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Introduction

Introduction

Depuis I’antiquité, I’homme n'a pas cessé de chercher les différentes sources de la
nature qui lui assurent ses besoins nutritionnels, vestimentaires et également médicamenteux
(Mahbubur et Ismot, 2014). Au cours du temps, les connaissances experimentales accumulées
ont permis aux différentes civilisations de prendre les plantes comme source essentielle de
medicaments.

De nos jours, malgré les progrés realisés en medecine, plusieurs populations,
notamment celle des pays en voie de développement, ont recours aux plantes pour se soigner,
soit par inaccessibilité aux médicaments prescrits par la médecine moderne, soit par ce que
ces plantes ont donné des résultats thérapeutiques trés encourageants lors de leur utilisation
(Carillon, 2009 ; Mentreddy, 2007). Ces plantes médicinales sont devenues par la suite une
source principale de découverte de nouveaux principes, dont environ 170 000 molécules
bioactives ont été identifiées a partir des plantes reparties dans différents biomes terrestres
(Boutaghane,2013). Actuellement, nous comprenons de plus en plus, que les principes actifs
des plantes médicinales sont souvent liés aux produits des métabolites secondaires qui sont
largement utilisés dans la phytothérapie en tant que des agents préventifs, anti-
inflammatoires, antimicrobien, antiseptiques, diurétiques, antidiabétiques etc. Parmi ces
biomolécules, tels que les flavonoides, glycosides triterpenes, acides aminés, minéraux et des
glucides (Bourgaud et al., 2001; Kar, 2007). De ces derniers, on trouve les polysaccharides,
qui sont des macromolécules connus par leurs propriétés bénéfiques; leur large utilisation
comme matiere premiére dans les industries papetiére et agroalimentaire et comme des agents
gélifiants et texturants. Cependant, leur intérét ne se limite pas a leurs propriétés rhéologiques,
le role biologique de certains d’entre eux les désigne comme des molécules a activité

immunomodulatrice ou prébiotique (Zhang et al., 2013).

Certaines plantes faisant partie de la famille des Fabaceae, ont fait I'objet de plusieurs
études pour identifier des polysaccharides a potentiel biologique important et d'élargir le
spectre de ces biomolécules. A titre d'exemple: les galactomannanes isolés des graines
d’Astragalus gombo ont été détectés la présence des galactomannanes aux effets prébiotiques
et antioxydants significatif, ces deux derniers effets ont été marqué pour les galactomannanes
isolés des graines d’Astragalus armatus de plus de I’activité anti-complémente (Chouana,
2017; Boual, 2014). Alors que les arabinogalactanes issus de la gomme d’Acacia
tortilis(Fabaceae) ont montré un effet hypoglycémiant (in vivo) en inhibant 1'enzyme a-D-
glucosidase (Bisht et al., 2013).



Introduction
Alhagi maurorum Boiss (appelée communément Agool, Shook El Jamel), c'est une

plante qu'appartient de la famille des Fabaceae (Al Snafi, 2015). Elle estconnue depuis
plusieurs siécles par ses vertus thérapeutiques multiples aux traitementsdes douleurs
rhumatismales, troubles hépatiques et certains troubles gastro-intestinaux (Shaker et al.,
2010). Des études précédentes ont montré qu'Alhagi maurorum contenait un large éventail de
molécules bioactives notamment des flavonoides, tanins, acides gras, coumarines, glycosides,
stérols, stéroides, résines, vitamines, alcaloides, glucides et des triterpenes, qui ont exercé des
effets antibactériens, anti-inflammatoires, antipyrétiques, analgésiques, gastro-intestinaux,

cardiovasculaires, diurétiques, dermatologiques et bien d'autres (Al Snafi,2015).

Cependant, aucune étude n'a été signalée sur les polysaccharides des graines d’Alhagi
maurorum. A cette fin nous avons choisis les graines de cette espece pour caractériser les
polysaccharides contenants a travers la mesure de quelques parametres biochimiques a savoir
la teneur en, protéines, polyphénols, les oses totaux, les oses neutres, les oses acides, les oses
réducteurs et la caractérisation des oses constitutifs de I'extrait polysaccharidique par la
chromatographie sur couche mince (CCM). De méme, étudier l'activité antidiabétique des
polysaccharides issus basant sur leur capacité a inhiber l'activité enzymatique d'a-D-

glucosidase.
Ce travail est structuré en quatre chapitres :

Le premier chapitre est adressé a une synthese bibliographique, représente une
généralité sur les polysaccharides et leurs utilisations dans le domaine agroalimentaire et

médicinale.

Ainsi, dans un deuxiéme chapitre, une présentation générale de 1’espéce d’Alhagi

maurorum et leur utilisation médicinale.

La deuxiéme partie ensuite aborde 1’étape expérimentale, en citant I’extraction des
polysaccharides hydrosolubles a partir des graines d’Alhagi maurorum en déterminant leur
composition globale et en caractérisant les résidus glycosidiques par chromatographie sur
couche mince, une étude biologique de I’extrait polysaccharidique concernant I’activité

antidiabétique ,alors que le troisieme chapitre renferme les résultats obtenus.

Enfin, une conclusion générale qui portera sur une lecture attentive des différents

résultats obtenus et des perspectives qui sont un ensemble de réflexions achéve ce travail



Chapitre 1 Généralité sur les polysaccharides

Les polysaccharides sont les macromolécules les plus abondants sur terre et dans les
océans, ils se présentent sous la forme de fibres, de granules ou de gels dont les propriétés
physico-chimiques et structurales sont intimement liées a leurs structures chimiques et, par
consequent, a leurs biosynthéses (Théo et al., 2008). Cesmacromoléculesont plusieurs
sources, tels que les champignons, les algues, les animaux et les végétaux supérieurs (Yang et
Zhang, 2009), et peuvent étre linéaires (cellulose), substitués (galactomannanes), ou ramifiés
(gomme arabique). Les polysaccharides ramifiés peuvent posséder différents degrés de
ramification, c'est-a-dire peu branchés, avec des ramifications régulierement ou
irrégulierement espacées, courtes ou longues (Di Donato,2015). En se basant sur la
composition chimique, les polysaccharides sont classés en deux types, des
homopolysaccharides (homoglycans) composant d'un seul type de monosaccharide par
exemple : la cellulose et le glycogéne, et les hétéropolysaccharides (hétéroglycanes),
contenant de plus d'un type de monosaccharides. Selon la nature des molécules liées au
glycane, les polysaccharides peuvent également étre classés comme des protéoglycanes, des

glycoprotéines et des glycolipides (Liu et al., 2015).

Dans l'organisme, les polysaccharides jouent des rbles importants se représentants
dans le stockage de 1'énergie (1I’amidon et le glycogéne), et de fournir un soutien structurel (la
cellulose ou la chitine), et méme pour assurer de nombreuses fonctions biologiques (Yang et
Zhang, 2009) telles que, immunostimulantes, antitumorales, antivirales, anticoagulantes, anti-
complémentaires, antiulcéreuses et anti-inflammatoires. Ainsi, ils agissent sur le diabéte, sur

le cancer et aussi sur les virus et les bactéries (Rudy, 2011).

I.1. Polysaccharides végétaux

Les sources de polysaccharides végétaux sont multiples. 1l se distingue les
polysaccharides de réserve (amidon, caroube), de structures (cellulose, hémicellulose,
pectines), d'exsudats (gomme arabique) et enfin de mucilages (Warrand, 2004).
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I.1.1.Polysaccharides de structure
1.1.1.1.Cellulose

La cellulose est un homoglycane formé par 1I’enchainement de résidus du glucose reliés
en B(1—4). Cette jonction rigide confere au polymere une structure secondaire en feuillet
permettant 1’établissement de réseaux de liaisons hydrogénes intraet intermoléculaire (Yves
R, 2008).

