Alhagi maurorum Boiss (Syn.= Alhagi mannifera Desv., Alhagi pseudalhagi,
Hedysarum alhagi L.), est un sous-arbrisseau vivace, epineux et ligneux (TACKHOLM, 1974
; BOULOS, 2000) qui appartient du genre Alhagi (Fabaceae) (MARASHDAH et
FARRAJ,2010) et étant la meilleure source de nourriture pour les chameaux, dont s'appelle
parfois Agool, Agul, Shoak el-gamal, et camelthorn (HAMED et al., 2012).

11.2.1.1.-Description botanique

Alhagi maurorum Boiss, est un arbuste a racines profondes, rhizomateuses et pérennes,
qui peuvent s'étendre de 6 a 7 pieds dans le sol (AL-SNAFI, 2015). 1l pousse rapidement grace
a la multiplication végétative a partir de rhizomes vigoureux. Ses fleurs sont courtes,
ressemblent a des pois, de nombre 2 & 6, et de 8-9 mm de longueur, les pétales sont de couleur
magenta a rose, d'épines alternes qui apparaissent le long de chaque ramification (GULZAR et
al., 2015).

Les observations macroscopiques indiquent que les racines sont trapues, cylindriques,
tortueuses, pivotantes, de 3 a 7 cm de longueur, de 0,2 a 1 cm de diamétre, les surfaces sont
rugueuses, irrégulierement striées longitudinalement, montrant souvent des racines latérales.
Les feuilles sont simples, alternes, elliptiques, de 0,5 a 1,0 cm de longueur et de 0,2 4 0,5 cm de
largeur. Les gousses sont brun rougeétre et mesurent de 3 a 4 cm de longueur, elles sont divisées
en articles par des constructions entre chaque graine (SRIVASTAVA et al., 2014 ; GUPTA et
al.,2008).
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CHAKOU, 2017
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Figure 01.- Plante d'Alhagi maurorum Boiss (Fabaceae) région d’Illizi
Algérie.

11.2.1.2.- Dénominations vernaculaires internationales

Arabe: Shook, Aqool, Shook El Jamal, Shprim, Lehlah.
Anglais: Camel thorn bush, Caspian manna, Persianmanna.
Francais: alhagi des Maures.

Allemagne: Kameldorn, Manna,Mannastrauch.

Inde: Bharbhara, Jawasa.

Italien: Lupinella alhagi, Manna di Persia.

Afrique du Sud: Kameeldoringbos, Volstruisdoring (AL-SNAFI, 2015).
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11.2.1.3.- Situation botanique (AL-SNAFI, 2015).

Regne : Plantae

-»| Embranchement : Spermatophyta

Sous-embranchement : Angiospermae

»| Classe : Dicotyledonae

Ordre : Fabales

I_.| Famille : Fabaceae

.| Sous-famille : Faboideae

Genre : Alhagi

»| Espece : Alhagi maurorum Boiss

11.2.1.4.-Répartition écologique et géographique

Les plantes d'Alhagi se rencontrent souvent dans les zones séches a de faibles
précipitations, a forte salinité et d’alcalinité (GULZAR et al., 2015). La sensibilité des plantes
de Fabaceae (A titre d’exemple, les Alhagi) a la salinité est considérable (BERNSTEIN et
PEARSON, 1956 ; MUHAMMAD et al., 2015). En particulier, la tolérance d’Alhagi
maurorum Boiss a la salinite (KURBAN et al.,1999 ; KURBAN et al., 1998 ; MUHAMMAD
et al., 2015). Cette plante est d’originaire d'Afrique du Nord, du Moyen-Orient et de I'Europe
du Sud-Est. Elle a également été trouvé dans de vastes régions y compris I'Asie (Afghanistan,
Arménie, Azerbaidjan, Bahrein, Chine, Inde, Iran, Irak, Palestine, Jordanie, Kazakhstan,
Koweit, Liban, Mongolie, Pakistan, Arabie Saoudite, Syrie, Tadjikistan, Turquie,

Turkménistan, Emirats arabes unis, Ouzbékistan et Yémen) (LI et al.,2010;LIU et
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ADILLA,1991); I’Afrique (Algérie, Egypte, Libye, Niger, Soudan et Afrique du Sud);
Amérique du Nord (USA); I’Europe (Chypre, République tchéque et Fédération de Russie) et
I’Australie (AHMAD et al., 2015).

11.2.1.5.-Phytochimie

Les travaux de certains auteurs sur les especes d’Alhagi ont révélé la présence d’une
large gamme de composés phytochimiques biologiquement actifs tels que les phénols, les
flavonoides, et les polysaccharides ainsi que différents minéraux essentiels, les protéines et les
lipides (MUHAMMAD et al., 2015), les coumarines, alcaloides et vitamines (AWAAD et
al.,2011). Des nombreux métabolites secondaires ont été isolés a partir de I'extrait méthanolique
de parties aériennes d'Alhagi maurorum Boiss, comprenant du B-sitostérol, de I'acide trans-
cinnamique, de l'acide p-coumarique, 4 acide -hydroxybenzoique, 3’-O methylorobol, méthyl
B-p-glucopyranoside, B-sitostérol-3-O-pB- p-glucopyranoside et quercétine -3-O-B-p-
glucopyranoside (AHMAD et al.,2009). Les mémes auteurs, ont également signalé la présence
des agents antioxydants, notamment I'isorhamnétine-3-O-[-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)] -B-o-
glucopyranoside, le3'-O méthylorobol et la quercétine 3-O-B- p-glucopyranoside (AHMAD et
al., 2010).

Les graines d'Alhagi maurorum Boiss contenaient 22-25% d'huile végétale comprenant
des acides gras saturés et insaturés (WEBER et al., 2007). Cependant, la tige est riche en huiles
essentielles, le néophytadiéne (39,3%) étant le composant principal, ainsi que de nombreux
autres, y compris la trans-p-ionone (5,4%), la 6,10,14-triméthyl-2-pentadécanone (5,2%),
I'actinidiolide (4,9%) et le nonacosane (4,3%). De plus, il a été noté que les feuilles et les tiges
contenaient du tétracosane, du driménol, de l'eicosane, de l'octadécane, du squaléne et du
docosane comme composants volatils de I'huile essentielle (SAMEJO et al., 2012). La teneur
totale en phénol et flavonoides dans I’Alhagi maurorum Boiss a révélé la plus forte
concentration de flavonoides et de phénols, en particulier dans I'extrait I'éthanolique (AL-
JABER et al.,2011). Dans une étude, six glycosides flavonoides a été isolée a partir de I'extrait
éthanolique d'Alhagi maurorum Boiss. Les structures des composés chimiques dans I'extrait ont
été identifiées comme le kaempférol, chrysoériol, isorhamnétine, chrysoériol-7-O-xylosoid,
kaempferol-3-galactorhamnoside et isorhamnétine3-O-B-p-apio-furanosyle (1-2) B-o-

galactopyranoside en utilisant differentes techniques spectroscopiques (AWAAD et al., 2006).
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Récemment, HAMED et al. (2012) ont rapporté l'isolement de trois nouveaux
glycosides triterpéniques de type oléanane, ainsi que quatre terpénoides connus a partir des
racines. LAGHARI et al., (2011) ont montré la présence de lupéol, principale composant de

I'écorce de racine.
11.2.1.6.- Place d'Alhagi maurorum Boiss dans la médecine traditionnelle

Alhagi maurorum Boiss est utilisé en médecine traditionnelle en tant que purgatif,
diaphorétique, expectorant et diurétique (MARASHDAH et AL-HAZIMI, 2010). Ses fleurs
sont utilisées pour traiter les hémorroides, la migraine et les verrues. L'huile essentiel des
feuilles est utilisée dans le traitement des rhumatismes (VIJENDRA et KUMAR, 2010).
L’extrait de ses racines est utilisé pour détendre l'uretére et pour enlever les calculs rénaux
(AHMAD et al., 2015). En Iran, la décoction de cette plante est utilisée pour le traitement de
la jaunisse, coupe-faim, diurétique, fébrifuge (AMIRI et al., 2014). L'exsudat de feuilles et
des branches d'A. Maurorum est utilisée une fois par jour pour purifier le sang et comme
expectorant (BADSHAH et HUSSAIN, 2011). Différentes maladies comme le rhumatisme, la
bilharziose, les troubles gastriques et les infections de la vessie sont censées étre traité par
Alhagi maurorum Boiss en médecine traditionnelle (ATTA et ABO EL-SOOUD,2004). En
Chine, la plante est utilisée pour le traitement des rhumatismes et le cancer, alors que la
sécrétion d'une partie aérienne de la plante, appelée « manne », est utilisé pour traiter les maux
de téte (LI et al.,2010). En Palestine, la plante est utilisée pour soigner les problemes du
systeme urinaire et des problémes rénaux (ALI-SHTAYEH et al.,2000).

11.2.1.7.-Activités biologiques

De nombreux études pharmacologiques rapportent des activités biologiques tres
intéressantes d’Alhagi maurorum Boiss a savoir 1’activité anti-inflammatoire, antimicrobienne,
antiulcérogéne, antidiarrhéique, antioxydante, antifongique, diurétique, antivirale, antitumorale
et anti hépatotoxique (AHMAD et al., 2015 ;SUTHAR et al., 2016).
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11.2.1.7.1.-Activité antioxydante

La fraction phénolique extrait des racines d’Alhagi maurorum Boiss montre une activité
antioxydante et des propriétés antiplaquettaires efficaces en réduisant I'oxydation des groupes
thiol, l'autoperoxydation des lipides et la peroxydation lipidique provoquée par le peroxyde
d'hydrogene ou par thrombine dans le plasma et les plaquettes sanguines humain. C’est pourquoi
elle peut étre utile comme facteur naturel de protection contre les maladies associées au stress
oxydatif. (OLAS et al., 2015).

