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Introduction générale

Introduction :

Ces dernicres années, ’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans
diverses spécialités ont été développées pour I’extraction, 1’identification et la quantification
de ces composes a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et
les produits agroalimentaires (Sancher et al,. 2002 ; Marc et al,. 2004 ;Huang et al,. 2005).

L’ Algérie recele d’un patrimoine végetal important par sa richesse et sa diversité dans les
régions cotieres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, la steppe et les oasis sahariennes
on y trouve plus de 3000 espéces végétales. Parmi ces ressources naturelles les plantes
aromatiques et médicinales occupent une large place et jouent un grand role dans 1I’économie
nationale. Elles sont utilisées dans différents domaines : industrie alimentaire, conserverie,

pharmaceutique, et phytothérapie (Duraffourd et al., 1997).

Les plantes médicinales contiennent un grand nombre de molécules actives d'intérét
multiple mis a profit dans I’industrie, alimentation, cosmétologie et en dermopharmacie.
Parmi ces molécules, on retrouve, les coumarines, alcaloides, acides phénoliques, tanins,
lignanes, terpénes et flavonoides (Bahorun, 1997). Les flavonoides possédent potentiellement
des activités biologiques, antinflammatoires, anti-cancérigénes, antimicrobiennes et
antioxydantes (Atik bekkara et al., 2007).

Dans le cadre de la découverte de nouveaux antioxydants a partir des sources naturelles,
nous avons choisi une plante médicinale traditionnellement utilisée dans le traitement des
maladies liées au stress oxydatif qui est I'Atriplex halimus (Bouthaina, 2009 ;AlTurkis et
al.,2000 ;Nedjimi et al., 2013).

L’Atriplex halimus.L est une plante de la famille Chénopodiacée et connue par son intérét

fourrager et pharmacologique, elle présente des propriétés hypoglycémiante et antidiabétique
Notre travail comporte deux grandes parties :
_Une partie théorique qui est composée de quatre chapitres

e Le premier chapitre: Données générales sur I'Atriplex halimus.L.
e Le deuxieme chapitre: les métabolites secondaires.
e Le troisieme chapitre: le stress oxydant.

e Le quatrieme chapitre: la glycémie.
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_Une partie expéerimentale qui est subdivisée en deux chapitres, le premier présente le

matériel et les méthodes utilisés dans notre travail :

L'extraction de feuilles séchées de la plante par macération.

e Screening phytochimique de I’extrait végétal.
e Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides.

e [’évaluation in vitro de I’effet antioxydant de 1’extrait

e [L’évaluation in vivo de Il’activité hypoglycémiante et anti-hyperglycémiante de

I'extrait.
Les résultats obtenus et leur discussion sont présentés dans le deuxieme chapitre.

A la fin , conclusion et perspective qui donne une idée générale sur le présent travail et

qui présente les résultats obtenus dans ce travail et le perspective au futur.
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Chapitre I : Etude botanique de la plante

1 .La famille des chénopodiacées :

Les chénopodiacées forment une vaste famille de 1400 espéces présentes partout dans le
monde. Ce sont pour la plupart des plantes herbacées ou arbustives, principalement avec des
feuilles alternes, parfois opposées. Tres souvent, les feuilles et la tige sont succulentes. Cela
vient que beaucoup d'espéces sont des especes halophiles et thermophiles.

Les fleurs des chénopodiacées sont généralement minuscules et verdatres. Elles sont groupées
en épis, en grappes ou en panicules laches.

Les principaux genres de chénopodiacées sont Beta (bette), Chenopodium (chénopodes),
Halimione et Atriplex (arroches), Salicornia (salicornes), Sueda et Salsola (soudes) (Stanley
et al., 2003).

2. Le genre Atriplex:

Les especes du genre Atriplex sont caractérisées par haute degré de tolérance a I’aridité et la
salinité, pour procurer des fourrages riches en protéines et en carotene.

Par ailleurs, elles ont la propriété de produire une abondante biomasse folaire et de la
maintenir active durant les périodes défavorables de ’année (Mulas et Mulas, 2004).

3. L’espéce Atriplex halimus :

3.1. Description :

Atriplex halimus L est une espéce de formation steppique salée qu’on rencontre dans les hauts
plateaux et sur le littoral, ou les conditions favorables sont réunies avec les polymorphismes
en fonction de salinité, elle est caractérisée par des feuilles qui sont assez grandes de 2-5 cm,
en geénéral 2 fois plus longues que larges, un peu épaisse et charnue. Elles sont ovales et
entieres peu sinuées et dentées. La fleur est monoique formée d’épis denses, courtes, nus et
groupés (Ozenda, 2004).

Les graines sont petites et rougeatres (Delille.L, 2007).

o

Figure N°01 : Photographie de 1’Atriplex halimus L (www.sahara-nature.com).



Chapitre I : Etude botanique de la plante

3.2 Répartition géographique :

Cette espece est trées commune dans le Sahara septentrional et les montagnes du Sahara
central, dans les sols rocailleux, talus argileux et les zones un peu salées. (Ortiz-Dorda et al.,
2005).

L’espéce est spontanée a I’intérieur d’une aire relativement vaste englobons les pays de
I’Afrique du nord et du moyen Orient, des Iles Canaries jusqu’en Iran en passant par le Sud
Algérien (massif du Hoggar).

En Europe, 1’Atriplex halimus est présent sur toute la rive Nord de la méditerranée et aussi en
Bulgarie. (Berri. 2009).

En Algérie :

L’Atriplex est spontané dans les étages bioclimatiques semi-aride et arides, les plus grandes
superficies correspondent aux zones dites steppiques (Batna, Biskra, Bousaada, Djelfa, Saida,
Tebessa et Tiaret). (Pouget, 1980).

Mali

§ Wilaya trés répondue en
Atriplex halimus.

Figure N°02 : Répartition de I’Atriplex halimus.L en Algérie (www.iceland.is).
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3.3 La systématique de la plante :

Embranchement Spermaphyte ou Magnoliopyta.
Sous-embranchement Angiospermes.

Classe Dicotylédones ou Magnoliopsida.
Sous classe Caryophyllidae.

Ordre Caryopyllales.

Famille Cheénopodiacées.

Genre Atriplex.

Espéce Atriplex halimus.

Nom vernaculaire
Nom commun Arroche ou pourpier de mer.
Nom arabe Guettaf.

(Martinez et al.,2003).
4. Propriétés pharmacologiques:

Au Sahara occidental, les cendres de I’Atriplex halimus.L, reprises par I’eau, sont utilisées
dans le traitement de 1’acidité gastrique, les graines sont ingérées comme vomitif
(Bellakhdar, 1997).

Les feuilles sont utilisées pour le traitement des maladies cardiovasculaires, du diabéte et de
I’hypertension et méme pour le thumatisme (Said et al., 2002).

Une étude récente indique que I’A. halimus posséde des propriétés antioxydantes et
hypoglycémiantes (Said et al., 2007).

L’infusion des feuilles est utilisée dans traitement des douleurs rénal, des lithiases et dans le
traitement de 1’acidité gastrique (Bellakhdar. D, 2006).

Cette plante est utilisée aussi pour le traitement du goitre et cholestérol (Adouane. S, 2015).

5. Intéréts écologiques et économiques :

Cette plante est connue pour ses intéréts écologiques et économiques, pour son usage comme
plante fourragere (Alazzeh et abu-zanat, 2004) et pour sa tolérance a la salinité et a I’aridité
(Abbad et al., 2004). Elle est considérée parmi les especes végétales qui valorisent le mieux
I’eau des terrains salés, grice a sa pression osmotique vacuolaire ¢levée due a de fortes
concentrations en sels (Essafi et al., 2007). Elle posséde par ailleurs, un systeme racinaire
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tres développé, fixant les couches supérieures du sol et peut étre utilisee comme moyen de
lutte contre la désertification (Belkhodja et Bidai, 2004).
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Chapitre 11 : Métabolites secondaires

Chapitre 11 : Les métabolites secondaires :
1. Définition:
Les composes produits par les plantes sont séparés en métabolites primaires et secondaires.

Les métabolites secondaires ont une répartition limitée. Elles sont typiquement produits dans
un organe, tissu ou type cellulaire spécifique a des stades particuliers du développement, en
faible quantité et sont emmagasinés surtout dans les vacuoles (Raven et al ., 2003).

2. Classification des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont repartis en plusieurs grandes familles chimiques : les
composés phénoliques, les terpénoides, les alcaloides et les saponines (Mamadou, 2011).

2.1. Les composeés phénoliques (polyphénals) :

2.1.1. Définition:

Les composés phénoliques constituent 1’une des grandes familles de molécules largement
répandues dans le regne végétal (Lugasi et al ., 2003).Ce sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes, a partir des racines jusqu’aux fruits (Yusuf, 2006). Ces composés
jouent un roéle fondamental car sont des éléments importants de qualités sensorielles (couleur
et caracteres organoleptiques) et nutritionnelles des végétaux. (Sculbert et al ., 2000).

2.1.2. Structure chimique:

Selon leurs caractéristiques structurales, les polyphénols se répartissent en une dizaine de
classes chimiques, qui présentent toutes un point commun : la présence dans leur structure
d’au moins un cycle aromatique (benzénique) a 6 carbones, qui porte un nombre variable de
fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelle et al., 2004 ; Macheix et al., 2005).

Figure N°03 : Structure de base des polyphénols
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2.1.3. Classification des composes phénoliques :

Tableau N°01 : Principales classes des composés phénoliques (Bruneton, 1999 ; Hennebelle, 2006).

Nombre Squelette  de | Classe Exemples Plantes
d’atome de | base
carbone
6 Ce Phénols simples | Cathécol, Busserole
hydroquinone
7 Ce-Cy Acides phénols | Ac.gallique, Artichaut Saule
benzoiques Ac.salysalique,
vanilline
8 Ce-C> Acétophénones | 3-acétyl- Saule
méthoxybenzal
dehyde
9 Cs-C3 Acides phénols | Ac.coumarique, | Romarin
cinnamiques Ac.caféique Marronnier
d’inde
15 Cs-C3-Cs Flavonoides Quercétine Ginkgo  Thym
Isoflavonoides Rotinoide Camomille
18 (Ce-Cs)2 Lignanes Matairésinol Chardon
30 (C6-C3-Cs)2 Bi flavonoides Amentoflavone | Carcinia
Hinokiflavone Hypericum
N (Cs-C3-Cé)n Tanins Aesculitanins Marronnier
condensés d’inde, vigne

2.1.3.1. Les Acides phénoliques :

Les acides phénoliques sont rares dans la nature. Ces composés se répartissent en deux
groupes : Les acides hydroxycinnamiques et les acides hydroxybenzoique.ll sont contenus
dans un certain nombre de plantes agricoles et médicinales et présents chez toutes les céreales

(Guignard, 2001).

a. Acides hydroxycinnamiques :
Acides hydroxycinnamiques dérivent de I'acide cinnamique. Ils ont une structure générale de
base de type (Cs-C3) et ils existent souvent sous forme combinée avec des molécules
organiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
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b. Acide hydroxybenzoiques :

Ils dérivent par hydroxylation de 1’acide benzoique (acide gallique), ils ont une structure
générale de base de type (C6-C1). llIs existent souvent sous forme d'esters ou de
glycosides.