La cellulose, est la molécule organique la plus abondante, synthétisée sur la planéte
hors de la photosynthése, qu'elle joue un réle essentiel dans la structure des plantes et le

constituant majeur des fibres végétales (Fig.1) (Marouf et al., 2009).
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Figure 1. Structure de la cellulose selonYves R(2008).
1.1.1.2.Hémicellulose

Les hémicelluloses constituent un groupe diversifié de polysaccharides pariétaux
insolubles dans 1’eau, mais solubles dans les solutions alcalines (Cosgrove, 1997). Elles
s’associent avec les microfibrilles de cellulose pour former un réseau cohésif dans
I'architecture de la paroi végétale. Ils sont classés en trois familles principales :

» les xylanes
» les mannanes

» les glucanes possédant des liaisons glycosidiques de type B-(1—3) et B-(1—4).
1.1.1.2.1. Xylanes

Les xylanes sont les hétéropolysaccharides les plus abondants au sein des
hémicelluloses. On les trouve dans les parois cellulaires primaires et secondaires des

monocotylédones et les parois cellulaires secondaires des dicotylédones (Ebingerrova et al.,
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2005). Apres la cellulose et la chitine, les xylanes représentent le troisieme polymeére le plus
abondant de la biosphére. Dans les parois cellulaires, les xylanes contribuent a la réticulation
des microfibrilles de la cellulose et de la lignine (Imamura et al., 1994 ; Balakshin et al.,
2011) En raison de leur réticulation importante, les xylanes ont un impact majeur sur
I'intégrité de la paroi cellulaire et la résistance de la biomasse végétale a la digestion
enzymatique (Faik, 2013). Tous les xylanes ont un squelette commun de résidus D-Xyl liés en
B-(1—4), et moins fréquemment en B- (1—3) (surtout chez les xylanes d’algues). Ce squelette
peut étre substitué en position C-2 par l'acide glucuronique (GIcA) ou l'acide 4-O-méthyl-

glucuronique (Me-GIcA) et/ou par des résidus Araf et Xyl en position C-2 et/ou C-3

OO

MeO
eHE-\\::—-f\il

OH
-0 /O (o] o
I HO HO - -
o \_o AR TN L
oH OH O
A4-O-methyl-D-glucurono-D-xylane (WMIG3)

OO

MeQ—
HO R

OH

(L~arabino)-4-O-methyl-D-glucurono-D-xylane (GAX)
Figure 2.Structure des MGX et GAX(Johansson et Samuelson, 1977 ; Anderson et al., 1983;

Pena et al., 2007).

Selon la nature de ces substitutions, les xylanes peuvent étre classés en trois catégories
ou sous familles (Ebingerrova et al., 2005) : Les méthylglucuronoxylanes (MGX) qui ont un
rapport moyen Xyl:MeGIcA de 10:1 et qui se trouvent principalement dans les feuilles ; les
arabinoxylanes neutres (AX), qui ont un rapport Ara: Xyl variant de 1:2 a 1:1 et qui sont
surtout rencontrés dans les parois des endospermes des céréales ; les glucuronoarabinoxylanes
(GAX) qui contiennent des chaines latérales GIcA, MeGIcA et Araf avec un rapport moyen
Xyl:Ara:GIcA de 8:3:1. Les arabinoxylanes représentent le type de xylane le plus étudié a ce
jour (Warrand, 2004). Ils peuvent étre extraits de différentes sources. Les arabinoxylanes sont
présents dans de nombreux tissus des principales céréales commercialisées. Ils constituent une
part importante des parois cellulaires des vegétaux. Un grand nombre ne peut pas étre extrait

des parois cellulaires a I'eau. Cette différence de solubilité, est liée au type de substitution ou a
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la présence de liaisons covalentes (ester) entre des acides uroniques et les groupements

hydroxyles des arabinoxylanes.

Les arabinoxylanes ou les résidus de xylose sont substitués par des résidus arabinose,
les Glucuronoarabinoxylanes qui ont un squelette de résidus xylose sur lequel se greffent des

résidus arabinose et acide glucuronique (Whistler et al., 1991).
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Figure 3. Structure de 4-O-méthyl-D-glucorono-D-xylan (Nicolas, 2009).

1.1.1.4.Pectines

Les pectines sont des molécules ramifiées avec une chaine principale composée de
molécules d’acide galacturonique lie en o (1—4). Certaines fonctions carbonyles (C-6)
peuvent étre estérifiées par le méthanol ou amides. Les pectines possedent des chaines
latérales constituées de galactose, d’arabinose et de xylose celles — ci sont partiellement
dégradées par le procédé d’extraction industriel. Elles sont présentes dans la plupart des fruits,
mais sont surtout industriellement extraites des citrons, orange et pommes (Raphail et Jurg,
2010). En raison de leur capacité de s’associer par I’intermédiaire des ions calcium (Ca®", les
pectines jouent un rdle capital dans 1’architecture de la paroi ou elles assurent sa rigidité,

permettent 1’adhésion cellulaire ( Mkedder, 2012).

1.1.2. Polysaccharides de réserve

1.1.2.1. Mannanes et glucomannanes
1.1.2.1.1.Mannanes

Les mannanes, sont des polysaccharides qui sont a la fois décrits comme des
hémicelluloses et des polysaccharides de stockage dans la paroi cellulaire des graines des
plantes (Buckeridge et al., 2000b). IlIs sont divisés en plusieurs groupes incluant des
galactomannanes (GM), des glucomannanes et des galactoglucomannanes. Les
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galactomannanes sont constitués d’une chaine principale de type B (1—4)-D-mannane
substituée variablement en C-6 par des résidus galactose. Le rapport M/G d’un
galactomannane ainsi que la taille des chaines macromoléculaires peuvent varier au sein
d’une méme espece végétale en fonction des conditions climatiques, de la composition du sol,

et de ’espece (Bouzouita et al.,2007 ; Dakia, 2005 ; McCleary, 1980 ; Moreira et al., 2008)

Les glucomannanes sont constitués d’une alternance de résidus D- mannopyranoses et
D-glucopyranoses liés en (1—4). Le rapport G/M varie ici encore en fonction des especes.
Les galactoglucomannanes se trouvent principalement dans I'endosperme des graines, comme
polysaccharides de stockage chez de nombreuses plantes, telles que les Iégumineuses et les
palmiers (Buckeridge et al., 2000b ; Dhugga et al., 2004).

1.1.2.1.2.Galactomannanes (GM)

Les GM sont des polysaccharides de masse moléculaire ¢levée issus d’endosperme de
graines de certaines Légumineuse (appartenant a la famille des Fabaceae) ou ils servent de
réserve de carbone et d'énergie lors de la germination (Prajapati et al.,2013). De par leurs
nombreuses propriétés physico-chimiques, ils sont abondamment utilisés pour diverses
applications. Parmi les galactomannanes les plus connus et les plus commercialisés, on peut
citer la gomme de caroube (Ceratonia siligua L.), la gomme de guar
(Cyamopsistetragonolobus (L.) Taub.), la gomme de tara (Caesalpinia spinosa (Molina)

Kuntze),la gomme de fenugrec (Trigonella foenum-graecum L.)
1.1.2.1.2.1.Structures et propriétés des GM

D’aprés Buckeridge et al. (2000b), qui ont avaient signalés la premiére publication sur
la structure des GM est celle de Nadelman et al.(1890), qui signalent la présence de galactose
et de mannose dans plusieurs espéces de légumineuses. Ils avaient également rapportés pour
la premiére fois le caractere visqueux des polymeres hydrosolubles issus de ces plantes. Les
structures des GM provenant de plusieurs sources ont été déterminées. Il est maintenant clair
que la majorit¢ de ces macromolécules, lorsqu’elles sont d’origines végétales ont une
structure polymérique ramifiée constituée d'un squelette de B(1—4)-D-mannane avec des
unités latérales de galactose liées au mannose par des liaisons glycosidiques a(1—6). Le

rapport moyen G/M varie d'environ 1 a 10, selon les especes vegétales.
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1.1.2.1.2.2. Applications industrielles des galactomannanes

Les GMs sont essentiellement utilises dans les industries alimentaire et
pharmaceutique (Mathur, 2011). Les applications industrielles croissantes de ces gommes
dans le domaine du papier, du textile, du pétrole. Comme matériaux naturels, ils ont des
avantages par rapport aux produits synthétiques, car ils sont chimiquement inertes, non
toxiques, moins codteux, biodégradables et largement disponibles (Prajapati et al., 2013).