11.2.1.7.2.-Activité antimicrobienne et antifongique

L’extrait éthanolique a partir de feuilles d’Alhagi maurorum Boiss a révéle une activité
antimicrobienne significative contre les bactéries Gram négatif, Gram positif, les champignons
unicellulaires et filamenteux (ZAIN et al., 2012)

Les extraits d'hexane et méthanolique des parties aériennes d’Alhagi maurorum Boiss
ont présenté des activités antimicrobiennes. En effet, I'extrait méthanolique a donné une activité
élevée contre les souches bactériennes pathogénes par rapport au 1’extrait hexanique. Par
conséquent, cette plante est une source potentielle de médicaments antibactériens (ABDEL
RAHMAN et al., 2011).

11.2.1.7.3.-Activité antiulcérogene

L'administration répétée par voie orale d’extrait éthanolique des parties aériennes
d’Alhagi maurorum Boiss chez des rats a provoqué une diminution significative de l'indice

d'ulcération et réduit la gravité des Iésions gastriques (AWAAD et al., 2006).

L'extrait aqueux d’Alhagi maurorum Boiss a exerce des effets antiulcéreux marqués
dans deux modeéles d’ulcérogenése : ulcéres provoqués par 1’éthanol et ulceres de stress de
contrainte par immersion dans 1’eau chez le rat. En effet, chez les rats ulcérés par I'immersion
dans l'eau, I’extrait a augmenté le pH et réduit la teneur en acide gastrique. De plus, I’extrait n'a
montré aucun signe de toxicité ou de mortalité allant jusqu'a 10 g / kg par voie orale chez la
souris. De ce fait, I'extrait aqueux d’Alhagi maurorum Boiss a des effets protecteurs et
antisécrétoires importants sur la muqueuse gastrique chez les rats (GHARIBNASERI et
MARD, 2007).
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Chapitre I1.- Méthodologie de travail.
11.2.1.7.4.-Activité diurétique

L’administration d’une seule dose d’extrait méthanolique d’Alhagi maurorum Boiss par
voie orale a montré un effet diurétique significatif. Effectivement, il a augmenté I'excrétion
urinaires d’électrolytes (sodium, potassium, chlorure). Tandis que leur administration répétée

provogue une augmentation considérable la diurése (ATTA et al., 2010).

11.2.1.7.5.-Activité anti hépatotoxique

Pour I’évaluation de I’activité anti hépatotoxique, I’extrait éthanolique de plante entiére
d’Alhagi maurorum Boiss a des différentes doses a été administré pendant 7 jours chez des
lapins intoxiqués par le paracétamol. Les résultats ont indiqué que I'extrait & une dose de 500
mg /kg peut protéger les lésions hépatiques induites par le paracétamol. Cette activité a été
confirmée par des études histopathologiques (REHMAN et al., 2015)

11.2.1.7.6.-Activité antitumorale

L’activité antitumorale d’extraits d'Alhagi maurorum Boiss ont été évaluées in vitro au
niveau cellulaire et moléculaire dans des lignées de cellules cancéreuses humaines en citant,
carcinome pulmonaire a grandes cellules, mélanome amélanotique, adénocarcinome rénal,
lignée cellulaire cancéreuse du sein et du prostate hormonodépendante, évalués en comparaison
avec une lignée cellulaire normale. Les résultats ont montré que I’extrait étudié possédait une
activité antitumorale en inhibant de la prolifération cellulaire de ces lignées cancéreuses (SAID
etal., 2014).

11.2.1.7.7.-Activité anti-inflammatoire

L’extrait aqueux de parties aériennes d'Alhagi maurorum Boiss a exerce des effets anti-
inflammatoires chez la souris. En effet cet extrait permet de réduire significativement 1’cedéme
de la patte de la souris induit par le formol par une diminution de I’inflammation par rapport au
Diclofénac. De ce fait, I'extrait aqueux d'Alhagi maurorum Boiss peut étre utile dans la

protection contre les maladies inflammatoires (NEAMAH, 2012).

18



Chapitre I1.- Méthodologie de travail.
11.2.1.7.8.-Activité antidiarrhéique

L'administration d’extrait méthanolique d'Alhagi maurorum Boiss par voie orale a une
dose de 200 mg / kg chez le rat a montré un effet antidiarrhéique significatif contre la diarrhée
induite par I'huile de ricin. Cependant, & Des doses plus élevées (> 3,2 mg.ml™) I’extrait a
provoqué un effet dépresseur (ATTA et MOUNEIR, 2004).

11.2.1.7.9.-Activité antivirale

L'activité antivirale d’extrait méthanolique des parties aériennes d’Alhagi maurorum
Boiss a été étudiée vis-a-vis du développement d'une souche de virus de la fievre aphteuse (type
O) in vitro. Les essais antiviraux ont révélé que 1’extrait réduire I'infectiosité du virus d'au moins
2 x 3,5 log. Par conséquence, Ces résultats appuient I'utilisation d’extrait méthanolique d’4/hagi
maurorum Boiss en tant que source de composé antiviral naturel pour protéger les animaux
contre la fievre aphteuse (SHAKIBA et al., 2016).

11.2.2.-Produits et appareillage utilisés.

L’ensemble des produits chimiques, dans le cadre de ce travail sont stockés a 1’abri de
la lumiéere et en atmosphere inerte. L’origine et la pureté des réactifs et des solvants utilisés au
cours de ce travail sont décrits dans I’annexe 06. Ainsi, I’origine et le type d’appareils sont

présentés dans I’annexe 07.
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Chapitre I1.- Méthodologie de travail.

11.3.-Méthodes d’étude

La présente partie porte sur la méthode de récolte et conservation, 1’extraction des
polysaccharides, l'analyse de la composition biochimique de I'extrait polysaccharidique,

I’identification des résidus glycosidiques et enfin I'étude de leur ‘activité antidiabétique.
11.3.1.-Meéthode de récolte et conservation

La gomme d'Alhagi maurorum Boiss de notre étude a été récoltée a la région aride de la
wilaya d’Illizi, Algérie au mois de décembre 2017, transportée au laboratoire de recherche,
broyée et conservée dans une boite a un endroit frais et sec a I’abri de la lumiére, a la température

ambiante avant d’étre analysée.

CHAKOU, 2017

Figure 02.-La gomme d'Alhagi maurorum Boiss (Fabaceae) région
d’llizi Algéria.

Le processus de formation de la gomme est expliqué dans la figure au-dessous (fig.03).
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Chapitre I1.- Méthodologie de travail.
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Figure 03.-Schéma représente la formation de gomme (BOUAZIZ et al., 2016).

11.3.2.-Extraction des polysaccharides hydrosolubles de la gomme d'Alhagi maurorum

Boiss

Une quantité de 10 g de broyat de la gomme, a été macéré dans 100 ml d'eau distillée,
sous une agitation douce pendant 6 h et a température ambiante. Le mélange a été centrifuge a
3500 rmp/15 min pour éliminer la partie insoluble dans I'eau (le culot), tandis que le surnageant
est concentré sous pression a l'aide d'un rotavapeur (RANA et al., 2009). Apres l'ajout de 3
volumes d'isopropanol 95% (L1U et al., 2016), les polysaccharides ont été précipités sous forme
d'un précipité nuageux. Le culot récupéré, a été dissous a nouveau dans l'eau distillée (50ml)
(BISHO et al., 2013), puis additionné avec 3 volumes d'acétone et gardé a 4°C pendant 24
heures (LEVANDER et al., 2001), puis centrifugé a 3500 rmp pour 15 mn avant d’étre lavée 3
fois aussi avec l'acétone (YANHUA et al., 2015). Apreés I'évaporation de I'acétone a l'air libre,

I'extrait obtenu est conservé dans une boite de pétri et représenté I'extrait brut de.
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[ 10g de gomme broyée ]
[ Culot ] Macération (eau distillée 2 T°amb., 6 h).
Centrifugation (3500 rmp/15 mn).
[ Surnageant ]

Concentration (rotavap).

[ Concentrat ]
Précipitation
Résidus -
0,
d’isopropanol (3 vol isopropanol 95%).
Centrifugation (3500 rmp,15 mn).
[ Culot ]

Dissolution (eau distillée 50 ml).

Extrait ]

Repécipitation (3 vol acétone75%, 24h,
T°4°C).
Centrifugation (3500 rmp,15 mn).

[
|
[ Culot
|
[

Lavage x 3 (acétone75%).
Centrifugation (3500 rmp,15 mn).
Séchage (a I’aire libre).