HO

(-)II (_)H

O

Acide benzoique. Acide cinnamique.

FigureN°04 : Structure de base des acides benzoiques et cinnamiques (Bruneton, 2009 ; Sarni-
Manchado et Cheynier, 2006).

2.1.3.2. Flavonoides :
a. Définition:

Le nom de « flavonoide » proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des
¢corces d’orange (Havsteen, 2002) ; cependant, d'autres auteurs supposaient que le terme
flavonoide avait plutdt prété du flavus ; (flavus=jaune) (Karaali et al, 2004 ; MaleSev et
Kuntié, 2007).

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Elles sont omniprésentes dans les
fruits, les 1égumes, les graines, les boissons tels le thé et le vin rouge et d’autres parties de la
plante (Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006).

b. Structure :

Ces molécules ont un poids moléculaire faible, se présentant en 15 atomes de carbones
arrangés comme suit : Cg-C3-Cg, elles sont composés de deux noyaux aromatiques A et B, liés
par un pont de 3 carbones souvent sous forme d'un hétérocycle. Les substitutions variées au
sein de la molécule donnent les différentes sous-classes des flavonoides : Les flavones, et les
flavonols sont les plus connus grace a leur pouvoir antioxydant élevé, et les plus divers sur le
plan structural. (Mouffok ,2011 ; Mohammedi, 2011).
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Figure N°05 : Structure de base des flavonoides (Collin et Crouzet, 2011).

En basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes :
anthocyanidines ; flavonoles ; isoflavonoles ; flavones ; isoflavones ; flavanes ; isoflavanes ;
flavanols ; isoflavanols ; flavanones ; isoflavanones ; aurones (Havsteen, 2002 ; Edenharder

et Grinhage, 2003).

Tableau N°02 : Structures des squelettes des principales classes des flavonoides

(Heller et Forkmann, 1993 ; Edenharder et Griinhage, 2003 ; W-Erdman et al., 2005).

dérivent. Fruit de

Sous classe Structure Exemples Aliments
Flavonoles Quercétine Oignon, poireau,
>y férol brocolis, pomme,
I:\J;(:IQ Kaempfero chou frisé, olive,
OH
o Myricétine tomate
Flavones _ Utéoline Persil, céleri, thym,
O ! o romarin, peau des
Apigenine fruits
o
Chrysine
Isoflavones Daidzein Soja, aliments de
oistéi soja, légumineuses
génistéine
LN
glycitein
Flavanones Genisteine Graines de soja et
Q o produits qui  en
CL)B Daidzeine
. | ’
O ’/@

Naringénine

genre citrus
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Flavanol Catéchine Vin rouge, thé noire,
- o thé  vert, cacao,
w@ gallocatéchine chocolat
OH
Anthocyanidines Cyanidine Raisins, vin rouge,

certaines variétés de
céréales, casiss

O O O Delphénidine

OH

\ 4

Cyanidol

c. Absorption et biodisponibilite :

Le métabolisme et la pharmacocinétique des polyphénols, et plus particuliérement les
flavonoides ont fait I'objet d'intenses recherches. Ces derniéres ont montré que les flavonoides
sont rapidement absorbés dans le tractus intestinal et détectés dans le plasma, ce qui suggére
qu'ils sont disponibles pour exercer leurs effets biologiques (Spencer et al., 2004).

Les flavonoides sont excrétés dans la bile et dans le duodénum, puis ils sont réabsorbés dans
le cycle enthérohépatique ce qui explique la longueur de leur demie-vie (Scalbert et al.
(2002).

e. Propriéte biologique des flavonoides:

Les flavonoides sont impliqués, chez les plantes, dans le transport d'électrons lors de la
photosynthése et ils jouent un rble de protection contre les effets néfastes des rayons
ultraviolets en agissant comme antioxydant (Havsteen, 2002).

Les flavonoides parviennent a capturer les especes réactives de I'oxygene associées au stress
oxydatif, les empéchant ainsi de créer des dommages cellulaires. En effet, ils sont capables
d'inactiver et de stabiliser les radicaux libres grace a leur groupement hydroxyle fortement
réactif. Ils inhibent aussi I'oxydation des LDL et de ce fait, peuvent prévenir I'athérosclérose
et diminuer les risques de maladies cardiovasculaires (Tu et al., 2007).

Les flavonoides sont capables d'exercer en plus des propriétés antioxydantes, des propriétés
anti-inflammatoires, antiallergiques et antiulcérogénes (Di Carlo et al., 1999).

Les molécules appartenant a la sous-classe des flavones sont efficaces contre les maladies qui
touchent le colon (Wenzel et al., 2000).

Une panoplie d'études in vitro ont montré que les flavonoides peuvent moduler I'activité
d'une grande variété d'enzymes impliquées dans des voies importantes qui régulent la division
et la prolifération cellulaire, I'agrégation des plaquettes, la détoxification, I'inflammation et la
réponse immunitaire (Middleton et al ., 2000).
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2.1.3.3. Les tanins:
a. Définition:

Les tanins végétaux sont des composés phénoliques solubles dans ’eau et ayant des poids
moléculaires compris entre 500 et 3000 Da (Aguilera-Carbo et al., 2008).

Les tanins constituent une complexe famille de principes actifs qu'on les trouve dans
I'ensemble des végétaux, et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuilles, etc.). lls ont la
capacité de former des complexes avec des macromolécules (les protéines ...) et des liaisons
entre les fibres de collagenes, d'ou leur viennent la plupart de leurs propriétés (Paolini et al.,
2003).

b. Structure chimique et classification des tanins:

Leur structure chimique est particulierement variable, mais comporte toujours une partie
polyphénolique ; il existe deux catégories de tanins, d'origine biosynthétiques différentes : les
tanins hydrolysables et les tanins condensés (Paolini et al., 2003).

b. 1 Les tanins hydrolysables :

Sont des esters d’acide gallique, qui se lient aux molécules de glucose (Bruneton, 1993 ;
Hopkins, 2003) et d'acides phénols, qui sont facilement scindés par les enzymes de tannases
en oses et en acide phénol (acide ellagique) (Bruneton, 2009).

OH
OH

O

HO

OH

Figure N°06 : Structure de base des tanins hydrolysable (Bruneton, 1993).
b. 2 Les tanins condenses :

Sont des composés phénoliques hétérogenes, se trouvent sous forme d’oligomeéres ou
polymeres qui sont formés par condensation des molécules de flavonoides entre elles. Ils ont
tous comme précurseurs des flavonoides (Cs- C3-Cg) et différent entre eux par le type de
liaison, le plus souvent épicatéchine et catéchine (Bruneton, 2009).

12



Chapitre 11 : Métabolites secondaires

Figure N°07 : Structure de base des tanins condensés (Bruneton, 2009).

c. Propriétes biologiques des tanins :

Les tanins sont des métabolites secondaires des plantes, jouant un réle de protection contre
les prédateurs (herbivores et insectes). La propriété astringente des tanins est a la base des
autres  propriétés  (vulnéraire, antidiarrhéique..), elle permet la cicatrisation,
I'imperméabilisation de la peau et des muqueuses, favorise la vasoconstriction des petits
vaisseaux (Paolini et al., 2003).

2.1.3.4. Les quinone:

a. Définition et structure:

Les quinones sont ubiquitaire dans la nature, principalement dans le régne végétal et sont
fortement réactifs (Cowan, 1999). Mais on les trouve aussi dans les champignons, les
bactéries et les animaux (Kansole, 2009). Ce sont des composés oxygénés qui correspondent
a l'oxydation de dérivés aromatiques avec deux substitutions cétoniques. Elles sont
caractérisés par un motif 1,4-dicéto cylohexa-2,5-diénique (para-quinones) ou éventuellement,
par un motif 1,2-dicéto cyclohexa-3,5-diénique (ortho-quinones) (Bruneton, 1993).

O O
w O
(A) (B)

Figure N°08 : Structure de 1,4-benzoquinone (A) et 9,10-antraquinone (B) (Socaciu, 2007).
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b. Propriétes biologiques:

Certaines quinones, dérivant de 1’anthraquinone sont des laxatifs stimulants. Elles sont
rencontrées dans la bourdaine (Rhamnus frangula L.), les sénés (Cassia spp.) et les aloés
(Aloe spp.). D’autres activités antidépressives (hypericin), anti-protozoaires, antivirales,
antibactériennes, fongicides et antiallergiques ont été décrites et plusieurs molécules du
groupe ont une toxicité non négligeable. (Bruneton, 1993 ; Hennebelle et al., 2004).

2.2. Les alcaloides:

2.2.1. Définition:

Les alcaloides représentent une des classes des métabolites secondaires les plus importants
des plantes médicinales, portent un ensemble de molécules d’origine naturelle renfermant
atomes du carbone, de I’hydrogeéne et plus spécialement de 1’azote. Une fois isolés les
alcaloides se présente le plus souvent sous l'aspect de cristaux, insolubles dans I'eau mais
solubles dans les solvants organiques, ils sont trés employés en médecine traditionnelle pour
combattre un certain nombre d’infections contre lesquelles ils réagissent en général a des
doses trés faibles (Krief, 2003 ; Muniz, 2006).

2.2.2. Classification des alcaloides:

Selon leur précurseur biosynthétique, on distingue trois grandes classes :

- Vrais alcaloides : sont des substances avec de structure souvent complexe, I'atome
d’azote est inclue dans un hétérocycle et ils sont biosynthétiquement formés a partir
d’un acide aminé (tyrosine, tryptophane, ornithine ou arginine et lysine) (Hopkins,
2003 ; Bruneton, 2009).

- Pseudo-alcaloides : sont des métabolites présentant les caractéristiques des vrais
alcaloides, excepté leur origine biosynthétique, qui sont dérivés dans la majorité
d'isoprénoide et du métabolisme de 1’acétate (Bruneton, 2009).