1.2. Fonctions et applications des principaux polysaccharides utilisés dans I’industrie

alimentaire

Le présent tableau (I), représente les différents polysaccharides utilisés dans le

domaine agroalimentaire, leurs fonctions et ainsi leurs applications.

Tableau I. Principales fonctions et applications des principaux polysaccharides utilisés dans

I’industrie alimentaire (Stephen et Churms, 1995).

Polymeres Sources Fonctions Applications
principales
Agar Algues Agent gélifiant Produits laitiers
rouges Produits carnés
(Geliduim
ssp).
Gomme Extrait de Agent Confiseries
arabique seve stabilisant Boulangeries
d’Acacia Texturant Patisseries
senegal Emulsifiant Boisson
Encapsulation Sauces
Galactomannane Gomme de Agent Produits laitiers
guar et de stabilisant Cremes glacés
locusie rétention de Desserts
Gomme de I’eau Boulangeries
graines de Patisseries.
caroube
Pectine Pomme, Agents Confitures
citrons et gélifiants Agents de
autres fruits. Stabilisant conservation
Texturant Boissons
Emulsifiant Boulangeries
Patisseries
Confiseries
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Produits laitiers.

Gomme Astragalus Agents Produits laitiers
de tragacanthe ssp stabilisants Assaisonnement
texturant Sauce
gélifiant Confiseries.
Gomme de Xathomonas Agent Assaisonnements
Xanthane campestris stabilisant et Boissons
gélifiant Produits laitiers.

1.3.Activités biologiques des polysaccharides

D'apres Iphametra et al. (2010), que les polysaccharides issus des plantes médicinales
(africaines) ont des activités immunostimulantes pour le systéme immunitaire dans le cas
d’une fragilit¢ de ce systéme. Les poly- et oligosaccharides représentent de veéritables
auxiliaires indispensables au bon fonctionnement de la vie quotidienne. Un intérét grandissant
concerne leurs applications comme activateurs biologiques. Les oligosaccharides sont de
véritables modulateurs biologiques qui participent a de nombreux phénomeénes de
signalisation dans 1’organisme. Ainsi, les oligosaccharides provenant de la dégradation des
polysaccharides des plantes (xyloglucane et pectine) ou de champignons (f-glucane et chitine)
sont largement décrits comme des régulateurs biologiques actifs, sur des mécanismes tels que
la croissance, le développement cellulaire, la symbiose et les réactions de défense (Boual et
al.,2011).

Les pectines sont des fibres solubles dans ’eau, elles ont été associées a diverses
activités biologiques telles que des activités immunostimulante, anti-métastasique, anti-ulcére
et antinéphrotique (Yu et al.,2001). Au niveau du célon, les pectines comme toutes les fibres
ont un réle de prébiotique. Laure et al. (2013) ont montré que la présence de pectines LM (
pectine faiblement méthyle) et HM( pectine hautement méthylé) (6.5 % dans une diete)
augmentait la production d'acides gras a courtes chaines par les bactéries du colon,
particuliérement avec les pectines LM. Ces résultats suggerent I'impact des pectines sur la

croissance et le développement du microbiotecolique (Laure et al., 2013).
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I1.1.Famille des Fabaceae

C’est une famille des plantes fleuries, qui contient plus de 19 400 espéces regroupées en
730 genres, se devisent entre les herbes, les plantes, les arbustes et les herbacées, et se
distinguent entre eux par leurs feuilles, fruits et leurs composés (Judd et al., 2002;Stevens ,
2006).

L’Ameérique du centre et du sud sont les principaux centres de la diversité des Fabacées et
également les continents d'Afrique et d'Asie. Généralement, les Fabacées sont répartis dans
tous les biomes terrestres, ils sont distribués selon la sous-famille. Les Faboidées se
retrouvent presque dans tous les milieux du globe terrestre. La sous-famille de
Cesalpinioideae occupe surtout les régions tropicales et subtropicales de 1’Amérique, de
I’Afrique et de 1’Asie. Les Mimosoideae dominent les régions tropicales et subtropicales en

plus des zones arides et semi-arides (Ndayishimiye, 2011).

Plusieurs especes de Fabaceae servent a la nourriture humaine telle que Phaseolus
(haricots), Pisum sativum (pois), Glycine max (soja), Arachis hypogaea (arachides) etc
(Sprent, 2009;Wojciechowskiet al 2004), ainsi a la nourriture de bétails comme la luzerne
(Henborne et al., 1971). En outre, un grand nombre d'espéces contribuent dans l'industrie
médicinale et chimique pour la fabrication des poisons, les colorants, aussi leurs troncs sont
utilisés pour fabriquer du bois luxe de construction (Sprent, 2009; Wojciechowski etal.,
2004).

11.2. Genre d'Alhagi

11.2.1. Description

Ce genre est connu par plusieurs nominations parmi lesquelles, camel thorn bush,
Alagool, agool, Shook El Jamal, Shprim, Lehlah, Caspian manna et Persian manna. C’est un
arbuste vivace, épineux, avec des branches trés ramifiees. L'espéce d'alhagi a une couleur
vert- grisitre de 1 a 2 m d’hauteur. Leur systeme racinaire sous forme d’un rhizome tres
profond peut atteindre jusqu’a 15 m de longueur pour profiter au maximum de I’eau
souterraine. Ce genre se multiplie rapidement par une propagation clonale a partir des racines
horizontales. L’arbuste a des feuilles simples qui ont une forme ovale avec 7 a 20 mm de
longueur, sont disposées alternativement d’une fagon éparpillée. 2 a 6 fleurs ressemblant a des

pois sont portées sur une courte branche dorsale. Les gousses sont de couleur pourpre rosée a
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marron avec une longueur de 1 & 3 cm renfermant 5 a 8 graines de couleur brune verdatre. Les
fruits sont brun rougeétre a gris avec un bec étroit de longueur 8 a 9 mm se situe entre les
graines (Ali, 1977; Abi faraj, 2005). Le genre d'Alhagi se répartit dans le centre d’Asie,
I’Amérique du nord, 1'Europe, la Méditerranée, I’ Afrique du sud et la Chine nord-ouest. Les
Alhagi poussent dans les sols arides avec de faibles précipitations et d'un taux élevé de
salinité et d'alcalinité (Towhidi, 2007). Parmi les différentes especes d'Alhagi citant, A.
pseudalhagi M. Mieb. Desv., A. graecorum Boiss., A. sparsifolia Shap., A. kirgisorumb
Schrenk, A. maurorum Medik., A. camelorum Fisch., A. persarum Boiss., A. canescens Regel,
A. alhagi Huth. et A. nepalensis D. Don & Shap. (Khan, 2009; Badshah et Hussain, 2011;
Burasheva et al., 1975; Hassanein et Mazen, 2001; Islambekov et al., 1982; Kurban et al.,
1999; Mikaili et al., 2012; Xue et al., 2012).

11.2.2. Utilisations médicinales d’Alhagi

Le genre d'Alhagi est considéré comme une source trés importante de composés
médicinaux avec des applications pharmacologiques différentes. Dans certains pays , I’extrait
des différentes parties d'Alhagi des racines, feuilles, écorces et fleurs, sont utilisés depuis long
temps dans la médecine traditionnelle, afin de guérir des maladies séveres tels que les
douleurs , perturbation respiratoire et d’estomac , les maladies sexuelles et les
blessures (Rahmatullah et al., 2010a, 2010b ; Badshah et Hussain, 2011). D'aprés Bolus
(1983), les différentes parties de la plante A. graecorum, sont employées comme un agent
laxatif et vermifuge pour des bilharzias, comme elle est utilisée pour réduire les douleurs
rhumatismales et perturbation du foie, I'infection des voies urinaires et les diverses maladies
gastro-intestinales (Boulos, 1983;Awaad Amani et al., 2006 ; Al-Douri et Al-Essa, 2010;Zain
et al., 2012; Harvey,1999). Pour la partie aériécnne d’A. persarum, Amiri et al. (2010) lui
trouvent des effets anti-diarrhéique et diurétique. Le bouillon d’A. sparsifolia est utilisé pour
traiter les maladies d'estomac (Malik et al., 1997), relaxer les muscles , et considéré comme

un agent calmant des dents et anticancéreux (Zou et al., 2012).