Résidus
d’acétone

Résidus
d’acétone

Extrait brut

Figure 04.- Différentes étapes de 1’extraction des polysaccharides du gomme d’Alhagi maurorum

Boiss (RANA et al., 2009 ; LIU et al., 2016 ; BISHT et al., 2013 ; LEVANDER et al., 2001 ;
YANHUA et al., 2015).
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11.3.3.-Calcul du rendement d’extraction

Le rendement massique d’extraction, est un rapport entre la masse de ’extrait brut

obtenu et la masse de la matiére de depart. 1l se calcule comme suit (DIALLO et al.,2004) :

oids sec d'extrait brut
P 9 100

Rend t [ %) =
endement massique (%) poids de matiére séche (g)

11.3.4.- Analyse de la composition biochimique de I'extrait polysaccharidique

La composition de I’extrait brut de polysaccharides porte le dosage des oses totaux, le

dosage des oses neutres, le dosage des oses acides et le dosage des protéines et des polyphénols.
11.3.4.1.-Dosage des oses totaux

La teneur en oses totaux, est déterminée selon la méthode de DUBOIS et al. (1956).
11.3.4.1.1.-Principe

C'est la méthode colorimétrique jusqu'ici le plus largement répandue pour la
détermination de la concentration en hydrate de carbone dans les solutés (DUBOIS et al.,
1956).Le principe de base de cette méthode est que les hydrates de carbone, lorsgqu'ils sont
déshydratés par réaction avec de I'acide sulfurique concentré, produisent des dérivés du furfural.
Une autre réaction entre les dérivés du furfural et le phénol développe une couleur jaune-orange
détectable. Ensuite, I'absorption de la lumiere a 490 nm est enregistrée sur un spectrophotometre.

11.3.4.1.2.-Préparation des réactifs et des solutions

v' Préparation de la solution de I’extrait polysaccharidique de la gomme d’Alhagi

maurorum Boiss 0,01%

Afin de préparer la solution de I’extrait polysaccharidique, 10 mg de 1’extrait brut
polysaccharidique de la gomme d’Alhagi maurorum Boiss a été dissous dans 100 ml d’eau

distillée puis gardée a 4°C.
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Chapitre I1.- Méthodologie de travail.

v Préparation de la solution du phénol 5%

La solution est préparée avec 1g du phénol dans 20ml d'eau distillée selon la méthode
de DUBOIS et al, (1956) modifiée.

v Préparation de la solution mére de glucose 0,01%
La préparation est effectuée par 0,01g du glucose dans 100ml d'eau distillée.

v Préparation de la gamme d'étalonnage du glucose 0,001% a 0,01% selon DUBOIS

et al. (1956).
Tableau I.- Gamme d’étalonnage de glucose.
Blanc  0,001%  0,002%  0,005%  0,008%  0,01%
Eau distillée (ml) 1 0,9 0,8 0,5 0,2 0
Glu 0.01% (ml) 00 0,1 0,2 0,5 0,8 1
Concentration (mg/l) 00 10 20 50 80 100

11.3.4.1.3.-Mode opératoire

e Dans des tubes a essai en verre, déposer 200 ul d’échantillon ;

e Ajouter 200 pl de la solution du phénol a 5% ;

e Agiter le mélange pendant 30 secondes ;

e Ajouter rapidement 1ml d'acide sulfurique concentré ;

¢ Incuber le mélange réactionnel au bain Marie a 100 °C pendant 5 minutes ;

e Dans un bain de glace at a I'obscurité, laisser le mélange réactionnel pendant 30 minutes ;

e Mesurer la densité optique a 490 nm contre le blanc par un spectrophotomeétre UV Visible.

11.3.4.2.- Dosage des oses acides

Le dosage des oses acides a été effectue par la méthode au méta-hydroxydiphényle
(MHDP) mise au point par BLUMENKRANTZ et ASBOE-HANSEN (1973).
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Chapitre I1.- Méthodologie de travail.

11.3.4.2.1.- Principe

Il s’agit d’une méthode rapide, sensible et spécifique pour quantifier les acides
uroniques et dont les interférences des hexoses et des pentoses sont faibles, le principe est basé
sur la formation d’un composé chromophore due & une transformation des acides uroniques par
déshydratation en dérivés du furfural dans un milieu fortement acide comme 1’acide sulfurique
et a chaud, ces dérivés peuvent se condenser avec les phénols comme le méta-hydroxydiphényle
(m-HDP) conduit a une couleur rose dont I’absorbance est mesurée a 520 nm
(BLUMENKRANTZ et ASBOE-HANSEN, 1973). La coloration est améliorée en présence
du borate (ROGER, 2002). Le dosage est réalisé par rapport a des solutions étalons allant de
0,001% a 0,01% d'acide galacturonique (BLUMENKRANTZ et ASBOE-HANSEN, 1973).

11.3.4.2.2.-Préparation des réactifs et des solutions

v Lasolution de m-HDP a été préparée par I’ajout d’une solution a 0,15% de m-HDP
dans 0,5% de NaOH. Cette solution est conservée a 4°C et a l'abri de lumiére.

v' Lasolution de tétraborate de sodium (borax)/acide sulfurique a été préparée dans un
bain de glace et sous agitation magnétique par dissolution de 0.095g de borax a 0,0125
M dans 20 ml I'acide sulfurique concentré. Cette solution est gardée a 4°C et a 1’abri
de lumiere.

v' Lasolution mere d'acide galacturonique 0,01% a été préparée par dissolution de 10 mg
d’acide galacturonique dans 100 ml d’eau distillée.

v" La gamme d’étalonnage de I'acide galacturonique de 0,001% a 0,01% a été préparée

selon le tableau 1l
Tableau I1.- Gamme d’étalonnage d’acide galacturonique

Blanc  0,001%  0,002%  0,005%  0,008%  0,01%

Eau distillée (ml) 1 0,9 0,8 0,5 0,2 0
Gal A. 0.01% (ml) 00 0,1 0,2 0,5 0,8 1
Concentration (mg/l) 00 10 20 50 80 100
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11.3.4.2.3.- Mode opératoire
e Dans des tubes a essais propres, placer 200 pl de I’extrait polysaccharidique ou de
I’étalon ;
e Ajouter 1,2 ml de la solution borax/acide sulfurique ;
e Agiter les tubes ensuite les placer dans un bain-marie & 100°C pendants 5mn ;
e Apres refroidissement dans un bain de glace, introduire 20 pl de solution de m-HDP ;
e Agiter les tubes, une coloration rose se développe apres 5mn ;

e Lire I’absorbance a 525nm a la spectroscopie UV Visible.
11.3.4.3.- Dosage des oses neutres

Les oses neutres sont doses par une méthode colorimétrique mis en point par
MONSIGNY et al. (1988).

11.3.4.3.1.-Principe

C’est une méthode simple et pratique permet des dosages précises avec de petits
échantillons (20pul) de sucres neutres (MONSIGNY et al., 1988). Elle est basée sur l'une des
propriétés des sucres : leur pouvoir de former dans les acides forts des composés type furfural
qui réagissent facilement pour donner des dérives colorées (PANSU, 1992). Le résorcinol réagit
avec les dérivés du furfural pour donner une couleur jaune brune dont 1’absorbance est mesurée
a 430 ou 480 nm, cette méthode est adaptée aux microplaques pour faciliter le dosage des oses
neutres (MONSIGNY et al., 1988). Le dosage est réalisé par rapport a des solutions étalons
allant de 0,001% a 0,01% de glucose (tableau I).

11.3.4.3.2.-Préparation des réactifs et des solutions

v Préparation de résorcinol
La solution de résorcinol a 0,6% a été préparée par 1’ajout de 50 ml d’eau distillée dans

0,3g de résorcinol et maintenue a 4°C dans I'obscurité
11.3.4.3.3.-Mode opératoire

e Placer 200 ul de I’extrait polysaccharidique ou de I’étalon dans des tubes a
essais propres ;

e Introduire 200 pl de la solution de résorcinol ;
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e Ajouter 1 ml d’acide sulfurique 95% ;

e Mettre les tubes au bain marie a 90°C, pendant 30 mn ;

e  Apres refroidissement dans un bain de glace pendant 30 mn a 1’abri de la
lumiére ;

e Lire I’absorbance a 480 nm a la spectroscopie UV Visible.
11.3.4.4.-Dosage des oses reducteurs

La teneur en oses réducteur est déterminée par la méthode de WAFFENSCHMIDT et
JAENICKE, (1987).

11.3.4.4.1.- Principe

Le dosage des oses réducteurs se fait par un test colorimétrique qui basé sur la réduction
de cuivre. Le L-sérine avec le Cu*? formant un complexe L-sérine/Cu*? qui est réduit en L-
sérine/Cu”* en présence d’une extrémité réductrice. L'acide 2,2'-bicinchoninique (BCA) en
solution alcaline forme un complexe pourpre avec des ions Cu* dont I’absorbance est mesurée
a 540 nm. Le dosage est effectue par rapport a des solutions étalons préparées a partir d’une
solution mere de 0,01 g/l ( WAFFENSCHMIDT et JAENICKE, 1987).

11.3.4.4.2.-Préparation des réactifs et des solutions

Réactif A Réactif B

6,35 gde NaHCO:3 ; 2,429 de Na,COs et 194,2

_ o 124,8 mg de CuS0O4,5H,0 et 126,2 mg de L-
mg de 4,4’-dicarboxy-2,2’-biquinoline sont

_ . sérine sont dissous qsp 100 mL d’eau milli-Q.
dissous gsp pour 100 mL d’eau milli-Q.

Ces deux réactifs sont conservés séparément a 4 C° a I’abri de la lumiere, leur durée de

conservation est de 3 a 4 semaines.
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v Préparation de la gamme d'étalonnage du glucose 0,002% a 0,02%

Tableau I11.- Gamme d’étalonnage de glucose
Concentration 0,002% 0,005% 0,01% 0,015%  0,02%
Solution mere de Glu (ul) 0,1 0,25 0,5 0,75 01
Eau distillée (ml) 0,9 0,75 0,5 0,25 00

11.3.4.4.3.-Mode opératoire

e Dans des tubes a essai introduire 200 pL d’échantillon avec 800 puL d’eau distillé ;

e Ajouter 500 pL de réactif A+B (v/v) fraichement mélangé ;

e Incuber le mélange réactionnel dans un bain marie a 100 C° pendant 15 minutes ;

e Laisser refroidi par un passage de 5 a 10 minutes dans un bain d’eau a la température
ambiante ;

e Lire I’absorbance a 540 nm a la spectroscopie UV Visible.
11.3.4.5.- Dosage de polyphénols

Le dosage de polyphénols a été réalisé suivant la méthode de Folin-Ciocalteu décrit par
SINGLETON et ROSSI (1965).