- Proto-alcaloides : sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclue dans un
systeme hétérocyclique, ont une réaction basique et sont élaborés in vivo a partir des
acides aminés (Bruneton, 2009).

2.2.3. Propriétés biologiques des alcaloides:

Les alcaloides forment un groupe hétérogéne du point de vue de leur structure, de leurs
propriétés et de leurs effets biologiques.

Ils agissent directement sur le systeme nerveux avec des effets sur la conscience et la
motricité. L’action sur le systéme nerveux peut aller jusqu’a une action antispasmodique et
mydriatique, anesthésique locale ou analgésique et narcotique (Bruneton, 1999). Les
alcaloides sont aujourd’hui nommés d’apres la plante qui les a fournis toujours avec une
terminaison en “ine”. D’une fagon geénérale, les alcaloides sont amers et utilisés comme
apéritifs (Bruneton, 1999).
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Tableau N°03 : Quelques types d’alcaloides et leur effet biologique (Raven et al., 2003 ;

Badiaga,2011).

Type Structure Effet biologique
d’alcaloide
Morphine la morphine, qui provient du pavot,

utilisé actuellement en médecine
comme analgésique (Raven et al.,
2003),dépresseur cardiaque et
diurétique  narcotique (Badiaga,
2011).

Caféine

La caféine trouvée dans certaines
plantes telles que le café, le thé. Elle
a un effet stimulant (Raven et al.,
2003 ; Badiaga, 2011).

Nicotine

~Z

La nicotine stimulant produit par les
feuilles de tabac. Il est tres toxique
(Raven et al., 2003).

Atropine

L’atropine provenant de la jusquiame
d’Egypte, utilisée comme stimulant
cardiaque, comme dilatateur de la
pupille pour examen de I’ceil et
comme antidote efficace en cas
d’empoisonnement par certains gaz
neurotoxique (Raven et al., 2003).

Cocaine

La cocaine provient du coca, utilisée
comme anesthésique dans la
chirurgie de 1’ceil et pour les
anestheésies locales par les dentistes
(Raven et al., 2003)

2.3. Les saponines:

Le nom saponine dérive du mot latin «sapo» ; qui signifie « savon », ces composés moussent
une fois agités avec de 1’eau. Ce sont des composés qui servent de défense a la plante. Ils se
composent d’aglycones non polaires li€és a un ou plusieurs sucres. Cette combinaison
d’éléments structuraux polaires et non polaires explique leur comportement moussant en
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solution aqueuse. Fondamentalement, on distingue les saponines stéroiques et les saponines
triterpéniques dérivant de I’oxyde de scaléne. (Manase, 2013).

2.4. Les terpénoides et stéroides:

Le terme de terpéne est attribué a tous les composés possédant une structure moléculaire
construite d’un monomére a 5 carbones appelé isopréne de formule C5H8. Ces composés, en
majorités sont d’origine végétale.

L’exploitation de ces composés s’effectuait sous forme d’huiles extraites de plantes (huiles
essentielles) par le moyen de la distillation (Malecky, 2005).
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Figure N°09 : Structure de 1‘isopréne (Morot-Gaudry, 2016).

Les stéroides sont des triterpénes tétracycliques, posseédent moins de 30 atomes de carbone,
synthétisés a partir d'un triterpene acyclique (Hopkins, 2003).

CH,

H C)\%CHZ’

2

Figure N°10 : Structure de squelette de noyau stéroide (Ling et Jones, 1995).

Chez toutes les plantes on trouve ces composés liées avec un groupement alcool qu'ils
nommes les stérols; prenant une forme plane, glycosylée, analogues du cholestérol qui ne

différent de celui-ci que par leur chaine latérale comme: B-Sitostérol, Stigmastérol (Hopkins,
2003).

2.4.1. Activités biologiques de composeés triterpéniques:

Les activités biologiques des triterpenes sont diverses, ces composés étant reconnus comme
antimicrobiens, antimycotiques, virostatiques, toniques, hémolytiques, cytostatiques
immunomodulateurs, hépato protecteurs, ce qui peut les rendre favorables a 1’usage
pharmacologique (Muffler et al., 2011), mais la plus importante des activités biologiques des
triterpénes est celle d’anti-inflammatoire non-stéroidienne. (Grigoras, 2012).
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Chapitre 111 : Stress oxydant

1. Introduction :

De nos jours, Il existe un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres. Ce n’est

pas seulement dd a leur r6le dans des phénoménes aigus tels que le traumatisme ou
I’ischémie, mais aussi a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques
associées au vieillissement tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires
et la dégénérescence du systeme immunitaire (Guinebert et al., 2005).

2. Les radicaux libres :

2.1. Définition :

Un radical libre est une espece chimique possédant un électron célibataire sur sa couche
périphérique. Dans les phénomenes de stress oxydant, les radicaux libres qui interviennent ont
une propriété caractéristique commune, celle d’avoir un électron célibataire sur un atome
d’oxygene ». Ceci leur confere la dénomination d’especes réactives de 1’oxygene (ERO ou
ROS) ou de I’azote (ERA ou RNS) (Serteyn, 2002).

2.2. Nature des radicaux libres :

2.2.1. Les espéces réactives dérivées de ’oxygeéne :

Cependant, la réduction de I’oxygéne par les cytochromes de la chaine respiratoires
s’accompagne inévitablement d’une production de radicaux oxygénés. En effet, lorsque cette
réduction est incomplete, des molécules hautement réactives, dérivées de I’oxygeéne sont
produites, parmi lesquelles des radicaux libres comme le radical superoxyde (O,"),le radical
perhydroxyle (HO;), le radical hydroxyle('OH), le radical peroxyle (RO, et le radical
alkoxyle (RO"), ainsi que des formes non radicales comme le peroxyde d’hydrogéne
(H20y).Parallélement, les chaines de transfert d’électrons au niveau de [’appareil
photosynthétique sont capables de produire de grandes quantités de ces formes réactives de
I’oxygéne (ROS : Reactive Oxygen Species) (Parent et al.,2008).

2.2.1.1. lon superoxyde : O,

L’ion superoxyde (02°-) est un dérivé tres réactif de ’oxygene. Il est produit au cours du
métabolisme mitochondrial a la suite de la réaction suivante.

°0-0°+e —— > 0-0° (0,)

I1 est stable et n’est pas treés toxique pour I’organisme. Mais il est a I’origine de cascades de
réactions conduisant a la production de molécules tres nocives (Pastre, 2005).

2.2.1.2. Radical libre hydroxyle : OH’

Le radical libre hydroxyle (OH") est trés réactif. Son temps de demi-vie en milieu aqueux est
de 10 secondes. Il peut réagir avec de nombreuses molécules comme I’ADN, les glucides,
les nucléotides, les protéines et étre a 1’origine des 1€sions de nécrose. C’est un dérivé de 1’ion
superoxyde (Pastre, 2005).
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Il peut étre produit a la suite de diverses réactions. Nous en citerons deux a titre d’exemple,
comme .

- la réaction d’Haber-Weiss : O, + H' + H,0, +Fe¥* — , HO +H,0 +Fe*"
- la réaction de Fenton : H,O, + Fe** + H'——> Fe* + H,0 + HO'.
2.2.1.3. L’oxygeéne singulet : 'O,

Lorsque de 1’énergie est apportée a I’oxygéne, celui-ci passe a 1’état singulet qui représente la
forme activée. C’est une forme trés énergétique de grande réactivité qui peut oxyder de
nombreuses molécules (Pastre, 2005).

Il est formé a partir de 1’ion superoxyde selon la réaction suivante :
°0-0° —_, '0,. (Sous I’action de la lumiére)
2.2.1.4. Le radical peroxyde: H,0O,

Le radical peroxyde est considéré comme une espéce réactive dérivée de 1’oxygene (ROS)
méme s’il n’a pas une structure radicalaire car il est capable d’initier ou de propager des
dommages oxydatifs (Pastre, 2005).

Il peut étre produit au cours des mécanismes illustrés par les équations suivantes :
O* +H—» HO;.
Puis 2HO, — 5 H;0,+0,
2.2.2. Les espéces libres non oxygénees :

Les especes libres non oxygénées sont les produits des réactions de certaines molécules avec

les ROS. Ils peuvent a leur tour réagir avec d’autres molécules et étre a 1’origine de la
multiplication des réactions d’oxydation et de la propagation de dommages oxydatifs. Nous
citerons, par exemple, les acides gras peroxyd¢s, résultats de 1’action des especes oxygénées
sur les membranes biologiques. Les fractions protéiques, les acides aminés et les acides
nucléiques peuvent aussi réagir avec les ROS générant des molécules réactives et nocives
(Pastre, 2005).

3. Production des radicaux libre :

Dans 1’organisme, mais aussi sous [’action d’¢léments environnementaux, plusieurs
mécanismes biochimiques peuvent s’activer (tableau N°04) en produisant de manicre
excessive des EOA, qui vont, dés lors, submerger tres rapidement toutes nos défenses
antioxydantes (Pincemail et al., 2001).
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Tableau N°04 : Principaux systémes de production des EOA (Pincemail et al.,2001).

Dans I’organisme

v altération du transport des électrons
dans la chaine respiratoire mitochondriale
(ischémie reperfusion).

v biosynthese des prostaglandines
(prostanoides et leucotrienes
inflammatoires)

v oxydation de I’hémoglobine.

v oxydation du glucose.

v libération du fer de ses protéines de
transport.

v agrégation des plaquettes.

v activation des cellules endothéliales.

v activation des globules blancs
v cytochrome P 450.

v fumée de cigarette.

v alcool.

v médicament.
V...

4. Stress oxydant :

L’Extérieurs de I’organisme

v exposition au soleil (UV) .

v exposition aux irradiations (rayon vy).
v amiante.

v pollution.

v/ o0zone.

v alimentation.

vo...

L'organisme doit confronter et contréler la présence des antioxydants et des pro-oxydants
continuellement, ces derniers sont utiles pour l'organisme a dose raisonnable. Le stress
oxydant, est le déséquilibre entre la génération des oxydants et l'activité des défenses anti-
oxydantes, qui pourrait mener aux dommages oxydants. C’est une situation ou la cellule ne
contréle plus la présence excessive des especes radicalaire toxiques (RiosArrabal et al.,

2013). (Figure N°11)

Antioxvdants

!