11.3. Alhagi maurorum Boiss
11.3.1. Classification botanique
Selon Abi Faraj (2005), la position botanique d'Alhagi maurorum est comme suivant:

Régne: Plantae
Embranchement: Spermatophyta

Sous-embranchement: Angiospermes

11
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Classe: Dicotyledonae
Ordre: Fabales
Famille: Fabaceae
Genre: Alhagi
Espece: Alhagi maurorum

11.3.2. Description botanique

Alhagi maurorum, est un arbuste épineux, tres ramifié et complexe, d'hauteur qui peut
atteindre jusqu'a 4 pieds, avec un systeme racinaire proportionnellement le plus profond de
toute les plantes de la famille des Fabaceae. Un arbuste de 1 m de hauteur, peut avoir une
racine principale plus de 15 m de longueur en raison de leur systéme racinaire profond la
plante utilise I'eau souterraine, en s'adaptant de cette facon parfaitement a I'environnement
hyperaride ses fleurs sont solitaires ou en paires a l'aisselle et le long des rameaux ; avec des
pétales qui de couleur rouge foncé a violet. Ces feuilles sont petites, caduques, simples,
présentes a la base de chaque branche latérale, obovale a oblongue, peu pétiolée, a extrémité
arrondie. Les fruits brun rougeatre se trouvent entre les graines, avec un bec étroit court a la
fin (Abi Faraj, 2005).

11.3.3. Utilisations traditionnelles

Les métabolites secondaires issus d’A. moraurum ont de grands intéréts pour traiter
plusieurs maladies. Elle agit comme un agent laxatif et diurétique (Uphof, 1959;Marashdah et
Farraj, 2010). L'huile des feuilles est utilisée dans le traitement du rhumatisme (Brown, 1995).
Ses fleurs sont utilisées pour traiter les hémorroides et la migraine. Les graines et la poudre
des racines sont utilisées pour enlever les pierres rénales (Marashdah et Farraj, 2010).
L’extrait des feuilles et des branches d'A. maurorum est peut étre utilisé une fois par jour pour

purifier le sang et comme un expectorant (Badshah et Humain, 2011).

11.3.4. Phytochimie

Alhagi maurorum est une plante médicinale utilisée depuis long temps pour guérir des
différentes maladies, grace a sa richesse par un large spectre de métabolites secondaires
biologiquement actifs. Parmi ces dernieres, sont des minéraux, huiles, graisses (Laghari et al.,
2010), flavonoides, acides gras, glycosides, stéroles, stéroides, résines, vitamines, alcaloides,
glucides (Kamil et al., 2001), saponines, terpenoides et tanins (LU et al., 2004).

L’extrait méthanolique de la partie aérienne de la plante a permis d'isoler et d’identifier

plusieurs molécules, telles que : B-sitosérol , acide trans-cinnamique , acide p-coumarique ,
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acide 4-hydroxy benzoique, 3-O-méthylorobol , B-sitostérol-3-O-B-D-glucopyranoside et
quercetin-3-O-pB-Dglucopyranoside  (Ahmed et al., 2009), isorhamnétin-3-O-[-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—3)]-B-D glucopyranoside, 3 -Omeéthylorobol et quercetin 3-O-B-D-
glucopyranoside (Ahmad et al. 2010) .

Des acides gras saturés et insaturés constitutifs (22-25%) des graines d’A. maurorum.
(Awaad et al., 2006) qui sont isolés a partir de I’extrait éthanolique de la plante avec six
hétérosides de flavonoides, qui sont : kaempférol, Chrysoériol, isorhamnétine, chrysoériol-7-
Oxylosoides, kaempférol-3-galactorhamnoside et isorhamnétin 3-Ob-D-apio-furanosyl (1-2)
b-D-galactopyranoside (Awaad Amani et al., 2006). Ainsi, six flavonoides de types flavonol
ont été détecté avec I’extraction des herbes sechées de camel thorne en utilisant le butanol ,
les quels:kaempferol, querectin, quercetin 3-O-a-rhamnoside, kaempferol-3-O-B-glucoside,
querectin 3-O-B-glucoside et isorhamnetine 3-O-B-rutinoside kaempferol (Sairam et al.,
2002). Le fractionnement des polysaccharides de la manne, a donné une composition de
différents types d'unités monomériques constituées principalement de galactose, arabinose et
d'acides uroniques (Goncharov et al, 2001).

Des études sur les tiges d'A. maurorum, rapportent leurs richesses en huiles essentielles,
inclus: néophytadiene comme composant majeur (39,3%), trans-B-ionone (5,4%), 6,10,14-
triméthyl-2-pentadécanone (5,2%), actinidiolide (4,9%) et nonacosane (4,3%) (Samejo et al.,
2012). En outre, les racines de la méme espéce, montrent la présence de triglycérides, ester
aliphatique, cétone aliphatique, dérivé de thiophéne et des glycosides triterpéniques de type
oléanane (Hameda et al., 2012 ), et un triterpenoid de type lupéol, a été identifié a partir

d'écorces des racines (Laghari et al., 2011).

11.3.5. Etudes pharmacologiques

L'analyse de la littérature a permis de compter plusieurs activités pharmaceutiques et
biologiques, ont également été obtenues avec des extraits alcooliques pour les différentes
parties d'A. maurorum:

In vivo, un effet hépato-protective significatif, a été obtenu avec 1’extrait éthanolique
de la plante, qui est probablement di a la présence des flavonoides et des tannins, qui sont
également considérés utiles dans I’activité antidiarrhéique. Encore, I’extrait méthanolique des
racines a donné une activité antidiarrhéique remarquable (in vivo), dont 1’extrait inhibe la
diarrhée dans 4 heures. Cependant le traitement standard (diphenoxylate) I’inhibe dans 3

heures (Jalil et al., 2014).
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Un test sur les rats montre que 1’extrait aqueux de la partie verte de la plante posséde
une activité anti-inflammatoire et analgésique forte. Une autre étude exhibée que
1I’A.maurorum peut réduire I’cedéme de la patte provoqué par le formaline. Apres 4 heures, le
pourcentage d’inhibition maximale de I’extrait injecté est 64.65%, tandis que le traitement
référence de Diclofenac de sodium a un pourcentage d’inhibition de 78.13%. Ainsi 1’extrait
aqueux des racines testé sur les rats (2% aqueux) a une activité antipyrétique ; la température

rectale démunie dépendante de la dose indépendante de temps (Marashdah et Farraj, 2010).

Il est prouvé que la plante peut traiter I’inflammation vu son effet inhibiteur des
médiateurs pro-inflammatoires comme I'histamine et les prostaglandines (Ghannadi et al.,
2005). L’extrait méthanolique d’A. maurorum a montré des activites antibactériennes
significatifs contre les Gram (-), Gram (+), ainsi contre les champignons unicellulaires et

filamenteux (Rahman et al., 2011)
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I11.1.Principe de I’étude

La présente étude porte sur la caractérisation des polysaccharides hydrosolubles
extraits des graines d'Alhagi maurorum Boiss, par la détermination de quelques parametres
biochimiques de la teneur en polyphénols, protéines, oses totaux, oses neutres, oses acides et
oses réducteurs. Aussi, une caractérisation qualitative sur la composition osidique des
polysaccharides issus sera effectuée par la méthode de la Chromatographie sur Couche Mince

(CCM), et enfin d'étudier leur activité antidiabétique.