11.3.4.5.1.-Principe

Les composeés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés
par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés
avec un glucide (BOIZOT et CHARPENTIER, 2006). Le principe de dosage des phénols
totaux est basé sur les capacités réductrices des complexes ioniques polymériques formés a partir
des acides phosphomolybdiques (H3PMo012040) et phosphotungstique (HzPW12040), les
constituants de réactif de Folin-Ciocalteu par les composes phénoliques. Il en résulte la
formation des complexes bleus de tungsténe et de molybdéne qui accompagnent 1’oxydation des
composés phénoliques et sont stabilisés par I’addition de carbonate de sodium (NaCO?3) et dont
I’absorbance est mesurée a 765 nm (DIF et al., 2015). Le dosage des phénols totaux est effectué
par la comparaison de I’absorbance observée a celle obtenue par un étalon d’acide gallique de

concentration connue (SINGLETON et ROSSI, 1965).
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11.3.4.5.2.-Préparation de réactifs et solution
v Solution mére d'acide gallique :
Elle a été préparée par la dissolution de 100mg d'acide gallique dans 100 ml d’eau distillée
v Réactif de Folin-Ciocalteu dilué 1/10
Il a été préparé par I’ajout de 1 ml de réactif dans 9 ml d’eau ultra pure.
v" Solution de carbonate de sodium 20%

Elle a été préparée par la dissolution de 12g de carbonate de sodium (poudre) dans 60 ml

d’eau distill¢e.
v" La gamme étalon d’acide gallique
Tableau 1V : Gamme d’étalonnage d’acide gallique.

Blanc 0,10% 0,15% 0,20% 0,25%  0,30% 0,35%

Eau distillée (pl) 1 90 85 80 75 70 65
Gal A. 0,1% (ul) 00 10 15 20 25 30 35
Concentration (mg/l) 00 100 150 200 250 300 350

11.3.4.5.3.-Mode opératoire

e A l’aide d’une micropipette introduire 100 pl d’extrait polysaccharidique ou d’étalon
dans des tubes a essais ;

e Ajouter ensuite 500 ul du réactif de Folin-Ciocalteu dilué 1/10 ;

e Mélanger bien et les laisser reposer 10mn ;

e Ajouter 2 ml de carbonate de sodium 20% ;

e Agiter bien puis incuber & une température de 40°C et a I’obscurité pendant 30 min ;

e Lire I’absorbance a 765 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre UV-Visible.
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11.3.4.6.-Dosage des protéines
La teneur en protéines se fait par un dosage colorimétrique décrit par BRADFORD (1976)
11.3.4.6.1.-Principe

Elle est considérée comme une méthode rapide et précise pour l'estimation de la
concentration en protéines est essentielle dans de nombreux domaines de I'étude des protéines.
Elle est devenue la méthode préférée pour quantifier la protéine dans de nombreux laboratoires.
Le principe de base de cette méthode est basé sur l'association de résidus d'acides aminés
spécifiques, I'arginine, la lysine et I'histidine, avec des groupes non conjugués de colorant bleu
brillant Coomassie G-250 dans un milieu acide (BRADFORD, 1976). Les liaisons des protéines
avec le bleu de Coomassie entrainent un changement de couleur conduisant & un changement
de spectre d’absorption de 465 nm a 610 nm, et la couleur bleue du complexe bleu de
Coomassie-protéine est généralement mesurée a 595 nm pour son rendement maximal.
Cependant, les variations résultant de la méthode de Bradford peuvent étre dues a 1) la
composition en acides aminés de chaque protéine cible, c'est-a-dire le pourcentage d'arginine
dans la protéine cible ; 2) des concentrations d'échantillon supérieures a 100 pg / ml - 1000 pg /
ml (LOZZI et al., 2008) ; et 3) le pH des tampons ou des types de détergents utilisés (LU et
YIAO, 2010).

11.3.4.6.2.- Préparation des réactifs et des solutions
v' Préparation de la solution mere de sérum albumine bovine (BSA) 0,01%
La solution est préparée a partir de 0,01g de BSA dissous dans 100 ml d'eau distillée.
v Préparation de la gamme étalon de BSA 0,001% a 0,01%
Tableau V: Gamme d’étalonnage de BSA.

Blanc  0,001% 0,002% 0,005% 0,008% 0,01%

Eau distillée(ml) 1 0,9 0,8 0,5 0,2 0
BSA 0,01%(ml) 00 0,1 0,2 0,5 0,8 1
Concentration(mg/l) 00 100 200 500 800 1000
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v Préparation de la solution de bleu de Coomassie

e Dans 12,5 ml d'éthanol dissoudre 25 mg du Bleu de Coomassie.

e Ajouter 25 ml d'acide phosphorique.

e Diluer la solution obtenue a un volume finale de 250 ml.
11.3.4.6.3.- Mode opératoire
e Dans des tubes a essai en verre introduire 200 pl de I'échantillon ou I'étalon ;
e Ajouter 2 ml de bleu de Coomassie ;
e Apreés agitation, faire chauffer les échantillons au bain Marie a 37°C pendant 30 minutes ;
e Ensuite apreés refroidissement a température ambiante pendant 20 min ;
e Lire la densité optique a 595 nm par un spectrophotometre UV-Visible.
11.3.5.-Caractérisation des résidus glycosidiques

Les polysaccharides peuvent étre composés de différents monosaccharides. Il existe
différentes facons d'analyser la composition en monosaccharide, parmi lesquelles la
chromatographie sur couche mince (CCM) (RUTHES et al., 2015). Cependant cette méthode
implique une étape d’hydrolyse (FELLER et al., 1991; KHARBADE et JOSHI, 1995; RUIZ,
2005).

11.3.5.1.-Hydrolyse acide des liaisons glycosidiques
11.3.5.1.1.-Principe

Le principe consiste a hydrolyser 1’échantillon a analyser par un acide. La
dépolymérisation peut étre conduite avec des acides de forces et de concentrations variables
sous diverses conditions opératoires (température, temps de réaction) selon la nature et la
structure du polysaccharide (RUIZ, 2005;). Pour cela en utilisant en général I'acide
chlorhydrique, sulfurique ou trifluoroacétique (TFA) a des températures élevées. Plus
récemment, le TFA est devenu l'acide de choix pour la plupart des analyses d'hydrates de
carbone en raison des avantages importants: son efficacité a hydrolyser les liaisons

glycosidiques sans entrainer une destruction importante des composants monosaccharides
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résultants (BOUAL et al., 2012; KHARBADE et JOSHI, 1995) , sa rapidité (temps de réaction
court) (FENGEL et WEGENER, 1979) sa volatilit¢ (EMAGA et al., 2012 ; MORRISON et
STEWART, 1998), ce qui minimise son interférence avec les procédures subséquentes
(BOUAL et al., 2012).

11.3.5.1.2.-Mode opératoire (BOUAL et al., 2012; KHARBADE et JOSHI, 1995)

e Placer dans un flacon a vis de petit volume, 1ml de TFA de 2M;

e Ajouter a 25mg d’extrait brut polysaccharidique, et on le laisse dans I’étuve a 110°C
pendant 4h;

o Refroidir le flacon au bain de glace ;

e Verser I'hydrolysat dans I'Eppendorf étiqueté ;

e Centrifuger a 4000g pendant 15mn et récupérer le surnageant sur des boites pétries en
Vverre;

e Additionner quelgues gouttes de méthanol ;

o Déposer les boites de Pétri dans un dessiccateur sous vide pendant 24h ;

e Apres évaporation et séchage total de I'nydrolysat, ajouter 500 pl de I'eau distillée ;

e Récupérer les hydrolysats dans des tubes.
11.3.5.2.-Chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince (CCM) est I'une des techniques de séparation les
plus populaires et les plus utilisées en raison de sa facilité d'utilisation, de sa rentabilité, de sa
sensibilité élevée, de sa vitesse de séparation et de sa capacité a analyser simultanément
plusieurs échantillons (GRILLINI, 2006).