Déséquilibre

Figure N°11 : Balance radicaux libres /antioxydants (Shimizu ; 2004).
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5. Les antioxydants :

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au niveau de la
cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS. Notre organisme réagit donc de fagon
constante a cette production permanente de radicaux libres et on distingue au niveau des
cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule (Favier,
2003). A cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui
sont des cofacteurs d’enzymes antioxydantes (Haleng et al ., 2007).(Figure N°12)

h" O > (oxygeéne fondamental)
lé il -MPO

L — SOD, Vie C

il A peroxyde¥d "hydrogéne

acide hypOchloreux
\r, (c—au de Javel)

catalase l it C, flavonoldes,
\‘ GSH
Jerritine, transferrine,
agents chélatewrs \
r .nlh .ll hydroxyle
llpopc roxydes
oxygéne singuiet acide urique, Vit C, GSH —K
- - z .
‘* - . Vit E, Se-GPx, ubiquinone

anion superoxyde

Figure N°12 : Régulation de la production d’espéces réactives de 1’oxygene par les systémes de
défenses antioxydants (D’aprés Pincemail et al.,1999, 2002).

5.1. Systémes antioxydants enzymatiques :

Les antioxydants enzymatiques (le superoxyde dismutase, la catalase,la glutathion peroxydase
et la glutathion réductase) sont considérés comme la premiére ligne de défense de notre
organisme contre les ERO. (Chavan et Melinkeri, 2013).

5.1.1. La superoxyde dismutase (SOD) :

Elle accélére la dismutation de I'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene, il existe
plusieurs isoenzymes de SOD ; SOD ferreux (Fe-SOD), SOD a cuivre (Cu-SOD) et SOD a
manganése (Mn-SOD)] (Piquet et Hebuterne, 2007).

5.1.2. La catalase:

Elle est présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques. Elle agit en
synergie avec la SOD puisque son role est d'accélérer la dismutation du peroxyde d'hydrogéne
en eau et en oxygéne moléculaire (Piquet et Hebuterne, 2007).
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5.1.3. La glutathion peroxydase (GPx) :

La glutathion peroxydase joue un réle tres important dans la détoxification du peroxyde
d’hydrogene, de I’hydroperoxyde résultant de 1'oxydation du cholestérol ou des acides gras en

couplant la réduction de ces dérivés réactifs avec I’oxydation de substrats réducteurs comme
le glutathion (GSH) (Piquet et Hebuterne, 2007).

5.2. Les systemes antioxydants non enzymatiques :

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par 1’organisme et doivent étre apportés par 1’alimentation. Dans cette catégorie
d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, la glutathion réduit (GSH), 1’ubiquinone, le
Cytochrome C et les vitamines E et C (Favier, 2003).

5.2.1. Glutathion :

Le glutathion est le thiol le plus abondant dans les organismes et les systémes vivants. 1l est
antioxydant par son caractere nucléophile et radicalaire (Baudin ,2006) :

GSH + 'OH — GS™ + H,0.
2GS" — GSSG.
5.2.2. Les protéines-thiols :

La plupart des protéines dont 1’albumine contiennent des groupements « thiols » qui
possedent des propriétés réductrices et piegent facilement les espéces oxygénées activees
(Haleng et al ., 2007).

5.2.3. Lavitamine C :

La vitamine C est un excellent piégeur des EOA (HO" ou O,). Elle inhibe également la
peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la forme radicalaire issue de sa
réaction avec des radicaux lipidiques. Ses fonctions sont nombreuses : contribution au bon
fonctionnement du systéme immunitaire, implication dans la synthése du collagene et des
globules rouges ainsi que dans les mécanismes de métabolisation du fer (Haleng et al., 2007).

5.2.4. La vitamine E :

Leur caractére hydrophobe leur permet de s’insérer au sein des membranes riches en acides
gras polyinsaturés, ou ils jouent un réle protecteur en réagissant avec les radicaux peroxyles
(ROO") pour former un radical tocophéryle, empéchant ainsi la propagation de la
peroxydation lipidique. Si 1’a-tocophérol est le plus abondant, il semble que le y-tocophérol
soit le plus efficace a ce niveau. Les apports journaliers d’a-tocophérol sont de 1’ordre de 10
mg : il se retrouve en quantité variable dans les huiles (soja, mais, olive) et dans les noix et
noisettes (Haleng et al., 2007).
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5.2.5. Le Coenzyme Q10 :

Le coenzyme Q10, appelé ubiquinone en raison de son ubiquité dans les cellules, est un
dérivé benzoquinolique avec une longue chaine latérale isoprénique. Cette chaine latérale
confere a la molécule un caractere lipophile qui lui permet de s’insérer dans les membranes et
les lipoprotéines. Il joue un rble essentiel dans la chaine mitochondriale de transport
d’¢électrons et est un puissant inhibiteur de peroxydation lipidique, en synergie avec la
vitamine E. S’il n’existe pas d’apport journalier recommandé pour cet antioxydant, il semble
toutefois qu’il soit nécessaire d’en ingérer au moins 30 mg par jour (Haleng et al.,2007).

5.2.6. L’acide urique :

Produit terminal majeur du métabolisme des purines chez I’homme, c’est un piégeur puissant
des radicaux (OH’, ROO", NOQ'...). Les propriétés antioxydantes de I’urate in vivo peuvent
étre appréciées indirectement par le fait qu’un produit de réaction de I'urate avec les EOA,
I’allantoine, est présent a des taux élevés lors d’un stress oxydant (Haleng et al., 2007).

5.2.7. Polyphénols :

Les polyphénols végétaux regroupent une grande variété de composés comprenant entre
autres les flavonoides, les anthocyanes et les tanins. Ce sont des composés ubiquistes que 1’on
retrouve dans les plantes. Ils sont capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la
peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. lls
sont aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés chélatrices
(Delattre et al., 2005).

5.3. Les oligoélements:
5.3.1. Le sélénium :

Le sélénium n’est pas un anti-oxydant en tant que tel, car il ne peut piéger les radicaux libres,
mais il joue un rdle primordial comme cofacteur de la GPx. Dans I’alimentation, on
retrouvera essentiellement du sélénium organique, lié a un acide aminé, la cystéine. Le
sélénium organique est mieux absorbé, il subit une métabolisation hépatique qui conduit a des
intermédiaires nécessaires a la synthese de dérivés physiologiquement actifs comme la GPx
(Haleng et al., 2007).

5.3.2. Le cuivre :

A concentration physiologique, le cuivre est le cofacteur d’enzymes comme la SOD, la
cytochrome C oxydase, la dopamine [B-hydroxylase. Cependant, en tant que métal de
transition, il joue un role important dans le déclenchement de réactions de production d’EOA
(réactions de Fenton) et peut — lorsque sa concentration est elevée devenir pro-oxydant. Les
apports journaliers recommandés sont de I'ordre de 2,5 mg. Il est présent dans le son,
I’avoine, le seigle, le foie de veau (Haleng et al., 2007).
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5.3.3. Le zinc:

Le zinc joue un réle de cofacteur pour de nombreux enzymes et intervient ainsi dans de
nombreuses fonctions comme le métabolisme des nucléotides, la synthese des
prostaglandines, le fonctionnement de 1’anhydrase carbonique. Comme le cuivre, le zinc est
un des cofacteurs essentiels de la SOD. Il protege également les groupements thiols des
protéines et il peut inhiber les réactions de formation d’EOA induites par des métaux de
transition comme le fer ou le cuivre. Le rapport Cu / Zn, (normalement inférieur a 1,5) sera un
excellent indicateur de ’état de stress oxydant d’un individu. Les aliments les plus riches en
zinc sont les viandes et les poissons, les céréales completes et les légumes secs; les apports
journaliers recommandés sont de 1’ordre de 20 mg (Haleng et al .,2007).

6. Conséquences du stress oxydant :

Lors d’un stress oxydant, les ROS non détoxifier par le systéme antioxydant attaquent et
endommagent par oxydation les macromolécules directement a leur contact, contenues dans
les cellules, notamment les lipides, les protéines et I’ADN (Koechlin-Ramonatxo, 2006) le
stress oxydant est impliqué dans le developpement de plus de 200 pathologies (maladies
cardiovasculaires, dégénératives et inflammatoires, cancer, diabéte, sida, ...) (Pincemail et
al.,2001).
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1. Définition de la glycémie :

La glycémie désigne le taux de glucose dans le sang. Le foie est I'organe responsable de
réguler la glycémie car c'est lui qui recoit le glucose present dans les aliments. Cette
régulation se fait par la synthése de glycogene ou de lipides puis par la libération du glucose.
Un taux de glycémie normal oscille entre 0,8 et 1 g/l. Le pancréas est aussi essentiel dans la
régulation de la glycémie car il produit de I'insuline, une hormone qui contribue a faire baisser
le taux de glycémie (sante-medecine.journaldesfemmes.fr).

2. Taux de glucose dans le sang :

Gréace a plusieurs mécanismes de régulation, la glycémie est sensiblement constante (autour
de 1 gramme par litre) afin d'apporter aux organes et aux tissus des quantités constantes
de glucose sanguin produit par le foie, celui-ci couvre toujours les besoins de l'organisme,
malgré les variations de son apport extérieur (alimentation) et de sa consommation par les
cellules.

La régulation du taux sanguin de glucose est assurée grace a un équilibre permanent entre les
substances, de nature surtout hormonale, qui diminuent la glycémie (insuline) et celles qui
l'augmentent (glucagon, adrénaline, hormone de croissance) (www.larousse.fr).

3. Mesure de la glycémie :

On peut la mesurer tres facilement avec un petit appareil appelé « lecteur de glycémie » qui
analyse une goutte de sang, qui est prélevée a partir d’un bout du doigt avec une sorte de stylo
appelé « auto piqueur ». On parle de « glycémie capillaire » car le sang provient des tout
petits vaisseaux appelés capillaires (www.polyprepas.com).

FigureN°13 : Instrument de mesure de glucose (sante.toutcomment.com).

4. Variation physiopathologique de la glycémie :
4.1. L’hypoglycémie :
4.1.1. Définition :

L'hypoglycémie est une diminution anormale et importante de la glycémie (taux de glucose
sanguin) au-dessous de 3,2 milli moles, soit 0,6 gramme, par litre, risque d'aboutir a une perte
de connaissance si elle est importante. Elle est traitée par administration orale de sucre si le
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malade est conscient soit par une injection de soluteés glucosés ou du glucagon dans le cas
contraire (www.larousse.fr).

4.1.2. Les causes :

L'hypoglycémie peut, en particulier, survenir chez un patient diabétique, en complication de
I'insulinothérapie suite a une injection excessive d'insuline, a une activité physique non
planifiée, ou du fait d'un apport insuffisant en glucides ou d'un traitement hypoglycémiant
oral.