» Préparation du matériel biologique

Notre étude est faite sur les graines d'Alhagi maurorum Boiss, c’est une plante
spontanée a caractére médicinale. Les graines ont été récoltées dans la wilaya d’Illizi en

(Avril 2017), puis séchees et conservees jusqu'a leurs utilisations.

111.2.Extraction des polysaccharides hydrosolubles

L’extraction des polysaccharides hydrosolubles des graines d’Alhagi maurorum, est
débutée par le prétraitement de 20 g de broyat de graines par trois volumes d'éthanol (96%),
afin d'éliminer les contaminants de lipides, de pigments et de mono-oligosaccharides (Guo
etal., 2016). Apres la filtration, le marc obtenu est macéré dans 3 volumes d’eau distillée a
80°C/2 h et sous agitation douce (Zhu et al., 2016). Les surnageants obtenus, sont additionnés
par trois volumes d’isopropanol (99.6%) durant 72h et a température ambiante (Diallo et al.,
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2004), pour précipiter les polysaccharides contenants. Le culot récupéré apres la
centrifugation a 4000g/15 min est lavé par I'acétone plusieurs fois (Diallo et al.,2004). Aprés
I’évaporation de 1’acétone, le culot est lyophilisé a 1’aide d’un lyophilisateur, le lyophilisat
représente l'extrait brut de polysaccharides hydrosolubles d'Alhagi maurorum Boiss
(Ebringerova et al.,2003).

20 g2 de brovat des graines

]

Traitement avec 1’ éthanol (269000240

]

Maxc

1 |

Macération des résidus 417 ean distillée & B0°c/2h Culot
avec centrifugation 13min/4000 ENP

1

Surnageant

! |

Précipitati on des polyzacchari des par ' Izopropatol

11

Culot

=

Lavage avec " éthanol et acétone
+

centnifugatt on 15min/4000 ELIE —

&

Culot

. 1

Lyophilisation

Surnagent

Surnagean

Surnagean

Extrait brut des polysaccharides

\ hyvdrosolubles ‘//

Figure 5 : Différentes étapes d'extraction des polysaccharides hydrosolubles des graines d’Alhagi
maurorum Boiss
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111.2.1.Rendement de I’extrait polysaccharidique

Le rendement des polysaccharides obtenu est calculé selon la formule suivante
(Chouana, 2017):

Mase de l'extrait des polysaccharides

Rendement d'extraction % = - x 100
Masse de broyat des graines

111.2.2.Analyse de la composition biochimique de I’extrait polysaccharidique

Une série d'analyses colorimétriques est effectuée sur I'extrait des polysaccharides

obtenus des graines d’Alhagi maurorum Boiss.

111.2.2.1. Dosage des oses totaux

La teneur en oses totaux est déterminée selon la méthode de Dubois et al. (1956), la
réaction des résidus glucidique avec | acide sulfurique et le phénol donne des composes
déshydrate de la famille de dérivés furfuriques suivie par une condensation, donne une
couleur jaune orange, le maximum d’absorption se situé¢ a 490 nm pour les hexoses et a 480
nm pour les pentoses.

La méthode de phénol-acide sulfurique est généralement utilisée grace a sa sensibilité

et sa simplicité (Lecheb, 2010)

» Préparation de phénol 5 %

Une quantité de 5g de phénol est dissoute dans 100 ml d’eau distillée.
» Mode opératoire

Préparation d’une gamme d’étalonnage a partir de glucose avec une concentration
croissante de 0,001% a 0.01%. Parallélement, une autre solution est préparée a partir de 200
ul d’échantillon de concentration 0.01%, 200 ul de phénol avec 1 ml d’acide sulfurique
concentré, les tubes sont incubés dans un bain marie de 100 °c pendant 5 min suivie

refroidissement au bain de glace pendant 30min. L’absorbance est mesuré a 490 nm.
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Tableaull. Gamme étalon 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) 0 0.1 0.2 0.5 0.8 1
Concentration 0 10 20 50 80 100

(mg/l)

111.2.2.2.Dosage des 0ses neutres

Le dosage des oses neutres est effectué suivant la méthode de Dubois et al. (1956),
adaptée par Monsigny et al. (1988). Le principe est basé sur la transformation des glucides en
milieu acide comme I’acide sulfurique et a chaud en drivés furfuriques, en se complexant avec
un composé aromatique comme le résorcinol (dihydroxybenzéne), donnant des composés de
couleur orangé. L.’absorbance est mesuré a 480nm. Les oses sont quantifiés en comparaison

avec une gamme étalon du glucose de concentration de 0,001% a 0.01%.

» Préparation d’une gamme d’étalonnage

Préparation de solution de glucose de concentration croissante de 0.001 a 0.01%

» Préparation de solution de résorcinol 0.6%

La solution est préparée par la dissolution de 0.6 g de résorcinol avec 100 ml d’eau

distillée.
» Mode opératoire

200ul de solution polysaccharidique (0.01%) est introduite dans un tube a essai avec
200ul de résorcinol (0.06%) et 1ml de I’acide sulfurique en agitant le mélange

vigoureusement.

La méme manipulation sera pour les étalons.
» Faire chauffer le mélange au bain Marie a 90°c pendant 30 min.
» Faire refroidir le mélange au bain de glasses pendant 30 min.
» Puis lire ’absorbances a 480 nm
L’utilisation de gamme d’étalonnage de glucose (0.001 a 0.01%) comme référence donne la

concentration des oses neutres.
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Tableau I11.Gamme étalon 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
Glc 0.01%(ml) 0 0.1 0.2 0.5 0.8 1
Concentration 0 10 20 50 80 100

(mg/l)

111.2.2.3.Dosage des oses acides

La méthode de Blumenkrantz et Asboe-hansen (1973) permet la détection d’acides
uroniques avec une faible interférence des hexoses. Il s’agit de tests trés sensibles dans la
mesure ou ils permettent de détecter jusqu’a 1 pg de composé. C’est en présence d’acide
sulfurique concentré et a chaud, les liaisons glycosidiques des poly- et oligosaccharides
subissent une hydrolyse quantitative. La déshydratation des unités osidiques libérées conduit a
la formation de dérivés furfuriques (acide 5-formylfuroique).

Les chromophores ainsi formés absorbent proportionnellement dans le domaine
visible. Avec la quantité du sucre présent. Le méta-hydroxydiphenyle (m_HDP) en présence
de tetraborate de sodium joue comme un chromophore sélectif lors du dosage des acides
uronique. Le mélange forme une couleur rose-orange et absorbe a 520nm, ce qui permet de
déterminer les concentrations en oses acide par 1’utilisation de la gamme d’étalonnage dont

I’acide glacturonique est utilisé comme étalon (Delattre, 2005 ; Ruiz, 2005).

» Préparation de solution d’acide galacturonique 0.01 %

Cette solution est préparée par la dissolution de 10 mg d’acide galacturonique dans
100 ml d’eau distillée. Une gamme de dilutions de 0.001% a 0.01%, est préparée a partir de

la précédente solution.

» Préparation des réactifs
» Solution A

Dans une fiole a jaugée, dissoudre 0,95 g de Borax (Na2B407,10H.0) dans 2 ml d” H20,
ensuite complété au trait de jauge avec l’acide sulfurique concentré, cette solution est

conservé a 4 °C et a I’abri de la lumiére.
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> Solution B

Dans une fiole a jaugé de 100 ml, mélanger 150 mg de méta-hydro xydiphenyl

(m_HDP) avec 500 mg d’hydroxyde de sodium (NaOH) et compléter le volume au trait de

jauge avec I’eau distillé. Cette solution est conservée a 4 °C.

» Mode opératoire

- Placer dans un bain de glace des tubes a essai pendant 5 min, mettre 200 pl de

polysaccharide, ajouter 1.2 ml de la solution A, suivit par une agitation.
- Placer les tubes pendant 5 min a une température 100°C.
- Refroidir les tubes dans un bain de glace pendant 10 min.
- Ajouter 20 pl de MHDP, suivie par une agitation.