11.3.4.2.1.-Principe

Le principe de base de la CCM, est que I'échantillon est appliqué sous la forme d'un petit
point ou d'une petite strie a I'origine marquée de la phase stationnaire supportée sur une plaque
de verre, de plastique ou de métal. Le solvant de I'échantillon peut s'‘évaporer de la plague qui
est ensuite placée dans une cuve fermée contenant un fond peu profond de phase mobile au fond.
La phase mobile se déplace a travers la phase stationnaire par des forces capillaires. Les
composants du mélange d'échantillons migrent a des vitesses différentes au cours du mouvement

du mobile en phase a travers la phase stationnaire. Lorsque la phase mobile a parcouru une
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distance appropriée, la plaque est retirée de la cuve et le front de solvant est marqué. La phase
mobile est évaporée de la plaque en séchant la plaque a température ambiante, par circulation
d'air forcée, ou dans un four chauffé. Parfois, plus d'une technique de détection est utilisée pour

assurer la détection de tous les composants du mélange (JORK et al., 1990 ;1994).
11.3.5.2.2.-Mode opératoire

Pour la présente étude, la phase stationnaire est une plague chromatographique en gel de
type 60 F 254 de 0.25 mm d’épaisseur est utilisée a I’aide de trios systémes de separation (A ;
B et C) (VIDANARACHCHI et al., 2009). Le systeme A est constitué de : acétate d’éthyle,
pyridine, n-butanol, acide acétique, eau dans les proportions de (5-4-10-2-4). Pour le systeme B
est: chloroforme, n-butanol, méthanol, acide acétique, eau dans les proportions de (4,5-12,5-5-
1,5-1,5). Le systeme C est contient de : acétonitrile, acétate d’éthyle, propanol, eau dans les
proportions de : (8,5-2-21,5). Le réactif de Nigrum est utilisé comme révelateur des spots
(PAULSEN et al., 2002).

v" Préparation des plaques chromatographiques

Pour chaque type de systeme, les phases stationnaires sont des plaques en gel de silice
prétes a I'emploi de type Silica gel 60 F 254 de 0,25mm d'épaisseur, sur feuille d’aluminium.
Une ligne de dépdt est tracée a 1,5 cm du bas de la plaque, puis activée dans 1’étuve a 100°C
pendant 10mn. Une fois activée, la plaque est préte pour le dép6t des échantillons (BOUAL et
al., 2013).

v' Préparation des cuves chromatographiques

La préparation des cuves est realisée selon la méthode d’AUDIGIE et al. (1995),
modifi¢e. Dans une cuve étanche la phase mobile est versée a une hauteur de 0,5 cm d’environ,
et laissée fermée hermétiquement pendant 24h pour assurer la saturation maximale de
I’atmosphere en vapeur de la phase mobile. Cette saturation a pour but de limiter 1’évaporation

de la phase mobile depuis la cuve chromatographique.
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v" Préparation de NIGRUM

Le réactif de Nigrum est utilisé comme révélateur des spots spécifiques des glucides,
tous d’abord la préparation de la solution se fait selon la méthode de GHEBREGZABEIER et
al. (1976) suivante :

Deux solutions A et B sont initialement prépareées :

» Solution A : 2g de diphénylamine est ajoutés a 50 ml d'acétone dans 1’agitateur.

» Solution B : 48 ml d'acétone complété jusqu'a 50 ml par I'aniline.

Apres que les deux solutions A et B sont mélangees, 10 ml d'acide orthophosphorique a 85%
est ajouté a la solution obtenue.

v Dépodt des hydrolysats et des étalons

10 mg de chaque ose étalon dont (acide galacturonique, acide glucuronique, arabinose,
galactose, glucose, mannose, rhamnose et xylose) est dissous dans 1 ml d'eau distillée (BOUAL
et al., 2011). Les solutions sont déposées a l'aide d'un applicateur, en utilisant une micropipette
de 10 pl (AUDIGIE et al.,1995).

v Développement des plaques

Les plagues sont placées dans des cuves en verre contenant le solvant. La cuve
recouverte d’une plaque de verre est inclinée de fagon a ce que le solvant n’atteigne pas le bas
de la plaque a développer. On laisse 1’atmospheére de la cuve se saturer en vapeurs de solvant.
Apres un temps, la cuve est redressée et le solvant entre en contact avec le bas de la plaque
(SEVERIN, 1967). On arréte le développement au moment ou le front du solvant arrivera a
1cm du bord supérieur, les plaques sont retirées doucement et le front du solvant est marqué
avec un crayon (DELATTRE, 2005). Puis elles sont ensuite séchées a I’air libre et révélées par
le NIGRUM a I’aide d’un pulvérisateur. Les plaques sont incubées a 1’étuve a 105°C jusqu’a

I’apparition des spots colorés (ou taches) environ 15min (BOUAL et al., 2011).
11.3.5.2.3.-Calcul des facteurs de rétention (rapport frontal des spots)

La determination de composition des extraits en monosaccharides se fait par calcul de
facteur de rétention. La valeur Rf est un moyen pratique pour exprimer la position de la

substance sur une plaque développée (GRILLINI, 2006). Il est calculé comme le suivant :

34



Chapitre I1.- Méthodologie de travail.

La distance parcourue par la substance

la distance parcourue par le solvant

11.3.6.-Activité antidiabétique

Le diabéte sucré est un groupe de maladies métaboliques caractérisées par une
hyperglycémie résultant de troubles de la sécrétion d'insuline, de I'action de I'insuline ou par les
deux associes (STECK et WINTER, 2011). 1l se distingue généralement deux types de cette
pathologie. Le deuxieme type représente environ 90% des cas (SKYLER et ODDO, 2002).
Pour le diabéte de type I, la résistance a l'insuline et l'insuffisance des cellules B pancréatiques
sont les facteurs clés, avec une interrelation complexe responsable de [linitiation de sa
pathogenése (POLONSKY, 2015 ; THORENS, 2011).

Pour le traitement de diabéte sucré, il y a une série d'agents, y compris les sulfonylurées,
la thiazolidinedione, les inhibiteurs de 1'a-glucosidase et le biguanide, dont les médicaments
commerciaux ont été utilisés pendant des dizaines d'années. Cependant, des effets indésirables
sont suivies avec ces médicaments, comme la flatulence, la diarrhée, des douleurs abdominales,
une augmentation des enzymes hépatiques et de la malnutrition. Actuellement, plusieurs
nouveaux méedicaments avec de nouvelles cibles ont été développés sur le marché, comme les
inhibiteurs de la DPP-4, les analogues du GLP-1, les agonistes du GPR 119 et les inhibiteurs du
SGLT-2 (ZHANG et al., 2009 ; BISHT et al., 2013).

La nouvelle tendance des patients diabétiques a conduit a l'utilisation d'aliments
fonctionnels et de médecine complémentaire ou traditionnelle. Certains patients ont utilisé des
plantes médicinales, des champignons et d'autres sources pour compléter le traitement du
diabéte. Les scientifiques ont découvert une grande variété de molécules actives a partir de ces
produits naturels, et leurs polysaccharides ont fait I'objet de recherches intensives, en tenant
compte de son fort potentiel d'application dans le traitement du diabéte (HUANG et al., 2015).

En fait, en Chine, plusieurs produits de polysaccharides ont été utilisés pour traiter la
DM en clinique, dont le polysaccharide d'astragale, le glucomannane de konjac, le
polysaccharide de ginseng, le polysaccharide de citrouille etc. (DIAO et al., 2011). Ainsi, c'est
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une direction prometteuse pour trouver des médicaments anti-diabétiques efficaces axés sur les

polysaccharides naturels (NIE et al., 2018).

Les mecanismes possibles des polysaccharides contre le diabéte sucré ont été résumes
en six aspects: (1) amélioration de l'insuline plasmatique et diminution du glucagon
pancréatique; (2) amelioration de la sensibilité a I'insuline et du contréle de la résistance a
l'insuline; (3) l'inhibition de 1'enzyme a-glycosidase dans I'intestin, et la régulation négative de
I'absorption des hydrates de carbone; (4) I'amélioration du glycogene hépatique et la suppression
de la dysplasie du sucre; (5) utilisation a la hausse du glucose pour le tissu périphérique; (6) le
piégeage des radicaux libres et la peroxydation des lipides (NIE et al., 2018).

La a-glucosidase est un enzyme plus important pour l'absorption du glucose dans
I'intestin gréle (GRAY et OLEFSKY, 1982). Par conséquent, l'inhibition de la a-glucosidase
peut réduire de maniere significative I'hyperglycémie postprandiale aprés un régime glucidique
mixte et peut étre une stratégie clé dans le contréle du diabéte sucré de type Il. Récemment, des
inhibiteurs de la a-glucosidase ont été rapportés comme retardant I'absorption du glucose et
améliorant I'nyperglycémie post-prandiale (BHANDARI et al., 2008). Par conséquent, il serait
utile de développer de nouveaux inhibiteurs de la a-glucosidase a partir de produits naturels (TU
et LI, 2010 ; ZHANG et al., 2007).

Des médicaments capables d'inhiber I'activité de I'a-glucosidase peuvent retarder la
digestion des hydrates de carbone, réduisant ainsi I'hyperglycémie postprandiale (HE, 1998).
Parmi ces médicaments, I'Acarbose, le voglibose et le miglitol qui sont largement utilisés,
isolément ou en combinaison avec des sécrétagogues d'insuline, pour les patients atteints de
diabete de type 1. Cependant, ces inhibiteurs causent plusieurs effets secondaires, tels que les
troubles du foie, les flatulences et les crampes abdominales. En outre, certains d'entre eux
peuvent augmenter l'incidence des tumeurs rénales, des lésions hépatiques et de I'hépatite aigué
(SHOBANA et al., 2009).

Des études ont montré que le regne végetal est un vaste domaine pour rechercher des
agents hypoglycémiants oraux efficaces qui ont des effets secondaires légers ou pas. Plus
del1200 especes végétales ont été enregistrées pour étre employées empiriqguement dans le

monde entier pour leur presumeée activité hypoglycémique. Par conseéquent, les inhibiteurs
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naturels de 1'a-glucosidase provenant de sources végétales offrent une stratégie attrayante pour
le contréle de I'nyperglycémie (TUNDIS et al., 2010).

11.3.6.1.-Principe de I’étude de I’activité antidiabétique

L’étude de I’activité anti-diabétique des polysaccharides extraits de la gomme d’Alhagi
maurorum Boiss porte sur la détermination de leur pouvoir inhibiteur de 1’enzyme a-p-

glucosidase.