4.1.3. Les Symptdmes :

IIs sont variables d'une personne a une autre. Les plus fréquents sont: une sudation
abondante, une paleur, des tremblements, une modification du comportement (nervosite,
irritabilité, difficultés de concentration), des troubles de la vision, des palpitations. Si elle n'est
pas corrigée, une hypoglycémie peut, parfois, occasionner une perte de connaissance, voire un
coma.

4.2. L’hyperglycémie :
4.2.1. Definition :

L’hyperglycémie se definit par une glycémie au-dela des valeurs cibles de glycémie. Pour la
majorité des personnes diabétiques, soit :

e au-dessus de 7 mmol/L a jeun ou avant un repas
o au-dessus de 10 mmol/L, deux heures aprés un repas

Elle se produit lorsque la quantité d’insuline dans le sang est insuffisante ou inefficace.
Le glucose ne pouvant pas entrer dans les cellules lorsque il y a un manque d’insuline, il
s’accumule dans le sang et fait monter la glycémie (Geoffroy et Gonthier ,2012 ; Imran,
2013).

4.2.2. Les symptomes :

Chez certaines personnes, 1’hyperglycémie peut passer inapergue. Cependant, au-deld d’un
certain seuil, une glycémie trop élevée peut conduire a I’apparition des symptomes suivants:

e Fatigue

e Urines abondantes

o Soif intense

o [Faim exagérée

o Perte de poids involontaire
e lrritabilité

o Etourdissements
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4.2.3. Les causes :

Les principales causes de I’hyperglycémie sont :

« Une alimentation plus riche en glucides qu’a I’habitude

e Une diminution de I’activité physique

o Une insuffisance d’insuline et/ou de médicaments antidiabétiques (erreur de dosage ou
oubli d’une dose)

e Un stress physique (maladie, chirurgie, infection, etc.) ou psychologique (deuil,
nouvel emploi, déménagement, etc.)

o Laprise de certains médicaments (ex.: la cortisone).
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Chapitre | : Matériel et méthodes
I- Matériel:
A. Matériel végétal :

Le matériel végétal utilisé dans cette étude correspond a des feuilles de 1’espéce Atriplex
halimus.L, qui ont été séchées dans un endroit sec et a 1’abri des rayons solaires puis broyées
en poudre a I’aide d’un broyeur électrique. (Figure N°14)

Figure N°14 : Feuilles d’Atriplex halimus.L.

B-matériel animal :

L’activité anti-hyperglycémiante et hypoglycemiante ont été réalisés sur 15 rats femelles, de
la souche wistar, pesant entre 170-180 g. Issus de I’animalerie de la faculté des sciences de la
nature et de la vie, Université des freres Mentouri de Constantine.

Les rats sont logés, dans des cages en polypropylene avec un acces libre a la nourriture et a
I’eau. La liti¢re utilisée est la sciure, renouvelée trois fois par semaine pour assurer le bon état
hygiénique des animaux. (Figure N°15)

et

i
H‘%mw\\\\\

Figure N°15 : Les rats utilisés in vivo.
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I1-Méthodes :

1-Préparation des extraits :

Nous avons utilis¢é une méthode d’extraction qui consiste premiérement a une macération
avec I’¢éther de pétrole puis deux macérations avec le méthanol.

La macération est une technique qui consiste a laisser un corps solide de séjourner dans un
liquide ou dans un milieu humide et qui permet d’extraire certains espéces chimique d’intérét.

1-1-Objectif :

Cette méthode a pour but d’extraire sélectivement le maximum de composants chimiques
contenant dans la plante a I’aide des solvants organiques qui facilitent I’extraction.

1-2-Protocole d’extraction :

Une quantité de 85 g du matériel végétal broyé ont été extraits avec 300ml d’éther de pétrole
et placés sous agitation meécanique pendant 24 heures a température ambiante. Apres
filtration, le résidu de 1’extraction a été repris par 300 ml de méthanol/eau (70 :30,V/V) et
laissé sous agitation pendant 24 heures dans les mémes conditions. Chaque étape d’extraction
est refaite trois fois avec renouvellement du solvant.

A la fin de I’extraction, les extraits organiques (EEp, EMet) ont été concentrés sous vide au
rotavapor (BUCHI) aux températures 37 C° et 40C° respectivement. Aprés concentration, ces

extraits sont séchés a 1’air libre (Figure N° [16-17]).

Les extraits réalisés sont ensuite stockes a température -4°C, a 1’abri de la lumiére jusqu’a leur
utilisation.

' Filtration -
v

Figure N°16 : Macération et extraction avec le méthanol et I’éther de pétrole.
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85 g de la matiere
végétale (feuilles
broyées).

- Ether de pétrole.

-Filtration.

\ 4 v

Résidu végétal sec. Filtrat.

-Evaporation a 37°C.
MeoH / eau

-Filtration.

l l

Résidu végétal sec. Filtrat.

-Evaporation a 40°C.

Activité anti-

hyperglycémiante
et
hypoglycémiante.

Pouvoir

Dosage des
polyphénols

totaux

réducteur.

Activité
antioxydante
(DPPH).

des

flavonoide

Figure N°17 : Protocole d’extraction et d’étude expérimentale.
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2. Criblage phytochimique :

Le criblage phytochimique est un étude qui permet d’avoir et d’identifier les différents
constituants de la plante .1l est basé sur des tests chimiques qui indigue la présence ou non de
ces constituants tel que : les flavonoides, les alcaloides, les tanins, les saponines, les quinones
libres, phénols, stérol et polyterpénes.

2.1. Quinones libres :

On ajoute quelques gouttes de NaOH (1/10) a I’extrait d’éther de pétrole. La présence de
quinones libres est confirmée par un virage de la couleur de la phase aqueuse au jaune, rouge
ou violet (Najjaa et al., 2011).

2.2. Les flavonoides :

Dix gouttes d’acide chlorhydrique concentré et quelques milligrammes de tournures de
magnésium sont ajoutés a 0.5 ml de I’extrait. La coloration rose-rouge ou jaune, apres trois
minutes d’incubation a température ambiante, indique la présence des flavonoides (Hadduchi
etal., 2014) .

2.3. Tanins :

Huit gouttes d’une solution diluée de chlorure ferrique a 1 % sont ajoutées a 1 ml de ’extrait.
Apres quelques minutes d’incubation a température ambiante, le chlorure ferrique développe
une coloration verdatre qui indique la présence des tanins catéchiques ou bleu noiratre qui
révele ’existence des tanins galliques (Hadduchi et al.,2014) .

2.4. Test des saponines :

Test de la mousse : ’extrait est repris dans Sml d’eau distillée, puis introduit dans un tube a
essai. Le tube est agité vigoureusement, la formation d’une mousse (hauteur supérieur de
1cm) stable, persistant pendant 15min, indique la présence des saponines (Yves-Alain.Bekro,
2007).

2.5. Tanins vrais :

Un aliquote d’extrait est repris dans 2ml d’eau distillée, puis on ajoute quelques gouttes d’
HCI concentré le tout est chauffé au bain marie bouillant, la formation d’un précipité rouge
indique un test positif (Yves-Alain et al., 2007).

2.6. Alcaloides :

Test fondé sur la capacité qu’ont les alcaloides a se combiner avec les métaux lourds. Test de
Mayer : L’extrait méthanolique est repris dans quelques ml d’HCI1 50 %. La formation d’un
précipité jaune, apres 1’ajout de quelques gouttes du réactif de Mayer, témoigne de la présence
d’alcaloides (Dohou et al., 2003).
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2.7. Stérols et polyterpenes :

Ont été recherchés par la réaction de Liebermann. Le résidu est dissout dans 1 ml d’anhydride
acétique ; nous avons ajouté¢ 0,5 ml d’acide sulfurique concentré au triturat. L’apparition, a
I’interphase, d’un anneau violet, virant au bleu puis au vert, indique une réaction positive
(koffi et al., 2009).

2.8. Test des phénols :

2ml de I’éthanol est ajouté a 2 ml de I’extrait, L’ajout de quelques gouttes de FeCl3 permet
I’apparition d’une coloration qui indique la présence des phénols (Igbal Hussain et al.,
2011).

2.9. Test des flavonoides glycosides :

Iml d’hydroxyde de potassium KOH a 17 est ajouté a 2ml de I’extrait dilué dans le méthanol.
L’apparition d’une coloration jaune indique la présence des flavonoides glycosides (Igbal
Hussain et al., 2011).

2.10. Sucres réducteurs :

Les sucres réducteurs ont été mis en évidence dans les extraits par le réactif de Fehling. 5 ml
d’extrait sont additionnés 5 ml de liqueur de Fehling. La formation d’un précipité rouge
brique apres 2-3 min de chauffage au bain-marie a 70°C indique une réaction positive (Yves-
Alain et al., 2007).

3. Dosage colorimétrique :

3.1. Dosage des polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu
(Mahmoudi et al., 2013).

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW1,040) et d’acide phosphomolybdique (HsPM012040). 11 est réduit, lors de 1’oxydation
des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Ribéreau-Gayon,
1968).

Une quantité¢ de 200ul de I’extrait méthanolique de notre plante d’étude est mélangée avec
Iml du reactif de Folin—Ciocalteu (1/10), aprés 4 minutes 800ul de carbonate de sodium a
7,5% sont ajoutés puis ajusté le volume a 3 ml avec 1’eau distillée. Les tubes sont placés a
l'obscurité a température 37°C pendant 2 heures et I’absorbance est mesurée a 760 nm par un
spectrophotomeétre UV.

La concentration des polyphénols dans I'échantillon est déterminée par la courbe d'étalonnage
effectuée par l'acide gallique a différentes concentrations (0-100ug / ml), dans les mémes
conditions et les mémes étapes que I'extrait (Clémentine et al., 2012.).

31



Chapitre | : Matériel et méthodes

La teneur en polyphénols totaux a été exprimée en milligrammes équivalents d’acide gallique
par gramme du poids d’extrait (mg EAG / gE). (Figure N°19)

Figure N°18 : Dosage de polyphénols.
3.2. Dosage des flavonoides totaux:

Le dosage des flavonoides totaux a été effectué selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3) (Djeridane et al., 2006 ; Bahorum, 1997).

1ml d'extrait est mélangée avec 1ml du (AICI3) (2% dans le méthanol), les tubes sont placés a
I'obscurité a température 37°C pendant 10 minutes, I'absorbance est lue a 430nm par
spectrophotometre UV.

La concentration des flavonoides dans I'extrait est déterminée par la courbe d'étalonnage
établie avec la rutine a différentes concentrations (0 -100 pg / ml), dans les mémes conditions
et les mémes étapes que I'extrait.