- Laisser les tubes a une température ambiante pendant 5 min, aprés lire a 520 nm.

Tableau IV. Gamme étalon d’acide glucuronique

Blanc 0.001% 0.002% 0.005% 0.008%
Eau distillée 1 0.9 0.8 0.5 0.2
Glu A 0.01%(ml) 0 0.1 0.2 0.5 0.8
Concentration 0 10 20 50 80

(mg/l)

111.2.2.4.Dosage des oses réducteurs

0.01%

100

En présence d’une extrémité réductrice, Le couple L-sérine/Cu2+,est réduit en L-

sérine/Cu+.Ce nouveau couple forme avec le 4,4’-dicarboxy-2,2’-biquinoline un complexe

pourpre qui absorbe a 540 nm. L’absorbance a cette longueur d’onde est proportionnelle au

taux de sucres reducteurs dans la solution (Waffenschmitd et Jaenicke, 1987 ; Chouana,

2017).

> Solution A

Tableau V.Composition de la solution A

Soluté Quantité

L-sérine 31,55 mg
CuS0O4, 5H20 31,2mg
eau distillé 25 mL
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» Solution B
Tableau VI. Composition de la solution B
Soluté Quantité
Na.CO3 0,60 g
NaHCO3 1,58 ¢
4,4’-dicarboxy-2,2’-biquinoline 48,55 mg
Eau distillé 25 mL

Mode opératoire est le suivant
- Préparer200 ul de la solution des polysaccharides
- Ajouter 800 ul de I’eau distillée
- Mettre 500 ul de réactif A et B
- Incubation pendant 15 minutes a 100°C
- Laisser le mélanger refroidir pour 10 minutes a T ambiante®

- Lecture d’absorbance a 540 nm

Tableau VII. Gamme étalon de glucose
Blanc 0.001% 0.002% 0.005% 0.008%

Eau distillée 1 0.9 0.8 0.5 0.2
Glu A. 0 0.1 0.2 0.5 0.8
0.01%(ml)
Concentration 0 10 20 50 80
(mg/l)

111.2.2.5.Dosages des polyphénols

0.01%
0
1

100

Les polyphénols ont été déterminés par la méthode de Singleton et Ross. (1965), avec

le réactif de Folin Ciocalteu (Giner-chavez, 1996). Les groupements oxydables des composés

polyphénoliques trouvés dans 1’échantillon sont oxydés par le réactif de Folin Ciocalteu qui

est formé d’acide phosphotungstique H3PW12040 et d’acide phosphomolybdique H3PM01204,

la couleur bleu des produits de reduction est proportionnel aux taux des composes

phénoliques oxydés. Une gamme d’étalonnage est effectuée avec 1’acide gallique comme

référence et I’absorbance est mesurée avec un spectrophotometre a 765nm.
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» Mode opératoire

- 100ul de solution polysaccharidique.

- Ajouter 500ul de Folin Ciocalteu.

- Une incubation pendant 2minutes.

- Additionner 2ml de carbonate e sodium Na2Co3 a 20%.

- Mettez le mélange pour 1’incubation a I’obscurité pendant 30minutes a T° ambiante.

Tableau VIII. Gamme d’étalonnage avec I’acide gallique

% 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 0.035
Eau distillée(ml) 0.5 0.9 0.85 0.8 0.75 0.7 0.65
Solution de Gal 0.5 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
A.0.1%
Concentration 5 10 15 20 25 30 35
(mg/l)

111.2.2.6.Dosage des protéines

La méthode de Bradford (1976) est largement utilisée pour détecter les petites

quantités de proteines (jusqu'a 20ug/ml).

Cette technique utilise le réactif de bleu de Coomassie G250qui a la propriété de
s’adsorber sur les protéines par une interactions non covalentes avecles groupements NHs+ des
acides aminés basiques (arginine, histidine, tryptophane, phénylanine) trouvés au niveau des
protéines (Chouana,2017) .

L’absorbance est lu a I’aide d’une spectrométrie UV-visible (595 nm). Une gamme
étalon des Sérum Albumine Bovine(SAB) est utilisée pour déterminer la concentration

protéique trouvée dans I'échantillon (Le roux, 2012).
» Préparation des réactifs et des solutions
> Préparation de la solution mére de sérum albumine bovine (BSA) 0,01%

La solution est préparée avec 0,01g de BSA dans 100 ml d'eau distillée.
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»  Préparation de la gamme étalon de BSA 0,001% a 0,01%(Bradford, 1976)

Tableau IX. 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) 0 0.1 0.2 0.5 0.8 1
Concentration 0 100 200 500 800 1000
(ma/l)

» Préparation de la solution de bleu de Coomassie selon Bradford (1976)

- Dissoudre 25mg du Bleu de Coomassie dans 12,5 ml d'éthanol (95%) ;
- Ajouter 25ml d'acide phosphorigue (85%) ;

- Compléter avec I’eau distillée jusqu’a 1’obtention d’un volume finale de 250ml.
» Mode opératoire

Selon la méthode de dosage de Bradford (Bradford, 1976).

- Introduire 200ul de I’échantillon ou de 1’étalon dans un tube a essai puis 2ml de bleu de
Coomassie sont ajoutés ;

- Apres un mélange, incuber ces tubes au bain Marie a 37°C pendant 30min ;

- Laisser le mélange pour refroidir & température ambiante pendant 20min, la densité

optique est lue a I’aide d’un spectrophotométre UV-Visible a 595nm.
111.2.3.1dentification des résidus glycosidiques

» Principe

L’identification des résidus glycosidiques d’un polysaccharide doit étre commencée
par la rupture de toutes les liaisons glycosidique, les monosaccharides libérés sont analysés
par chromatographie sur couche mince. La rupture des liaisons glycosidiques nécessite une
haute température (de 50 a 100°c) dans des acides forts dilués ou concentré(2M) tels que
I’acide chlorydrique(HCL) et I’acide trifluoroacétique (TFA).(Ruiz,2005).

En effet, il est difficile de controler I’hydrolyse acide car la rupture des liaisons
osidiques est aléatoire et mene a la production de monosaccharide. C’est pour cela les voies
de dégradation acide sont utilisées afin de déterminer la structure et la composition des oses

constitutifs des polysaccharides (Delattre, 2005).
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» Mode opératoire
Selon Niu et al.(2011):

-Mélanger 25mg de lyophilisat de polysaccharides avec 1ml de TFA 2M
- Incuber les tubes dans I’étuve a 100°C pendant 4h

- Laisser les tubes refroidir et ajouter quelques gouttes de méthonol

- Déposer le mélange dans un dessicateur sous hotte/24h

- Apres séchage, ajouter 1ml d’eau distillée et récupérer tout dans des Eppendorfs
111.2.3.1.Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince est une méthode d’analyse basée sur les
phénomeénes d’adsorption pour I’identification de composés organiques , constituée de deux
phases , la phase mobile qui est un solvant ou un mélange de solvant progresse au long d’une
phase stationnaire alors que la phase stationnaire est un gel de silice la migration des
substances a une vitesse dépend de leur nature et celle du solvant , apres migration les taches

doivent étre révélées(Delattre,2005).

» Mode opératoire

Trois systémes sont utilisés pour des plaques en gel de silice, le choix du systeme est en
fonction de la nature des oses a séparer et les rapports frontaux obtenus. Le Nigrum est utilisé

comme révélateur pour les systemes en gel de silice.

Tableau X. Composition des trois systemes utilisés.

Systeme 1(V=ml) Systeme 2(V=ml) Systeme 3(V=ml)
Acétate d’éthyle : 10V Chloroforme : 9V Acétonitrile : 15,17V
Pyridine : 8V n-butanol : 25V Acétate d’éthyl : 7,14V
Eau : 8V méthanol : 20V Propanol : 3,57V
N-butanol : 20V acide acétique : 3V Eau: 2,67V
Acide acetique : 4V eau : 3V

Systeme 1 (Hoton-dorge,1976); Systeme 2(Cheng et al.,2010); Systeme 3 (Han et robyt, 1998)
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> Phase stationnaire

C’est une plaque de gel de silice.