Le test de détermination de pouvoir inhibiteur de I’activité enzymatique de 1’a-D-
glucosidase est basé sur la mesure du taux de la dégradation du substrat utilisé qui est la p-
nitrophényl-a-b-glucopyranoside (p-NPG) dont I’enzyme a- D-glucosidase la catalyse en a-p-
glucopyranoside et p-Nitrophénol. Ce dernier est un compose de couleur jaune qui absorbe a

405nm. L’acarbose est utilisé comme un controle positif, alors que 1’eau distillée est présente le

contréle négatif (ZHANG et Li, 2015).

11.3.6.2.-Préparation des solutions et réactifs

La préparation se fait selon les méthodes de BISHO et al. (2013); QIAN et al. (2015) modifiées.
v Préparation de la solution mére de I’extrait polysaccharidique (10mg/100ul)

La solution est préparée avec 10 mg de I'extrait brut polysaccharidique de la gomme Alhagi

maurorum Boiss dans100 pl d'eau distillée.
v' Préparation des dilutions de la solution mére de I’extrait polysaccharidique

Tableau VI. - Dilutions de la solution mére de I’extrait polysaccharidique

Blanc 10% 25% 50% 75% 100%

Eau distillée (ul) 20 19 15 10 05 0
Solution mere (ul) 0 01 05 10 15 20
Concentration(mg.ml?) 0 25 25 50 75 100
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v' Préparation la solution de I’acarbose

50 mg de I’acarbose est dissout dans 774 pl d'eau distillée pour préparer une solution de
I’acarbose de 100mM.

v Préparation des dilutions de I’acarbose

Une gamme de dilution allant de 0,01 a 100 mM est préparée a partir de la solution mére
d’acarbose 100 mM.

11.3.6.3.-Mode opératoire (BISHO et al., 2013 ; QIAN et al., 2015)

e Dans un tube sec, ajouter un volume de 500ul de la solution de 1’a-p-glucosidase ;

e Ajouter 10ul de I’acarbose pour le contrdle positif, de 1’extrait polysaccharidique pour
le test, ou de 1’eau distillée pour le contrdle négatif ;

e Incuber le mélange pendant15 mina 37° C;

e Ajouter 125ul de la solution du substrat (p-NPG) préalablement incubé a37° C ;

e Faire agiter bien le tube pendant une minute ;

e Apres 2 min d’incubation, lire I’ Absorbance a 405 nm et suivie la cinétique enzymatique
de I’a-p-glucosidase en mesurant I’ Absorbance chaque 12 sec pendant 3 min de réaction

par un spectrophotomeétre UV- Visible.

Tableau VI11.- Préparation du test antidiabétique.

Réactifs Volume (ul)
Controle positif p-NPG 125
a-D-glucosidase 500
Acarbose 10
Contrdle négatif p-NPG 125
a-D-glucosidase 500
Eau distillée 10
Alhagi maurorum Boiss p-NPG 125
a-D-glucosidase 500
Polysaccharides 10
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11.3.6.4.-Calcul de pourcentage d’inhibition (XU et al., 2014 ; ZHANG et L1, 2015)

Le pourcentage d’inhibition de I’enzyme a- p-glucosidase est calculé selon la relation suivante

e AA contrdle (=) — AA échantillon
Pourcentage d'inhibition = — x 100
AA controle (—)

ou:

- AA controle (-) : Axcontrole () — Ao contrale (-) ; AA contrdle (<) : Variation d’absorbance de controle
(-) ; Ascontrole (-) - Absorbance de controle (-) at =1 min ; Ao controle () ;Absorbance de controle (-
yat=0.

- AA échantillon : A1 échantilion — Ao échantillon ; AA échantillon : variation d’absorbance de test ou
de contrbéle (+); Az echantillon: Absorbance de test ou de contrdle (+) a t = 1 min ; Ao

¢chantilion :Absorbance de test ou de controle (+) at = 0.
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I11.1.- Caractérisation de I’extrait brut de polysaccharides issus de la gomme d’Alhagi
maurorum Boiss

111.1.1- Rendement polysaccharidique

Le rendement relatif est calculé par rapport au poids de la matiére séche ayant servi a
I’extraction (MOURADI et al., 2006). L'extrait polysaccharidique obtenu de lagomme d'Alhagi
maurorum Boiss était une poudre blanche amorphe, ayant un rendement massique par rapport a
la matiére de départ est de 47,6%. Ce rendement est nettement élevé que celui décrit par
KUMAR et SINGH (2014) pour la gomme d’Acacia tortilis soit 24,5% et de la gomme d'arbre
de péche 1,7% (YAO et al., 2015).

La variation de rendement d’extraction des polysaccharides hydrosolubles exprimée
suivant diverses conditions telles que 1’environnement du sol, les conditions climatiques, la
localisation, 1’origine géographique et la période de récolte (SVOBODA et HAMPSON, 1999).
Cependant, les différentes conditions des technologies d'extraction de I'eau peuvent conduire a

des différences de rendement des sucres extraits (SHANG et al., 2018).

THIRUGNANASAMBANDHAM et al.,, (2015) montrent que la température
d'extraction est un autre facteur qui influe sur le rendement d'extraction des polysaccharides, car
les polysaccharides provenant de différentes sources végétales possedent des températures de
dénaturation différentes. En plus, le pH qui joue également un rdle important dans le rendement
d’extraction des polysaccharides. MAJDOUB et al. (2001), confirment I’influence de ce
paramétre (pH) sur le rendement d’extraction des polysaccharides issus d'Opuntia ficus-indica.
Les reésultats obtenus montrent que les rendements d’extraction en milieu neutre et acide sont
compris entre 0,22 et 0,58 %. Cependant, les rendements les plus faibles sont obtenus avec les
extraits basiques. JOYE, (2014) rapporte que les meilleurs rendements d’extraction sont
obtenus a pH faible (3 a 3,3) et qu’au fur et a mesure que le pH augmente les rendements

diminuent.
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111.1.2.- Composition biochimique de I'extrait polysaccharidique

La composition biochimique des polysaccharides issus de la gomme d’Alhagi maurorum
Boiss a été déterminée apres une série de dosages colorimétriques. Les résultats d’analyses

effectués sont représentés dans le tableau (VIII).

Tableau VI11.- Compositions biochimique de I’extrait polysaccharidique de la gomme
d’Alhagi maurorum Boiss.

Rendement Oses% Polyphénols  Protéines
% Totaux% %
Totaux Neutres Acides Réducteurs
47,6 60,84 +0,04 47,23+0,02 11,08+0,01 16+0,01 -- 7,5+ 0,01

La teneur en oses totaux représente la somme des oses neutres et des oses acides (WU
etal., 2007). L'analyse de I’extrait de polysaccharides hydrosolubles issus de la gomme d’Alhagi
maurorum Boiss, donne des valeurs moyennes de 60,84+0,04% oses totaux, 47,23 + 0,02 oses
neutres et 11,08 £0,01 d'oses acides. Comme il est s'avéré, une richesse considérable de I'extrait
en oses totaux, qui semble inferieure de celle rapporté par HAMDANI et al. (2017) avec la
gomme d’Acacia senegal (gomme arabique) soit 83,08 = 0,47%. BHUSHETTE et
ANNAPURE, (2018) rapportent une teneur élevée de lagomme d’Acacia senegal en oses acides
de 15,78 +£0,816% par rapport a la gomme d'Alhagi maurorum Boiss. Les oses réducteurs dans
cette derniere montrent avec une valeur nettement supérieure (16+0,01%) de celle obtenue avec
la gomme d’Acacia nilotica soit 7% (NASIM et al., 2014).

Au vu les résultats, la teneur en protéines de I'extrait des polysaccharides de la gomme
d'Alhagi maurorum Boiss est de 7,50+0,01%, ce qui concorde avec les résultats obtenus
récemment par CASTEL et al. (2016) de la gomme de Brea soit 7,52 +0,9% (Cercidium

praecox, Fabaceae).

Toutefois, la teneur en polyphénols realisee suivant la méthode de SINGLETON et
ROSSE (1965) est pratiqguement nulle. Ce résultat nous a permis de juger sur I'état de pureté de

P’extrait et confirmer ainsi la réussite de I'extraction.
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Ces différences en compositions biochimiques des gommes sont dépendues aux plusieurs
paramétres parmi lesquelles I’espéce, la variété, 1’age des arbres a partir de laquelle elle a été
obtenu, les conditions climatiques et I'environnement du sol (DAOUB et al., 2016 ; AL-ASSAF
et al., 2005). Par conséquent, elles contribuent propriétés fonctionnelles différentes des gommes
(BHUSHETTE et ANNAPURE, 2017).

I11.2- Caractérisation des résidus glycosidiques par CCM

Afin de caractériser les oses constitutifs de 1’extrait polysaccharidique de la gomme
d’Alhagi maurorum Boiss et de déterminer leurs natures, une hydrolyse acide par TFA suivi par
la chromatographie sur couche mince (CCM) ont été réalisées en comparant des Rf des spots

d'hydrolysat apparus avec ceux des étalons.

Les résultats de chromatographie d’extrait polysaccharidique de la gomme d’Alhagi
maurorum Boiss obtenus ainsi que les différents étalons utilisés dans les trois systemes sont

consignés dans le tableau (1X)

Au vu les résultats des chromatogrammes, le systéme A révéle la présence de deux spots
d’oses (Fig.5a) de Rf: 0,42 et 0,28, qui se concordent avec ceux d’arabinose (0,42) et de
galactose (0,26). Cependant, le systeme B (Fig.5b.) a permis d’observer cing spots avec des Rt
de 0,11; 0,18; 0,25; 0,36; 0,57. Les spots semblent homologues a I’acide galacturonique (0,18),
I’acide glucuronique (0,25), 1’arabinose (0,57) et au galactose (0,50), mais seulement un spot

est non identifié.