La teneur en flavonoides totaux a été exprimée en milligramme équivalent de rutine par
gramme d’extrait (mg ER/gE). (Figure N°20)

Figure N°19 : Dosage des flavonoides.
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4. Les activités biologiques in vitro:
4.1. Evaluation de P’activité antioxydant par diphényl-picryl-hydrazyl (DPPH) :
La méthode utilisée a été déecrite par (Muhammad et al., 2012).

Un volume de 100ul de I’extrait (avec dilution convenable) est ajouté a 2ml de la solution
méthanolique du DPPH (0.024g/l) fraichement préparée. Le contrble négatif est préparé en
paralléle en mélangeant 100ul du méthanol avec 2 ml de la solution méthanolique de DPPH.
Aprés incubation a 1’obscurité pendant 30 min et a température ambiante la lecture des
absorbances est effectuée a 517 nm a 1’aide d’un spectrophotométre.

L’acide ascorbique est utilis¢é comme un antioxydant de référence. (Figure N°21)

Figure N°20 : Matériel de I’activité antioxydant par DPPH.
4.1.1. Calcul des IC50 et de I'activité antiradicalaire (Scavenging activity) :

L‘IC50 ou la concentration inhibitrice de 50 % est la concentration de I'échantillon testé
nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH. Les IC50 sont calculées graphiquement par les
régressions logarithmiques des pourcentages d'inhibition en fonction de différentes
concentrations de chacun des extraits testés (Scherer et al., 2009 ; Fabri et al., 2009)

Ainsi, l'activité antiradicalaire (Aar) est déterminée en calculant I'inverse des valeurs des
IC50 (Maisuthisakul et al., 2007) selon la formule suivante:
[AARzl/ICm ]

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé¢ a son pouvoir antiradicalaire. Cette technique a
été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe®")
présent dans le complexe KsFe(CN) ¢ en fer ferreux (Fe®” En effet le Fe3+ participe & la
formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L absorbance du milieu réactionnel

4.2. Le pouvoir réducteur (PR) :
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est déterminée a 700 nm (Oyaizu, 1986). Une augmentation de 1’absorbance correspond a une
augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Hubert, 2006).

Une quantité de 1 ml de I'extrait a différentes concentrations (0-1mg/ml), est mélangé avec 2
ml de solution tampon et 2 ml de solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN) ¢ a 1%. Les
tubes sont incubés a 50°C pendant 20 min, puis nous les emmenons & une température
ambiante. 2 ml d’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction, puis les
tubes sont centrifugés a 3000rpm pendant 10 min. Prendre 2 ml du surnageant est les mélangé
avec 2,5 ml d’eau distillée et 0.5ml d’une solution de chlorure de fer (FeCls, 6H,0) a 0.1%,
I'absorbance est lue a 700nm par spectrophotomeétre UV. (Figure N°22)

u"l Ty THITRY ,;
t' ;’" r*" lw"'-ﬁ"y‘t“ l"‘ "'” A

.

Figure N°21 : Réaction du pouvoir réducteur.
5. Activité biologique in-vivo :

5.1. L’activité hypoglycémiante et anti-hyperglycémiante de I’extrait méthanolique des
feuilles d’Atriplex halimus:

5.1.1. Essais chez les rats en hyperglycémie temporaire :

Quinze (15) rats femelles de souche wistar pesant entre (160-190 g) ont été répartis en 5
groupes. Apres un jeun de 16 heures, chaque groupe recoit :(Oruambo et al ., 2010) .

a. Groupe 01 (témoin négatif) : 0.5 ml de la solution du glucose (50%) par voie IP.

b. Groupe 02 (témoin positif) :0.5 ml de la solution du glucose (50%) + 0.5 ml de
solution de glucophage (100 mg/Kg), par voie IP.

C. Groupe 03: 0.5 ml de la solution du glucose (50%) + 0.5 ml de I’extrait
méthanolique d’Atriplex halimus a la dose 250 mg/Kg, par voie IP.

d. Groupe 04 : 0.5 ml de la solution du glucose (50%) + 0.5 ml de I’extrait
méthanolique d’Atriplex halimus a la dose 500 mg/Kg, par voie IP.

€. Groupe 05 : 0.5 ml de la solution du glucose (50%) + 0.5 ml de D’extrait
méthanolique d’Atriplex halimus a la dose 1000 mg/Kg, par voie IP.
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Des prélevements de sang ont été effectués avant injection puis a la premiére, deuxieme et
troisiéme heure aprés 1’administration de I’extrait et la solution du glucose par voie IP.
(FigureN©°23)

La détermination de la glycémie se fait avec un Glucometre de marque (ONE
TOUCHEVerio). Le résultat est exprimé en mg/dl de sang (Oruambo et al ., 2010) .

Figure N°22 : Injection (IP) de la solution de I’extrait méthanolique des feuilles d’Atriplex halimus et
de la solution du glucose.

5.1.2. Essais chez les rats normo-glycémiques :

Deuze (12) rats femelles de souche wistar pesant entre (160-190 g) ont été groupé en 4
groupes les rats étaient a jeun pendant 16 heures.

=  Groupe 01 (ttmoins) : administration par voie IP de I’eau distillée a la quantité de 0.5
ml.
= Groupe 02: administration par voie IP de 0,5ml de la solution de I’extrait
méthanolique d’Atriplex halimus a la dose de 250 mg/Kg.
= Groupe 03: administration par voie IP de 0,5ml de la solution de I’extrait
méthanolique d’Atriplex halimus a la dose de 500 mg/Kg.
= Groupe 04: administration par voie IP de 0,5ml de la solution de I’extrait
méthanolique d’Atriplex halimus & la dose de 1000 mg/Kg.
Des préléevements de sang sont ensuite effectués chaque heure pendant 3 heures. La
détermination de la glycémie se fait avec un Glucométre de marque (ONE
TOUCHEVerio).Le résultat est exprimé en mg/dl de sang (Oruambo et al ., 2010) .
(FigureN©°24)
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Figure N°23 : Injection (IP) de la solution de I’extrait méthanolique des feuilles d’Atriplex halimus.

36



€D~

1
1



Chapitre 11 : Résultats et discussion

Chapitre 11 : Résultats et Discussion :
1. Criblage phytochimique :

Le criblage phytochimique sert a détecter certains constituants dans les feuilles de 1’ Atriplex
halimus.L .Ce dernier est s’effectué¢ par des tests et selon des réactions phytochimiques, ces
réactions basées sur des changements de couleur et des précipitations spécifique, indiquent la
présence ou non de ces constituants.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau N°05 : Résultats de criblage phytochimique des feuilles d’Atriplex halimus.

m composé Atriplex halimus.L  Résultat

Chimique
Quinones libres

Phénols +++

Tanins +++
(catéchiques)
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Alcaloides -

Steérosl et +++
polyterpénes

Flavonoids +

Saponines +
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Flavonoides +
glycosides

Tanins vrais -

Sucres réducteurs  ++

a. (-): Absence (test négatif).
b. (+): Présence faible.

C. (++):Présence moyenne.
d. (+++): Forte présence.

D’apres les résultats obtenus, nous pouvons dire que :

Les feuilles d’Atriplex halimus contiennent des phénols, des tanins (catéchiques), des sterols,
polyterpénes, des flavonoides, des saponines, des flavonoides glycosides et des sucres
réducteurs. Alors quelle sont dépourvues de quinones libres, de tanins vrais et des alcaloides.

Les travaux précédents faisant sur les tests phytochimique de I’Atriplex halimus.L ont
démontré 1’abondance des phénols, des tanins catéchiques, des saponines et I’absence des
alcaloides (Hadjadj, 2017), et ceci confirme nos résultats.
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De méme les résultats trouvés par (Sekkoum, 2011) ont montré que 1I’Atriplex halimus.L
contient des saponines, tanins et depourvue des alcaloides.

2. Dosage spectrophotomeétrique :

2.1. Teneur en polyphénols totaux :

Les concentrations d'extrait en polyphénols totaux sont exprimées en mg équivalent d’acide
gallique par g d’extrait (mg EAG/g E), Ces concentrations sont calculées via I’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique. (Figure N°25)

08 -

y = 6,9673x + 0,0202
0,7 7 R2 = 0,9879
0,6 -

Absorbance a 760nm
o

O T T 1
0 0,05 0,1 0,15

Concentration mg/ml

Figure N°24 : Droite d’étalonnage d’acide gallique.

Les résultats du dosage des polyphénols totaux des feuilles d'Atriplex halimus.L sont
représentés dans le tableau N°06.

Tableau N°06 : Teneur en polyphénols totaux dans I’extrait méthanolique

Echantillon dose Teneur en phénols totaux
(mg d’acide gallique/g extrait)

Extrait méthanolique 27,04
Atriplex halimus.L

La teneur en polyphénols totaux d'extrait des feuilles Atriplex halimus.L étudié est egale a
27,04 mg d’acide gallique/g d’extrait.

Les résultats obtenus montrent la richesse de I'extrait des feuilles d'Atriplex halimus.L en
polyphénols totaux.
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Cette quantité est supérieure a la quantité trouvée au niveau des racines d'Atriplex halimus.L
(18,67 mg AG/mg d'extrait lyophilisé) par Benamar et al., en 2008, nous pouvons dire que les
feuilles sont riche en polyphénol totaux par rapport aux racines.

Les résultats que nous avons obtenus sont supérieurs a ceux de (Samira et al.,2015)qui est de
I’ordre 3,648mg EAG/g MS et (Rached, 2009) qui trouve la valeur de 16.50mg EAG/g E.

La variabilité¢ des teneurs de composes phénoliques chez des espéces végeétales est du
probablement & la composition phénoliques des extraits (Hayouni et al., 2007), aux facteurs
génotypiques (EI-Waziry, 2007), les conditions biotiques (espéce, organe et 1’étape
physiologique) et abiotiques (facteurs édaphiques) (Ksouri et al., 2008), la nature du sol et le
type du microclimat (Atmani et al., 2009) et aussi des étages bioclimatiques ou poussent ces
plantes.

2.2. Teneur en flavonoides :

Les calculs de la teneur en flavonoides de 1’extrait sont déterminées a partir d’'une courbe
d'étalonnage réalisée par la rutine a différentes concentrations (0 -0.1 mg / ml). Et qui est
exprimée en mg équivalent de la rutine (ER) par gramme d’extrait. (Figure N°26)

y =3,9173x - 0,0447
R? =0,9904

o o

N9 w °

o w G s
1 1 1 ]

Absorption a430nm
o
P

o
-
1

0,05 -

O T T T T T 1
0 002 004 006 0,08 0,1 0,12
concentration mg/mi

Figure N°25 : Droite d’étalonnage de la rutine.

