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Résumeé

L’objectif de notre travail est ’étude et I’évaluation des activités antibactérienne,
antioxydant, et anti-inflammatoire des polysaccharides hydrosolubles des feuilles de
Ferulacommunis L récoltée dans la région de El-oued située au Sahara Septentrional
Algérien,. Le rendement de I’extrait de polysaccharides hydrosolubles Ferulacommunis L est
de 6,18%.

L'étude du pouvoir antioxydant des polysaccharides hydrosolubles a été effectuée par
la méthode de DPPH, I’extrait de Ferula communis L a une trés forte activité antioxydant

avec ICso= 0.03 mg/ml par rapport au témoin (la vitamine C 1C50=0.098 mg/ml).

L'activité antibactérienne des polysaccharides hydrosolubles de Ferula communis L,
vis-a-vis les trois souches bactériennes pathogenes E. coli ATCC10536, Pseudomonas
aeruginosa ATCC27835,et Staphylococcus aureus ATCC9144 a été réalisée par la méthode
des disques; les résultats obtenus montre que les polysaccharides hydrosolubles de Ferula

communis L possédent une activité antibactérienne faible .

L'activité anti-inflammatoire in vitro des polysaccharides hydrosolubles a été réalisée
par deux méthodes; la méthode de stabilisation de la membrane des érythrocytes humaine
(HRBC), et la méthode de la dénaturation des protéines . pour la méthode (HRBC) a des
concentrations 0,1, 0,2 ,0,3 , 04 , 1mg/ml . Le polysaccharide hydrosoluble de
Ferulacommunis L a une activité anti-inflammatoire par rapport au témoin (diclofénac 100
mg/ml) avec un pourcentage de stabilisation HRBC supérieur a 80%, pour la méthode
dénaturation des protéines & des concentrations0,125, 0,250 ,500, 1mg/ml . Le polysaccharide
hydrosoluble de Ferula communis L a une faible activité anti-inflammatoire avec un

pourcentage d’inhibition de20,06 % par rapport au t¢moin (diclof¢nac 100 mg/ml).

Mots clés : polysaccharides, Ferula communis L, Activité antibactérienne, Activité

antioxydant, Activité anti-inflammatoire.
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Introduction

Depuis les années 80, les plantes médicinales ont fait un retour en force, s’appuyant
sur des valeurs slres testées depuis de longues années par nos ancétres. Plusieurs facteurs sont
derriére ce regain d’intéréts tels que, le colt moins élevé que les médicaments conventionnels,
la relative disponibilité surtout dans les régions éloignées, la meéfiance vis-a-vis des produits
de synthése ou tout simplement I’envie de consommer " Bio". Aujourd’hui, bien que nous
ayons vu le développement spectaculaire des médicaments synthétiques, nombreux pays
méme développés continuent a compter sur les remeédes traditionnels. L’Organisation
Mondiale de la Santt (OMS) estime que prés de 80 % d’habitants qui peuplent la planéte a

essentiellement recours aux médecines traditionnelles (WHO, 2004)

Les polysaccharides sont des macromolécules composées exclusivement d’oses Ils
assurent d’importantes fonctions, telles la régulation de la croissance, la défense contre les
agents pathogenes et les stress environnementaux (ABOUGHE ., 1998). Ces macromolécules
proviennent des sources renouvelables et abondantes telles que les végétaux (cellulose,
amidon alginate.....) les animaux (chitine, glycogéne.....) les microorganismes (pullulane,
dextrane...), ces biopolymére sont généralement tres hydrophiles dans un certain nombre des

cas hydrosolubles, mais aussi biodégradables et biocompatibles (RUDY ., 2011)

Plusieurs études montrent que les polysaccharides ont plusieurs activités biologigques :
immunostimulantes (anti tumoral, antivirale, anticoagulant, anti-complémentaire, antioxydant
, antiulcéreux, anti-inflammatoire) Ils agissent sur le diabete, sur le cancer et aussi sur les
virus et les bactéries (RUDY ., 2011)

L’objectif de notre travail est de tester des activités biologiques a savoir I’activité anti-
inflammatoire, Pactivité antioxydant, et I’activité antibactérienne des extraits bruts

polysaccharidiques hydrosolubles des feuilles de Ferula communis L

La présente étude est structurée en deux parties I'une bibliographique comporte un
apercu général sur les polysaccharides, et leurs activités biologiques ainsi que des études
antérieures sur la plante étudiée. L’autre expérimentale porte sur la méthodologie de travail
dont les techniques expérimentales d’extraction des polysaccharides hydrosolubles et leurs
caractérisations quantitatives ainsi que les tests effectués pour évaluer l'activité anti-oxydante
et lactivité anti-inflammatoire et antibactérienne suivi par la présentation des principaux

résultats obtenus, et leur discussion. Enfin, une conclusion des achévent ce travail.
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Synthese bibliographique

I.1. Généralité sur les polysaccarides

Les polysaccharides sont appelés les polyosides ou les glucanes). sont des polyméres
biologiques constitués d’un ou plusieurs types de molécules monosaccharidiques . ou bien
sont des macromolécules complexes de langues chaines polymeres de monosaccharides liées
entre eux par des liaisons glycosidique pour avoir la configuration a ou B, et sans taille
moléculaire définit (HAMMAMI et al .,2018; DIMOPOULOU.,2013 ) , Ces chaines
peuvent étre linéaire, ramifiée, avec la présence ou non de substituants, de leur position et des
branchements (SINQUIN et COLLIEC-JOUAULT., 2014). Les polysaccharides peuvent
étre obtenus a partir d'un certain nombre de sources, y compris les algues, les plantes, les
bactéries, les champignons, les insectes, les crustacés et les animaux. Ils peuvent étre ajustés
structurellement grace au génie génétiqgue (PRAJAPATI et al., 2014).