» Depot des étalonset des hydrolysats

10mg de chaque étalon utilisé (acide glucoronique, acide galacturonique, glucose, arabinose ,

rhamnose,xylose,mannose, est ajouté a Iml d’cau distillée.(Boual et al., 2013).

Une ligne de dép6t est tracée a 1cm du bord inférieur de la plaque, puis activée dans
I’étuve a 100°C pendant 10 minutes. Une fois la plaque est activée, nous mettons les
échantillons et les étalons sur la ligne de dép6t.

Les systemes déja prépares sont versés dans les cuves chromatographiques, les plaques
sont placées dans les cuves de sorte que la ligne de dépo6t soit au-dessus de la phase mobile, la
cuve est fermée, quand le solvant arrivera & 1cm du bord supérieur, nous retirons les plaques
et nous tracons une ligne au front du solvant( Delattre,2005), une fois les plaques séchent et
révélées par le Nigrum et a la fin ils seront incubées a 1’étuve jusqu’a 1’apparition des taches

colorés(Boual,2011).

» Calcul des rapports frontaux

Pour la détermination de la composition des extraits en monosaccharides, le rapport

frontal est calculé pour chaque spot obtenu (David et Hazel, 1998).

Rf = La distance parcourue par la substance X 100
La distance parcourue par le solvant

,______.

I11.4. Etude de I'activité antidiabétique

Le diabéte est une maladie endocrine qui touche 2% de la population mondial (Gbekle
etal., 2017 ; Barbosa et al.,2008) et caractérisée par une augmentation anormale du taux de
glucose dans le sang (hyperglycémie). Les traitements de cette maladie se subdivise en deux
types, les quels: les médicaments hypoglycémiants (sulfonylurées et dérivés de l'acide
benzoique) et les agents anti-hyperglycémie (biguanides, les inhibiteurs de I’enzyme a-D-

glucosidase et thiazolidinediones) (Bisht et al., 2013). Au cours de ces dernieres années, les
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scientifiques font des recherches afin d’améliorer de nouvelles molécules efficaces sans effets
secondaires (Carillon, 2009).

Les molécules bioactives extraits des plantes sont illimitées, dont les études
ethnopharmacologiques prouvent que 80% de la population spécifiquement des pays en
développement utilisent la phytothérapie contre le diabéte soit comme prévention ou bien
comme traitement (Carillon , 2009 ; Mentreddy, 2007).

» Principe

L'é¢tude de [Dactivit¢ antidiabétique des polysaccharides issus des graines
d’A.moraurum est basée sur leur capacité a inhiber l'activité enzymatique d' a-D-glucosidase
(E.C.3.2.1.20) (Mosihuzzman et al., 2013).

La détermination de ce pouvoir inhibiteur est basée sur la mesure du taux de la
libération de p-Nitrophénol (p-NP) dont I’enzyme catalyse la dégradation de p-Nitrophényl-a-
D-glucopyranoside (p-NPGP) en a-D-glucopyranoside et p-Nitrophénol. Ce dernier, absorbe
a longueur d'onde est égal a 405 nm, ce qui permet d’évaluer I’activité inhibitrice sur I'enzyme
(Haetal., 2012).

Dailleurs, en présence d’inhibiteur, 1’activité enzymatique de 1’a-D-glucosidase soit
diminuée ou inhibée. Cela est exprimé par diminution de la dégradation de substrat p-NPGP
(Mosihuzzman et al., 2013).

Dans ce test I’acarbose est utilis€ comme un controle positif, I’eau distillée est utilisée
comme controle négatif(Zhang et LI, 2015). L’activité inhibitrice des polysaccharides sur
I’enzyme d'a-glucosidase est calculée selon la formule suivante(Xu et al., 2014; Zang et LI,
2015).

AAcontrole négatif — AAéchantillon

Pourcentage d'inhibition =
g AAcontrole négatif

AA Contrédle négatif = A; Controle négatif — Aq Controle négatif

AA échantillon = A; Contréle échantillon — Ag Contrdle échantillon

» Préparation des solutions et réactifs
La préparation se fait selon les méthodes de Bichtet al. (2013); Qianet al. (2015)

modifiées.
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» Preéparation de solution mere de polysaccharides (10 mg/100ul)

La solution est préparée avec 10 mg de I'extrait brut polysaccharidique dans 100ul

d'eau distillée.

» Preéparation des dilutions de la solution mere de I’extrait polysaccharidique

Tableau XI. Dilutions de solution meére de 1’extrait polysaccharidique

Blanc  10% 25% 50% 75% 100%
20 19 15 10 05 0
Eau distillée
Solution mere (ul) 0 01 05 10 15 20
Concentration (mg/l) 0 10 25 50 75 10

» Préparation de solution d’acarbose

Pour préparer une solution d’acarbose de 100mM, 50 mg d’acarbose est dissout dans
774 ul d'eau distillée.

» Préparation des dilutions d’acarbose

Préparation d’une gamme de dilution allant de 0,01 a 100 mM a partir de la solution

meére d’acarbose1 00mM.
» Mode opératoire

Dans un tube sec, mettre un volume de 500ul de la solution de 1’a-D-glucosidase.
Ajouter 10ul de I’acarbose pour le controle positif, de I’extrait polysaccharidique pour le test
ou de I’eau distillée pour le controle négatif. Incuber le mélange pendantl5 min a 37° C.
Ajouter un volume del25ul de la solution du substrat (p-NPGP) préalablement incubé a 37°
C. Agiter bien le tube pendant une minute. Aprés 2 min d’incubation, lire I’ Absorbance a 405
nm et suivie la cinétique enzymatique de I’a-D-glucosidase en mesurant 1’ Absorbance chaque
12 sec pendant 3 min de réaction par un spectrophotométre UV- Visible (Bicht et al., 2013;
Qian et al.,2015)
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Tableau XI1.Test de I’activité anti diabétique

Volumes
p-NPGP (ul) 125
Contrdle positif a-D-glucosidase (ul) 500
Acarbose(ul) 10
p-NPGP (ul) 125
Extrait polysaccharidique ~ @-D-glucosidase (l) 500
polysaccharides 10
p-NPGP (ul) 125
Contrdle négatif a-D-glucosidase (ul) 500
eau distillée 10
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IV.1.Rendement polysaccharidique

Le rendement d'extraction est de l'ordre de 2.93%. Cette valeur est trés proche de celle
rapporté par Norziah et al. (2015) chez Trigonella foenum-graecum (Fenugrec) soit 2.4+0.7%
et inferieur & celle trouvée avec les graines d’Alhagi persarum Boiss soit 4% (Rakhimov et
dzhumamuratova, 1993).

Figure 6. Aspect de lyophilisat des graines d’Alhagi maurorum

La variation des rendements d'extraction est liée a plusieurs facteurs parmi eux, les
conditions climatiques et I’environnement du sol de 1’espéce (Al-assaf et al., 2005; Anderson
et al., 1968; Idris et al., 1998; Islam et al., 1997; Karamalla et al., 1998; Verbeken et al.,
2003 ; Limam, 2016). Aussi, le type du solvant, de polysaccharide et la procédure
d’extraction comme la décoction ou la macération (Ebringerova et al.,2003; Mouradi et
al.,2006).

IV.2.Composition de I’extrait polysaccharidique hydrosoluble
1V.2.1.Composition biochimique

Comme il est mentionné dans le tableau XIII,I’extrait des polysaccharides
hydrosolubles des graines d’Alhagi maurorumrenferme de 67.60+0.098%d'0oses totaux, et
parmi les oses sont,57.46+0.042%d'oses neutres et 11.08+0.015% oses acides. Ces valeurs
sont semblent inferieurs de celles trouvés par Boual (2014) pour les graines d'Astragalus
armatus sont, 79.93+3.66%, 61.35+2.13% et 20.87+1.26%d'0ses totaux, 0ses neutres et 0ses
acides, respectivement et supérieurs de celles des graines d'Astragalus gombo soient 51.28%,
44.17% et 6.25%, pour le méme ordre d'oses (Chouana, 2017).