Les résultats du dosage des flavonoides des feuilles d'Atriplex halimus sont représentés dans
le tableau suivant :
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Tableau N°Q7 : Teneur en flavonoides dans I’extrait méthanolique

Echantillon dosé Teneur en flavonoide
(mg de rutine/ g d’extrait)
Extrait méthanolique 7,691

Atriplex halimus.

La raison principale pour laquelle on a choisi cette classe de polyphénols, réside dans le fait
que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus de 5000
composeés déja décrits (Gomez-Caravaca et al., 2006).

Le résultat du dosage des flavonoides (TableauN°07) révele que I’ I’extrait des feuilles
Atriplex halimus.L contient 7,69 1mg ER/g d’extrait.

Comparativement a d’autres études, notre résultat concorde avec celui obtenus par Rached et
ses collaborateurs en 2009 qui trouvent 16.41mg ECAT/gE.

La teneur rapportée par ( Samira et al., 2015) est de 0,120mg EQ/g MS faible par rapport a
notre résultat, cette différence trouve probablement son explication dans la différence du
standard utilisé pour le dosage des flavonoides.

Le résultat qui nous avons obtenu est largement supérieur a celle estimé chez les racines
d'Atriplex halimus.L (Benamar, 2008).

Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie car
I’utilisation de différentes méthodes d’extraction réduit la fiabilit¢é d’une comparaison entre
les études.

3. Activités antioxydantes

3.1. Test de piégeage du radical libre DPPH :

L’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique d’Atriplex halimus.L et de 1’antioxydant
standard (acide ascorbique) vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée a I’aide d’un
spectrophotometre en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de
la couleur violette (DPPH?) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 517nm. Cette capacité
de réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des substances
antiradicalaire.
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RH
(antioxydant)
o O T s, ()
H
O,N R-N OZNQ»N—N
o\ e
Re

Figure N°26 : Réaction entre le DPPHe et le composé antioxydant.

Nous avons calculé les pourcentages d’inhibition de [I'absorbance des différentes
concentrations de 1’extrait de la plante et d'acide ascorbique. Les 2 courbes ont été tracées par
les valeurs obtenues et sont représentées dans les figures [29-30]

Activité antioxydante de I'acide
ascorbique.

120 +

O T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
concentration mg/ml

Figure N°27 : Pourcentage d’inhibition du radical libre d’acide ascorbique.
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Activité antioxydante d'Atriplex
halimus.L
70
60 v
v v
50 of
40
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concentration mg/ml

Figure N°28 : Pourcentage d’inhibition du radical libre de I’extrait méthanolique d Atriplex
halimus.L.

Les résultats montrent qu’il y a une corrélation entre la concentration et le pourcentage
d’inhibition, lorsqu’on augmente la concentration le pourcentage d’inhibition du radical libre
est élevé.

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons déterminé graphiquement la
concentration correspondante a 50 % d’inhibition (IC50).

3.1.1. Calcul des IC50 et de I’activité antiradicalaire (Aag):

L‘IC50, parametre qui définit la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50%
de I’activité du radical DPPHe, Plus la valeur de I’IC50 est petite plus 1‘extrait est considéré
comme un antioxydant puissant. Les 1C50 sont calculées a partir des équations de régressions
logarithmiques. Les valeurs de 1’activité antiradicalaire sont données dans le tableau N°08 :

Tableau 08 : Valeurs des IC50 et de I’activité antiradicalaire d'extrait méthanolique et I'acide

ascorbique.
L'échantillon IC50(mg/ml) Aar (1/1C50)
Acide ascorbique 0.220 4.54
Atriplex halimus. L 1.110 0.90

Selon les résultats enregistrés, 1’extrait de la plante est dot¢é d’un pouvoir antioxydant
important, leurs IC50 1,110 mg/ml mais relativement faible que celle d’acide ascorbique dont
la valeur est de 1’ordre de 0,220 mg/ml. Il a ét¢ démontré que les molécules antioxydantes
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telles que I’acide ascorbique, tocophérol, flavonoides et les tanins réduisent et décolorent le
DPPH en raison de leur capacité a céder I’hydrogene (De Pooter et al., 1986).

Les polyphénols contenus dans I’extrait d’Atriplex halimus sont probablement responsables
de Dlactivité antioxydante de I’extrait. Cela est en accord avec les travaux menés sur les
extraits de S. montana, espéce riche en composés phénoliques qui sont responsables de
nombreuses activités biologiques notamment [’activité antioxydante et antimicrobienne
(Cetkovié et al., 2007 ; Halmi, 2015).

Le résultat qui nous avons obtenu est largement supérieure a celle estimée chez (Rached,
2009) et (Samira et al., 2015) qui trouve 0.233mg /ml.

Ces résultats ont permis de conclure que ’extrait des feuilles d’Atriplex halimus.L, présente
une activité antioxydante modérée.

3.2. Test de la réduction du fer FRAP :

C’est une méthode de mesure de la capacité des substances de notre extrait a réduire le fer
ferrique Fe3+ en fer ferreux Fe2+. C’est une technique rapide, facile et reproductible
(Karagozler et al., 2008).

Les résultats de 1’activité réductrice d'extrait et d'acide ascorbique sont représentés dans les
figures [31-32], nous avons constaté que la capacité réductrice est proportionnelle a
I’augmentation de la concentration.

Pouvoir réducteur de I'acide
09 - ascorbique
0,8
£0,7
20,6
N~
.c0,5
c
90,4
203
00,2
0,1

O T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08

concentration mg/mi

Figure N°29 : Pouvoir réducteur de I’extrait méthanolique d Atriplex halimus.L
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Pouvoir réducteurd'Atriplex halimus.L

0,2
0,18
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0,12
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0,08
0,06
0,04
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0

Absorbance a 700nm
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Figure N°30 : Pouvoir réducteur d’acide ascorbique.

Tableau N°09 : Valeurs des EC50 et de I’activité antiradicalaire d'extrait méthanolique et 1'acide

ascorbique.
L'échantillon EC50 (mg/ml)
Acide ascorbique 0.38
Atriplex halimus.L 2.24

Les résultats des EC50 présentés dans le tableau N°09 montrent que 1‘acide ascorbique
possede une activité antioxydante élevée par rapport a I'extrait. L‘acide ascorbique avec une
EC50 égale a 0.38 mg/ml et de I’extrait égale a 2.24mg/ml.

De méme les résultats trouvé par (Benhamou et al., 2009) montrent que les extraits des
feuilles et des racines d’Atriplex halimus.L ont un pouvoir réducteur faible.

En générale, le potentiel réducteur des extraits végétaux est di a la présence de molécules
capables de donner des électrons qui peuvent réagir avec les radicaux libres et les convertir en
produits stables, parmi lesquelles les polyphénols (Ferreira et al., 2007). Si nous comparons
avec nos résultats, nous pouvons dire que 1’extrait d’Atriplex halimus.L présente une faible
présence des molécules responsable au pouvoir réducteur.
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4. Evaluation de Dactivité hypoglycémiante et anti-hyperglycémiante de
I’extrait méthanolique des feuilles d’Atriplex halimus.L in-vivo :

La glycémie des rats est mesurée pendant 3 heures d’expérience par un glucomeétre Active
(ONE TOUCH Verio) et des bandelettes réactives.

Figure N°31 : Mesure de la glycémie.

4.1. Essais chez les rats en hyperglycémie temporaire :

Chez les groupes des rats-témoins (négatif et positif), I’administration du glucose a la dose de
50% par voie IP entraine une hyperglycémie significative avec un pic qui apparait au bout de
30 mn. La glycémie varie de 138.5+2.5 et 135+1.5 mg/dl respectivement (n = 3). Chez les
rats préalablement traités avec de 1’extrait méthanolique de notre plante (250, 500 et 1000
mg/kg, par voie IP), la variation de la glycémie obtenue aprés 30 mn de 1’administration du
glucose est égale a 134+2 ; 133.5+2 ; 131+2.5 mg/dl respectivement (n= 3). (Tableau N°10)

L’extrait méthanolique d’Atriplex halimus.L avec les trois doses testées (250, 500 et 1000
mg/kg) et la solution de la molécule de référence « glucophage » (100 mg/kg), entrainent une
réduction importante du taux de la glycémie au bout de 3 heures d’expérience 38.059;
40.823; 42.748 et 40 respectivement par rapport au lot non traité qui a réduire le taux de la
glycémie jusqu’a 25.631.

Nous remarquons que le taux de reduction de la glycémie chez les lots traités est
proportionnel avec la dose. La dose testée (500 mg/Kg) de notre extrait de plante ne montre
pas une différence significative par rapport au lot de la molécule de référence « Glucophage »
ce qui signifie que notre extrait posséde un effet hypoglycémiant important.
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Tableau N°10 : Réduction de I’hyperglycémie induite par le glucose chez les rats traités par
I’extrait méthanolique d’Atriplex halimus.L et glucophage.

Glycémies (mg/dl)

Lots
Oh 30mn 60mn 120mn 180mn
801 138.5£2.5 | 130.51 125+0.5 1031
Négatif
Témoins
% / / 5.776 9.747 25.631
réduction
Positif 80+1.5 135+£1.5 124415 107+0.25 81+0.5
(traités
Par
glucophage)
% / / 8,148 20,592 40
réduction
80+£1.25 | 134+2 125+1 119+1 83+0.5
250mg/kg
Extrait
% / / 6.716 11.194 38.059
méthanolique neduiction
80+1.5 133.5+2 118+1.5 104+1 79+0.5
(Atriplex 500 mg/kg
halimus) % / / 11610 22097 40823
réduction
80+1 131+£2.5 115.5+2 101.5+1 75+0.25
1000 mg/kg
% / / 11.832 22.519 42.748
réduction

4.2. Essais chez les rats normo-glycémiques :

Le tableau N°11 présente les variations de la glycémie avec le temps, des rats apres I’injection
(IP) de différentes doses de I’extrait méthanolique d’Atriplex halimus.L (lots testés) ou de
I’eau distillée (lot témoin). (Avec considération que tous les rats sont a jeun avant de lancer
I’étude).

Chez les rats témoins qui recoivent que l’eau distillée, la  glycémie ne wvarie pas
significativement pendant les trois heures d’étude. Elle atteint une valeur de 54+1.
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L’extrait méthanolique d’Atriplex halimus.L avec les trois doses 250, 500 et 1000 mg/kg
entraine une réduction dose- dépendante de la glycémie de ces rats, I’hypoglycémie induite
par I’extrait méthanolique d’Atriplex halimus.L apparait important 1heure apres 1’injection par

rapport au lot témoin.