Pour le systeme C, le profil de CCM montre (Fig.5c.) la présence ainsi de deux spots de

Rfsont 0,48 et 0,32, qui peuvent étre correspondre a 1’arabinose (0,50) et au galactose (0,32).

L'analyse des résultats obtenus avec les trois systemes utilisés, il apparait 1’existence des
spots larges et denses dans les trois systemes, qui semblent correspondre a l'arabinose et au
galactose. De plus, des petits spots et moins denses correspondant I'acide glucuronique et
galacturonique apparaissent seulement dans le systeme B. Ces résultats supposent la présence

de polysaccharide de type arabinogalactane.
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Concernant le spot non identifié, il est souhaitable de suivre leur identification par
d’autres techniques d’analyse a savoir la CG/MS et /ou I’HPLC afin de déterminer leur nature

et leur ration.

Tableau IX : Rapports frontaux (Rf) des oses étalons et d’extrait polysaccharidique de la
gomme d’Alhagi maurorum Boiss (échantillon) pour les trois systémes de CCM.

Etalon Systétme Echantillon Systéme Echantillon Systéme Echantillon
A B C

Acide p-galacturonique 0,11 - 0,18 0,18 0,033 -
Acide p-glucuronique - - 0,22 0,25 - -
L-Arabinose 0,42 0,42 0,56 0,57 0,50 0,48
D-Galactose 0,26 0,28 0,49 0,36 0,32 0,32
D-Glucose 0,33 - 0,54 - 0,38 -
D-Mannose 0,43 - 0,56 - 0,41 -
L-Rhamnose 0,66 - 0,70 - 0,68 -
D-Xylose 0,54 - 0,63 - 0,57 -

- - - - 0,11 - -

Récemment, I’étude de AZADBAKHT et al. (2017), sur la caractérisation
physicochimique de la gomme d'astragalus campylorhynchus (fabaceae) et sa modification a la
gomme adragante (tragacanthe) utilisable en pharmacie ont signalé la présence de galactose,
arabinose, xylose et fucose. De plus, CHAKOU et al. (2017) ont signalé pour les
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polysaccharides hydrosolubles issus des graines de la méme espéce que I'on étudie, la présence
de xylose, d'arabinose, d'acide galacturonique, d'acide glucuronique, de glucose, de galactose et

de mannose.

Pour la gomme d’Acacia senegal, BHUSHETTE et ANNAPURE (2018) ont indiqué
la présence d’arabinose, galactose et ribose.

Les dissemblances en composition osidique observes, peuvent étre discutées par
différentes méthodes d'analyses et des échantillonnages (WU et al., 2013), d'origine botanique
(SHUGABA,2012) et le type de tissu étudié (MORRIS et WESP, 1932).
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Figure 05a.- Chromatogramme du systeme A Figure 05b.-Chromatogramme du systeme B Figure 05c.-Chromatogramme du systeme C

Figure 05.- Chromatogrammes d'hydrolysat des polysaccharides hydrosolubles de l1a gomme d’Alhagi maurorum Boiss
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11.3.-Activité antidiabétique

La présente figure représente les pourcentages d'inhibition d'a-D-glucosidase pour tout

de I’extrait polysaccharidique de la gomme d’Alhagi maurorum Boiss et d'acarbose.
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Figure 06. - Pourcentages d’inhibition (%) de I’a-p-glucosidase en présence de I’acarbose ou

de I’extrait polysaccharidique.

Le suivi d’inhibition a différentes concentrations montre l'augmentation d’inhibition
exponentielle allant de 29,33% jusqu’a 61,33% pour les concentrations de 2,5 mg/ml et
100mg/ml, respectivement. Tandis que, I’acarbose a un pouvoir inhibiteur de 100% a partir de
la concentration de64,56 mg/ml, et une inhibition de 5,66% a la concentration de 0,064 mg/ml.
Il est remarqué que, pour I’acarbose et I’extrait des polysaccharides, les pourcentages

d’inhibitions augmentent proportionnellement avec 1’augmentation des concentrations.

BISHT et al. (2013) révelent que l'arabinogalactane issu d’Acacia tortili a un fort
pouvoir inhibiteur de I’enzyme a-p-glucosidase soit 76,77% pour une concentration de 5 mg/ml.
Cependant, I’acarbose a donné une inhibition maximale soit 74,88% a une concentration de
16,14 g/l. D'ailleurs, 49% était le maximum pourcentage d'inhibition obtenu avec les

polysaccharides d’Astragalus membranaceus pour 1,5 mg/ml utilisé (ZHU et al., 2016).
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Au vu des résultats obtenus avec l'activité antidiabétique et la caractérisation par la
CCM, qui par son tour suggere un polysaccharide de type arabinogalactane, 1’extrait
polysaccharidique de la gomme Alhagi maurorum Boiss posseéde une bonne action sur I’activité
enzymatique de I’enzyme a-p-glucosidase, ce qui nécessite une caractérisation structurale pour
les monosaccharides constitutifs et leur ratio molaire, sachant que la littérature a signalé a relié
de celle activité accordée avec la gomme la présence d'arabinogalactane bioactive, comme celui
trouvé par BISHT et al. (2013).
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Conclusion et perceptives.

Conclusion

La caractérisation partielle et I'étude de l'activité antidiabétique des polysaccharides
hydrosolubles extraits de la gomme d’Alhagi maurorum Boiss (Fabaceae), récoltée dans la
région d'lllizi (sud du Sahara algérien) est débutée par la macération du broyat de la gomme
dans I’cau distillée a température ambiante durant six heures et suivie d'une concentration par
le rota vapeur. Le filtrat concentré est additionné par l'acétone pour précipiter les
polysaccharides contenants. Un précipitat sous forme de nuage est lavé plusieurs fois pour avoir
a la fin d'une poudre amorphe de couleur blanche présentant I'extrait brut des polysaccharides
hydrosolubles de la gomme d'Alhagi maurorum Boiss de rendement massique qui est égal a
47,6%.

La série des dosages colorimétriques utilisées nous a approché sur leur composition
biochimique de I'extrait polysaccharidique, qui révele des valeurs moyennes d'oses totaux
60,84+0,04%, 47,23 + 0,02% oses neutres, 11,08 +0,01% oses acides, 16 + 0,01% d'oses
réducteurs, 0% de polyphénols et 7,5+ 0,01% de protéines.

L'analyse qualitative par la chromatographie sur couche mince pour les oses de I’extrait
polysaccharidiques de la gomme d’Alhagi maurorum Boiss hydrolysé par l'acide
trifluoroacétique 2M pendant 4h a la température 100°C, montre une hétérogénéité et diversité
d'oses neutres et acides, de pentoses et hexoses. Il est noté aussi la présence d’acide
galacturonique, acide glucuronique, arabinose, galactose. Ces résultats nous ont permis de

suggerer que le polysaccharide obtenu est un arabinogalactane.

Le test de 1"activité antidiabétique par la mesure du pouvoir inhibiteur de 1’extrait
polysaccharidique d'a-p-glucosidase en comparaison avec l'acarbose, montre un pouvoir

appréciable soit 61,33% pour 100mg/ml comme maximum concentration utilisée.
Perspective

Pour obtenir un rendement massique important, il est souhaitable d’optimiser les

conditions d’extraction, a savoir la maitrise de la température et le temps d'extraction.
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De méme, pour mieux caractériser la composition osidique de I'extrait notamment les
spots non identifiés, on suggére de suivre leur identification par d’autres techniques d’analyse

plus avancées a savoir la CG/MS et /ou ’HPLC afin de déterminer leur nature et leur ration.

Concernant I’activité antidiabétique et pour obtenir des meilleurs résultats, il vaut mieux
de purifier I'extrait polysaccharidique, afin de confirmer et préciser la molécule responsable sur
I'activité obtenu. Comme, il est souhaitable de tester autres activités biologiques pour aborder

tous les bienfaits thérapeutiques de polysaccharides de la gomme d'Alhagi maurorum Boiss.
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Annexe 02 : Courbe d'étalonnage des oses acides.
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Annexe 07 : Tableau de caractéristiques physicochimiques et origine des produits chimiques utilisés au cours de I’expérimentation.