D
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Les polysaccharides isolés des graines d’Astragalus armatus renferme de 6,54+0,07%
comme teneur en protéines (Boual, 2014), qui est inferieure ce celle trouvé avec les graines
d’Alhagi maurorum soit 14.75+0.007%.

Le dosage des polyphénols, a donné une valeur nulle qu'elle s'exprime par 1’efficacité
de prétraitement dans la dépigmentation. Contrairement aux graines d’Astragalus gombo qui

leur teneur en polyphénols soit 1,2 + 0,4(Chouana, 2017).

Tableau XI11.Composition globale d’extrait polysaccharidique hydrosoluble des graines
d’Alhagi maurorum

Oses totaux  Oses neutres Oses acides Oses réducteurs Polyphénols Protéines
% %
% % % %
67.60£0.098 57.46+0.042  11.08+0.015 27.88+0.101 - 14.75+0.007

IVV.2.2.Caractérisation des résidus glycosidiques de I’extrait polysaccharidique

La précision des rapports frontaux (Rf) des oses étalons permet d'identifier les oses
constitutifs de I’extrait des polysaccharides hydrosolubles des graines d’Alhagi maurorum.
Ceci par comparaison des Rf des taches apparues avec ceux des étalons.

En lisant les trois chromatogrammes des systemes utilisés, il apparait avec le systeme
1deux spots de Rf 0.42 et 0.55, qui peuvent étre corresponds a l'arabinose (0.42) et de xylose
(0.54). Les mémes pentoses sont suggeérés par le systéeme 3 qui révele deux taches de 0.49 et
0.58 semblent homologues a I'arabinose (0.50) et le xylose (0.57).

Cependant, le systeme 2 donne un seul spot (0.57) qui peut correspondre au mannose
(0.57).
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Tableau XIV.Rapports frontaux (Rf) des oses étalons et les hydrolysats pour les trois
systemes utilisés de CCM.

Etalon Systeme Echan. Systeme Echan. Systéme Echan.
1 2 3
Acide D-
galacturonique 0.11 0.18 0.033
L-arabinose
0.42 0.42 0.5 0.50 0.49
D-galactose
0.26 0.45 0.32
D-glucose
0.33 0 .54 0.38
D-mannose
0.43 0.56 0.57 0.41
L-rhamnose 0.70 0.68
0.66
D-xylose
0.54 0.55 0.63 0.57 0.58

Les reésultats de la CCM montrent des taches en communs. Destaches
semblentcorrespondre a l'arabinose et xylosesont apparus dans chacun des systemes 1 et 3 et
quidisparaissent dans le systeme 2. Tandis que, les taches qui peuvent etre homologues au
mannose disparaissent dans les systemes 1 et 3etpour apparaitre dans que le systéeme 2. Ces
résultats laissent suggérer que les polysaccharides hydrosolubles des graines d’Alhagi
maurorum renferme un hétéropolysaccharide de type arabinoxylane, constitué
majoritairement d’arabinose et de xylose.Kodiralieva et Rakhmanberdyeva (2011), ont
signalé pour les graines d’Alhagi pseudalhagi la presence de rhamnose, xylose, arabinose,

mannose et de galactose.
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Figure 9. Chromatogramme du systeme 3

Figure 8. Chromatogramme du systeme 2

Figure 7. Chromatogramme du systeme 1
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Conclusion

Notre travail a été réalisé au sein de laboratoire de la faculté des sciences de la nature et
de la vie de a I'université de Kasdi Merbah-Ouargla, qui porte l'objectif de caractériser des

polysaccharides hydrosolubles extraits des graines d’Alhagi maurorum.

La composition biochimique des polysaccharides hydrosolubles des graines d’Alhagi
maurorum Boiss, ont été déterminées par des méthodes colorimétriques, elle a mis en évidence
trois groupes d’oses, 0ses acides, 0ses neutres, oses réducteurs et des protéines. Par conséquence,

les oses neutres sont les composants majeurs de I'extrait soit de 57.46+0.042%.

Les systemes utilisés de la chromatographie sur couche mince, ont montré la dominance

de I'arabinose et de xylose. Ceci, suggére la présence d'un arabinoxylane.

Un fort pouvoir inhibiteur sur a-D-glucosidase, a été obtenu avec I'extrait
polysaccharidique des graines d'Alhagi maurorum, reste a définir la structure de ces

polysaccharides bioactifs et leur mode d'action.
Perspectives

Pour confirmer les résultats obtenus par CCM, nous devons utilisés des techniques plus
avanceées telle quela HPAEC-PAD pour préciser les résidus glycosidiques constitutifs de ces

polysaccharides extraits.

Aussi, pour mieux caractériser et établir la relation structure et fonction de I'activité
antidiabétique signalée, il est souhaitable d'utiliser une technique celle de la spectrométrie de

masse SM.
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Annexe 04
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Résumé :

L'objectif de notre travail est de caractériser des polysaccharides hydrosolubles extraits des graines de la plante spontanée Alhagi
maurorum Boiss, a travers la mesure de quelques paramétres biochimiques et de tester leur activité antidiabétique basant sur Il'inhibition de
l'activité d'enzyme a-D-glucosidase. Le broyat des graines estprétraité par 1’éthanol (96%), puis macéré dans I'eau distillée chaude (80°C/2h). Les
polysaccharides sont précipités par 1’isopropanol (99.6%), le culot obtenu est lavé par l'acétone et lyophilisé.Le rendement massique de I’extrait
de polysaccharides hydrosolubles des graines d’Alhagi maurorum est de 2.93%, qui renferme de 67.60+0.098% d'oses totaux, 57.46+0.042%
oses neutres, 11.08+0.015% d'oses acides,27.88+0.101 d’oses réducteurs, 0%de polyphénols et 14.75+0.007% de protéines. L'analyse de I'extrait
par la chromatographie sur couche mince aprés I'hydrolyse acide par TFA 2M durant 4h suggeére d’unarabinoxylane. L’étude de 1’activité
antidiabétique de I’extrait polysaccharidique a montré un fort pouvoir inhibiteur de I’a-D-glucosidase de a 100 mg/ml en comparaison avec
I’acarbose comme contrdle positif qui avait une inhibition maximale de 100% a partir de 6.456 de mg/ml. Ces résultats ajoutent a la plante un

nouveau principe actif identifié représentant dans des polysaccharides a une activité antidiabétique potentielle.

Mots clés :Alhagi maurorum, polysaccharides,caractérisation,antidiabétique.

Abstract:

This work is aimed tocharacterizethe watersoluble polysaccharides used from the seeds of Alhagi maurorumBoiss,by the study of
biochemical composition and to test her anti-diabetic activity, which based on the inhibition of a-D-glucosidase activity. The crushed seeds are

pretreated with ethanol (96%), and followed by maceration in hot distilled water (80 ° C / 2h). The polysaccharides are precipitated with
isopropanol (99.6%),the resulting pellet is washed with acetone and lyophilized. The mass yield of the water-soluble polysaccharide extract of
Alhagi maurorum seeds is 2.93%, which contains 67.60 + 0.098% total sugars , 57.46 + 0.042% neutral monosachcarides, 11.08 + 0.015% acid
monosaccharides, 27.88+0.101 reducers monosaccharides, 0% polyphénols and 14.75 + 0.007 of protein. Analysis of the extract by thin layer
chromatography after acid hydrolysis by 2M TFA for 4h suggests a type of arabinoxylan polysaccharide. The study of the antidiabetic activity
The extract of the polysaccharide showed a strong inhibitory power of a-D-glucosidase 100 mg / ml in comparison with the acarbose like positive
control which had a maximum inhibition of 100% from 6.456 mg / ml. These results add to the plant a new active principle identified

representing in polysaccharides to a potential antidiabetic activity.

Keywords:Alhagi maurorum, polysaccharides,caracterization, antidiabetic.
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