Le pourcentage de réduction du taux de glucose respectivement pour les trois doses d’extrait
250, 500, 1000 mg /kg et le lot témoin sont : 26.562 ; 28.125 ; 34.375 et 15.625. (Tableau

N°11)
Tableau N°11 : Effet de ’extrait méthanolique d’Atriplex halimus sur la glycémie des rats normo-
glycémique.
Lots Glycémies (mg/dl)
Oh 30mn 60mn 120mn 180mn
64+1 631 61+0.5 56.5+1.5 54+1
Témoin
/ 1.562 4.687 11.718 15.625
% réduction
64+1 62.5+0.5 59+0.25 52+0.5 47+0.5
250mg/kg
Extrait % / 2.343 5.468 18.75 26.562
réduction
methanolique 6421.5 61.5+0.5 | 57+0.25 51+0.5 4620.25
500 mg/kg
(Atriplex
halimus.L) % / 3.906 10.937 20.312 28.125
réduction
64+0.5 61+0.25 51+0.5 44+40.25 42+0.5
1000 mg/kg
% / 4.687 20.312 31.25 34.375
réduction

Les résultats obtenus montrent 1’effet hypo-glycémiant sur la glycémie de base des rats
normo-glycémiques de 1’extrait méthanolique, lheure aprés administration, pour les doses
250 ; 500 et 1000 mg/kg. Ces résultats suggerent que les composés responsables de cet effet
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hypoglycémiant sont extractibles dans le methanol seraient plutét des substances a
groupements apolaires.

L’extrait méthanolique d’Atriplex halimus.L a une activité hypoglycémiante et anti —
hyperglycémiante. Il posséde des molécules d’intérét pharmacologique.

En effet, les substances telles que les polyphénols et les flavonoides sont généralement
reconnues par leurs effets hypoglycémiants (Mangambu et al., 2014 ; Kim et al., 2006 ;
Huang et al., 2004 ; Leatitia Akouah Richmonde N’doua et al.,2015). Et cela a été
confirmé par les résultats déja obtenus qui montrent la richesse de 1’extrait de notre plante par
ces molécules.

Des études antérieurs montrent que 1’Atriplex halimus a des effets hypoglycémiants et plus
particulierement, elle facilite I'entrée du glucose dans les cellules musculaires et adipeuses
(Omar said et al., 2007)

De méme les résultats trouvés par (chikhi et al.,2014) confirment que 1’extrait méthanolique
d’Atriplex halimus.L a une activité hypoglycémiante et anti —hyperglycémiante.
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Conclusion

La médecine traditionnelle est basée essentiellement sur I’utilisation des plantes médicinales
qui occupent une place importante dans cette approche. Jusqu’a Aujourd’hui, les plantes
médicinales sont utilisées dans la médecine. La médecine moderne a pour objectif de
développer les médicaments, parfois ces médicaments sont de base des plantes médicinales.
Dans le cadre de savoir I’intérét pharmacologique de ces plantes médicinale et I’évaluation de
leurs activités, nous avons choisi d’étudier une plante qui est L’Atriplex halimus .L.

L’Atriplex halimus .L ou pourpier de mer est une espece végétale de la famille de
Chénopodiacée, elle sert de fourrage pour les animaux et elle présente des propriétés
pharmacologiques pour son utilisation en médecine traditionnelle.

Dans notre travail, I’analyse phytochimique de I’extrait méthanolique des feuilles de
I’Atriplex halimus.L a révélé la présence de ces composés chimiques : flavonoides, tanins
(catéchiques), saponosides, flavonoides glycosides, stérol, polyterpenes, phénols et sucres
réducteurs.

L’analyse quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides de 1’extrait méthanolique des
feuilles de I’Atriplex halimus.L nous a permis de donner les teneurs suivantes :27,04 mg
d’acide gallique/g extrait pour les polyphénols totaux et 7,691mg de la rutine/ g d’extrait.

L’étude de Dl’activité antioxydante de I’extrait selon la méthode du radical libre DPPH a
montré que I’extrait posseéde une activité antioxydante modérée dont la valeur d’IC50 est 1.11
mg/ml.

D’autre part, 1’activité antioxydante par la méthode de réduction de fer a montré que 1’extrait
méthanolique possede un pouvoir réducteur faible.

Les deux tests ont montré que le pouvoir antioxydant est proportionnel a I’augmentation de la
concentration de I’extrait.

Nous avons également évalué les activités : hypoglycémiante et anti-hyperglycémiante de ce
méme extrait sur un modele animal. Cette étude a permis de démontrer une activité
hypoglycémiante importante de I’extrait surtout chez les rats qui ont été subi une
hyperglycémie temporaire provoquée par une solution du glucose dés la dose de 250 mg/kg.
Ce résultat pourrait étre expliqué par la présence de molécules bioactives avec des
mécanismes d’action différents.

Nous pensons montrer a travers ce travail que les plantes constituent un réservoir trés
intéressent pour la recherche dans le futur.
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Résumé :

Atriplex halimus.L est une espéce végétale appartenant a la famille des chénopodiacees,
cette espéce connue sous le nom de « Guettaf », elle est trés répondue dans le sud Algérien.

Notre travail a pour objectif de déterminer certains composés chimiques ainsi que
d’évaluer quelques activités biologiques in-vitro et in-vivo de I’extrait méthanolique des
feuilles d’Atriplex halimus.L.

Le criblage phytochimique a revélé la présence de quelques groupes chimiques
(flavonoides, polyphénol, saponosides. tanins, stérol, polyterpénes, et les sucres réducteurs).

L’estimation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides totaux a montré la
richesse des feuilles d’Atriplex halimus.L par ces composeés.

Les résultats de I’évaluation de I’activité antiradicalaire par le test du piégeage du radical
libre DPPH et le test de la réduction du fer montrent que I’extrait méthanolique des feuilles de
I’Atriplex halimus.L posséde une activité modérée par rapport a I’antioxydant standard (acide
ascorbique).

Les résultats de 1I’évaluation de 1’activité anti —hyperglycémiante et hypoglycémiante
testé chez les rats avec une hyperglycémie temporaire provoquée par une solution du glucose
et les rats normo-glycémique montrent que 1’extrait méthanolique des feuilles de 1’ Atriplex
halimus.L posséde un bon potentiel hypoglycémiant et anti-hyperglycémiant.

Mots clés :

Atriplex halimus.L ; Dosage colorimétrique ; Activité antiradicalaire ; DPPH ; Réduction de
Fer ; anti —hyperglycémie et hypoglycémie.

62



Atriplex halimus.L
@Al Csiall sy SIS s MCaballl" Laly g i) 108 oy 5 Ol pud) Alle (e i o 5 s

SIS aie 5 sl 8 dgs ol gl AL any a1 Liay) 5 Ailaal LS pall iany a3 ) Uilee Caagy
acadadll 3y ¥ sl Galiiiall all

ominll i siall ¢ s g2 ¢ 59 80 ApliasSl) LS Sall (a3 55 8 (il el Jladl (i
(AL S5 ¢ RSl il il 5y

LS pall 03 die Cabadll (3) ) 5) Ol 2 5 583U 5 J sl o) el (aSI i) G

ua&;:\.um“ O aasldl E\AJ‘ olal );j\ JJ;J\ Jlazinly oJaA\A.A\ Jlaisl :\.k.w\j.} ‘_A\S.!A\JM oLl H.\ﬂ C_‘atu Gl
(Sl sSY) (aen) Al 5w Clalias ae 45 lie Jaize Lol ellay Caladl) (3 ) 5Y (I silisall

Fall A 50 S it Alla 8 )yl ) B el Sl (i y Sl g L) (e aall oL gl il i
e B TSl el Caladll 315 il Galiina) o) Alxina S Al 8 )il die 5 (5 S Jslaas
el ) e aall s Sl awas

daalida cilals

b Sl g ld ) dadlSa yaall g la ) DPPH Aol )l dadlSa Jalis 45 ol s e abadll Agriplex halimus. L

63



Abstract

Atriplex halimus.L is a plant species belonging to the family Chenopodiaceae, this species
known under the name "Guettaf", is very responsive in southern Algeria.

Our work aims to determine certain chemical compounds as well as to evaluate some in-
vitro and in-vivo biological activities of the methanolic extract of the leaves of Atriplex
halimus.

The phytochemical screening revealed the presence of some chemical groups (flavonoids,
polyphenol, saponosides, tannins, sterol, polyterpenes, and reducing sugars).

Quantitative estimation of total polyphenols and total flavonoids showed the richness of
the leaves of Atriplex halimus.L by these compounds.

The results of the evaluation of the free radical activity by the free radical scavenging test
DPPH and the iron reduction test show that the methanolic extract of the leaves of Atriplex
halimus.L has a moderate activity compared to the standard antioxidant (ascorbic acid).

The results of the evaluation of the anti-hyperglycemic and hypoglycemic activity tested
in the rats in temporary hyperglycemia caused by a solution of glucose and normoglycemic
rats show that the methanolic extract of the leaves of the Atriplex halimus.L possesses good
hypoglycemic and anti-hyperglycemic potential.

Keywords :

Atriplex halimus.L; Colorimetric determination; Anti-radical activity; DPPH; Iron reduction;

anti-hyperglycemia and hypoglycaemia.
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Annexes

Préparation de réactif Mayer :
(10 g de KI +2.70 g de Hgcl2 +20 ml de I’eau distillé)

K1 :iodure de potassium.

Hgcl, :chlorure de mercure

Préparation de NaoH :
1IN > 40 § =———3 1000 ml (eau distillée) .

IN > 20 ———3 50ml.
0N =—>» 029 =——> 50ml.

Préparation de Feheling :

Solution A :

-Dans un erlenmeyer de 250 ml :

Dissoudre 7 g de sulfate de cuivre penta hydraté dans 100 ml de I’eau distillé .

Solution B :

-Dans un erlenmeyer de 250 ml :
Dissoudre 34.6 g de tartrate double de sodium et de potassium et 10 g d’hydroxyde de
sodium dans 100 ml de I’eau.

Préparation de tampon phosphate :

Solutionl :
7.1g(Na;HPOy,) > 250ml (eau distillé).
Solution2 :
7.8 g(NaH,P042H,0) > 250ml (eau distillé).

0.2M, pH6.6 =2 37.5ml (solutionl) + 62.5ml (solution2).

Préparation de glucose (50%0) :
500 =———— 100ml (eau distillé).
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Annexes

Préparation de glucophage :
100g > 100ml (eau distillé).

Préparation de TCA :
10 =———> 100ml (eau distillé).
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