Caractéristiques

Produit Fournisseur Forme Fo.rrr}ule M.molaire  Densité Purete
chimique g/mol glcm3 %
Acétone GPR RECTAPUR Liquide  Cs3HeO 58,08 0,792 100
Acide acétique EDEN-LABO Liquide =~ CH3COOH 60,05 182? 99,5
Acide chloro- hydrique SIGMA-ALDRICH Liquide  HCI 36,46 1,19 37
Acide ortho-phosphorique SIGMA-ALDRICH Liquide  HsPOq 98 1,69 85-88
Acide tri-fluoro-acétique SIGMA-ALDRICH Liquide = CFsCOOH 114,02 1,49 99,8
Aniline RECTAPUR Liquide  CesHsNH; 93,13g igg 98,5
Bicarbonate de sodium BIOCHEM CHEMOPHARMA Poudre NaCHs 84,01 / 99,5
Butanol SIGMA ALDRICH Liquide  CsHy OH 74,12 81 99,9
Chloroforme SCHARLAU Liquide  CHCls 119,38 1,47 99-99,6
Chlorure de calcium BIOCHEM CHEMOPHARMA Poudre CaCl2 110,98 2,15 99,9
Chlorure de magnésium BIOCHEM CHEMOPHARMA Poudre MgCl: 95,21 2,32 98
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Chlorure de potassium EDEN LABO Poudre KCI 74,55 1,98 99
Chlorure de sodium SIGMA ALDRICH Poudre NaCl 58,44 2,16 99,5
Chlorure de fer ferrique Hexahydraté VWR PROLABO Poudre Cls Fee H.O 270,30 / /
Diphénylamine BIOCHEM CHEMOPHARMA  Liquide Ci2HuN 169,23 52,5- 98
Ether de pétrole SIGMA-ALDRICH Liquide / / ?4,5 95,0
Isopropanol BIOCHEM CHEMOPHARMA  Liquide C4HgO 60,10 0,803 - 99,5
Méthanol SCHARLAU Poudre CH3OH 32,04 8385 99,9
Sérum Albumine Bovine (BSA) BIOCHEM CHEMOPHARMA  Poudre / / / /
Sulfate de cuivre (1) pentahydraté BIOCHEM CHEMOPHARMA  Poudre CuSOq, 249,68 / /
Phénol FLUKA CHEMIK Poudre glzﬁl?o 94,11 / 90,0
Phosphate disodiquedihydraté BIOCHEM Poudre NaxHPOg4, 177,99 1,63 99,5
Pyridine BIOCHEM CHEMOPHARMA  Liquide ?:IEI?N 79,10 / 99,5
Tartrate de sodium et de potassium BIOCHEM CHEMOPHARMA  Poudre KNaCsHsOs 282,22 / 98,0
tétrahydrate
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Annexe 08 : Tableau de 1’Origine et type des appareils utilisées au cours de 1I’expérimentation.

Appareil Fournisseur Type Lieu de fabrication
Agitateur magnétique VELP CSIENTIFICA F20520162 EUROPE
Autoclave WEBECO WEBECKE. P : 2.5BAR, T : 1380C /
Bain marie MEMMERT MEMMERTGMBH. WB 7. NENNTEMP ; 100 0C GERMANY
Balance OHAUS DISOVERY DV 215CD OHAUS. USA.
Centrifugeuse SIGMA SIGMA. 15PK, 14000 RPM. GERMANY
Etuve MELAG MELAGB815.220V, 50HZ, 12.3A, 2700w. GERMANY
Hotte TEL STAR TELSTAR AV-100. MODELES50/60 HZ, 0.6KW. SPAIN
Micropipette SOCOREX ACURA 821. 200-1000ML SWIS
PH meétre WTW WTW.D-82362. PH 1970. GERMANY
Spectrophotometre SHIMADZU UV-MINI-1240.UV-VIS SPECTROPHOTOMETRE CHINA
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Résumeés.

Caractérisation partielle et activités biologiques des polysaccharides extraits de la

gomme d’Alhagi maurorum Boiss.
Résumé

Alhagi maurorum Boiss (Fabaceae) est une plante spontanée a caractére médicinale,
qu'elle est connue par ses propriétés thérapeutiques importantes aux traitements de divers
troubles. L’ objectif de notre travail vise a extraire et étudier les polysaccharides hydrosolubles
de la gomme d’Alhagi maurorum Boiss (récoltée a la région de Sahara algérien de wilaya
d’Illizi), de leur composition biochimique et de tester leur activité anti-diabétique en
déterminant leur pouvoir a inhiber l'activité enzymatique d'a-D-glucosidase. L’extrait
polysaccharidique est obtenu par la macération de la gomme broyée dans I'eau distillée, suivie
par précipitation avec I’isopropanol et I’acétone. Apres un séchage a ’air libre le rendement
massique d'extraction des polysaccharides hydrosolubles est de 47.6%. L’étude de Ila
composition chimique de I’extrait polysaccharidique montre 60.84 + 0.04 % d'oses totaux, 47.23
+ 0.02% d'oses neutres, 11.08 +0.01 % d'oses acides, 16 = 0.01% d'oses réducteurs,0% de
polyphénols et 7.5+ 0.01% des protéines. L'analyse des oses constitutifs de I'extrait par la
chromatographie sur couche mince montre la dominance de l'arabinose, de galactose, l'acide
glucuronique et galacturonique, ce qui suppose un polysaccharide de type arabinogalactane. Le
test de l'activité anti-diabétique de I'extrait polysaccharidique a donné un effet inhibiteur
appréciable sur I’enzyme a-D-glucosidase de 61,33% a 100mg/ml. Ceci, ajoute a I'espéce une
nouvelle propriéte biologique comme un agent hypoglycémiant.

Mots clés : gomme Alhagi maurorum Boiss, polysaccharides, caractérisation, anti-diabétique.



Résumeés.

Partial characterization and biological activities of polysaccharides from Alhagi

maurorum Boiss gum
Abstract

Alhagi maurorum Boiss (Fabaceae) is a spontaneous herb with a medicinal nature,
known for its therapeutic properties that are important for the treatment of various disorders.
The aim of our work is to extract and study the water-soluble polysaccharides of Alhagi
maurorum Boiss gum (harvested from the Algerian Sahara of Illizi province), their biochemical
composition and to test their anti-diabetic activity by determining their ability to inhibit
enzymatic activity of a-p-glucosidase. The polysaccharide extract is obtained by maceration of
the ground gum in distilled water, followed by precipitation with isopropanol and acetone. After
drying in the open air, the mass yield of extraction of the water-soluble polysaccharides is
47.6%. The study of the chemical composition of the polysaccharide extract shows 60.84 +
0.04% of total carbohydrates, 47.23 £+ 0.02% of neutral sugars, 11.08 + 0.01% of uronic acids,
16 + 0.01% of reducing sugars,0% polyphenols and 7.5 + 0.01% of the proteins. The analysis
of the constituent sugars of the extract by thin layer chromatography shows the dominance of
arabinose, galactose, glucuronic acid and galacturonic acid, which supposes an arabinogalactan
type polysaccharide. The test for the anti-diabetic activity of the polysaccharide extract gave an
appreciable inhibitory effect on the a-p-glucosidase enzyme of 61.33% at 100 mg / ml. This
adds to the species a new biological property as a hypoglycemic agent.

Keywords: Alhagi maurorum Boiss gum, polysaccharides, characterization, Anti-diabetic.
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Caractérisation partielle et activités biologiques des polysaccharides extraits de la gomme d’Alhagi maurorum Boiss.

Résumé
Alhagi maurorum Boiss (Fabaceae) est une plante spontanée a caractere médicinale, qu'elle est connue par ses propriétés

thérapeutiques importantes aux traitements de divers troubles. L’objectif de notre travail vise a extraire et étudier les polysaccharides
hydrosolubles de la gomme d’Alhagi maurorum Boiss (récoltée a la région de Sahara algérien de wilaya d’Illizi), de leur composition
biochimique et de tester leur activité anti-diabétique en déterminant leur pouvoir & inhiber l'activité enzymatique d'a-p-glucosidase. L’ extrait
polysaccharidique est obtenu par la macération de la gomme broyée dans l'eau distillée, suivie par précipitation avec 1’isopropanol et I’acétone.
Aprés un séchage a I’air libre le rendement massique d'extraction des polysaccharides hydrosolubles est de 47.6%. L’étude de la composition
chimique de I’extrait polysaccharidique montre 60.84 + 0.04 % d'oses totaux, 47.23 + 0.02% d'oses neutres, 11.08 +0.01 % d'oses acides, 16
+ 0.01% d'oses réducteurs,0% de polyphénols et 7.5+ 0.01% des protéines. L'analyse des oses constitutifs de I'extrait par la chromatographie
sur couche mince montre la dominance de I'arabinose, de galactose, I'acide glucuronique et galacturonique, ce qui suppose un polysaccharide
de type arabinogalactane. Le test de I'activité anti-diabétique de l'extrait polysaccharidique a donné un effet inhibiteur appréciable sur I’enzyme
a-p-glucosidase de 61,33% a 100mg/ml. Ceci, ajoute a I'espéce une nouvelle propriété biologique comme un agent hypoglycémiant.

Mots clés : gomme Alhagi maurorum Boiss, polysaccharides, caractérisation, anti-diabétique.

Partial characterization and biological activities of polysaccharides from Alhagi maurorum Boiss gum

Abstract

Alhagi maurorum Boiss (Fabaceae) is a spontaneous herb with a medicinal nature, known for its therapeutic properties that are
important for the treatment of various disorders. The aim of our work is to extract and study the water-soluble polysaccharides of Alhagi
maurorum Boiss gum (harvested from the Algerian Sahara of Illizi province), their biochemical composition and to test their anti-diabetic
activity by determining their ability to inhibit enzymatic activity of a-p-glucosidase. The polysaccharide extract is obtained by maceration of
the ground gum in distilled water, followed by precipitation with isopropanol and acetone. After drying in the open air, the mass yield of
extraction of the water-soluble polysaccharides is 47.6%. The study of the chemical composition of the polysaccharide extract shows 60.84 +
0.04% of total carbohydrates, 47.23 + 0.02% of neutral sugars, 11.08 + 0.01% of uronic acids, 16 + 0.01% of reducing sugars,0% polyphenols
and 7.5 + 0.01% of the proteins. The analysis of the constituent sugars of the extract by thin layer chromatography shows the dominance of
arabinose, galactose, glucuronic acid and galacturonic acid, which supposes an arabinogalactan type polysaccharide. The test for the anti-
diabetic activity of the polysaccharide extract gave an appreciable inhibitory effect on the a-p-glucosidase enzyme of 61.33% at 100 mg / ml.
This adds to the species a new biological property as a hypoglycemic agent.

Keywords: Alhagi maurorum Boiss gum, polysaccharides, characterization, Anti-diabetic.
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