Ils sont issus de différentes sources et ont été largement étudiés et utilisés dans les
secteurs pharmaceutiques, cosmétiques, de l'industrie papetiere, agroalimentaire, et dans
I’extraction pétroliere (ROGER.,2002; LIU et al., 2015). Plus récemment, I'utilisation de
polysaccharides comme agents bioactifs, a suscité un intérét accru pour de nouvelles
applications en raison de leur biocompatibilité, de leur biodégradabilité et de leur non toxicité
toutes associées a [Iidentification d’activités biologiques portées par ces cOMPOSEs
(BENAOUN.,2018)

En raison de la large source de polysaccharides végétaux, la composition moléculaire
et le poids moléculaire des polysaccharides végétaux dans les espéces sont différent. Les
polysaccharides ont de nombreuses activités biologiques, telles que la régulation immunitaire,
lactivité anti-tumoral, l'activité anti-virus, la prévention hypoglycémique , anticoagulantes ,
anti-compléments ,anti-inflammatoire, antiulcéreuse immunomodulateurs . etc (YOU et
KARNJANAPRATUM ., 2010; YUAN et al., 2015; BOUAL et al ., 2015; CHEN et al.,
2018). De plus ils jouent un role important dans la communication et I’adhésion cellulaire et
les reconnaissance moléculaire dans le systeme immunitaire (YU et al., 2018).

Les polysaccharides peuvent étre classés sur la base de leur structure, leur solubilité, leurs
sources, leurs rdles biologiques et leurs applications (CHOUANA, 2017).

Les polysaccharides peuvent étre classés sur la base de leur composition en monomeres

en deux types ,c'est-a-dire les homo-polysaccharides ,et les hétéropolysaccharides, selon qu'ils

présentent, dans leurs structures .
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I.1.1. Homopolysaccharides

les homopolysaccharides sont constitués d’un seul type de monomére Ssaccharidique ,
(SEHIL .,2017; BOUBAKEUR .,2017), leurs propriétés varient considérablement selon leur
structure. La cellulose et le dextrane, par exemple, montrent des comportements differents
concernant leur pouvoir épaississant, bien que seul le D-glucose compose leur chaine
(BENMEDDOUR .,2007)

1.1.2. Hétéropolysaccharides

Les hétéropolysaccharides sont constitués plusieurs types d’oses constitutifs
(DIMOPOULOU.,2013) forment un groupe trés hétérogene . sont des molécules de haut
poids moléculaire , hetéroglycanes (BENASLA., 2012)

1.2. Classification des polysaccharides Selon leurs sources
La diversité des structures et des emplois des polysaccharides nous conduit a adopter ici une
classification fondée sur leur origine ( tableau 01 ).
Tableau 1: Répartition de quelques polysaccharides en fonction de leur sources
(Hadrich.,2019)

Sources Exemples de polysaccharide

Végétale terrestre | Amidon, cellulose, pectine, gomme de guar, gomme karaya

Végétale marine Alginate, carraghénanes, agar-agar, ulvane

Animale Acide hyaluronique,chitine, glycogene

. Dextrane, xanthane, gellane, curdlane, acide
Bactérienne

hyaluronique

Fongique Pullulane
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1.2.1. Polysaccharides des végétaux

Les polysaccharides végétaux sont divisées en polysaccharides de réserve (amidon,
mannane), on polysaccharides de structures (cellulose, hémicelluloses et pectines), on

polysaccharides exsudats et enfin on mucilages (SOUKOULIS et al.,2018)

1.2.1.1. Polysaccharides des réserves

Pour les polysaccharides de réserve, il est décrit ’amidon, le fructane et le mannane au

titre d’exemples

e Amidon

L’amidon est un homopolymeére de D-glucose. Les unités D-glucosyl sont liees
majoritairement par des liaisons de type a (1,4) (95 — 96 %) et, dans une moindre mesure, par
des liaisons de type a 1,6 (4 — 5 %). L’amidon est composé de deux polymeéres de structure
primaire différente: I'amylose, molécule linéaire, et 1’amylopectine, molécule ramifiée
(TARA.,2005; KARA SLIMANE., 2010).

e Mannanes
Les mannanes sont des homo.polymeéres linéaires formés d’unites B (1,4) — D- mannose
dont les chaines s’associent entre elle de la méme maniére que les molécules de cellulose pour
former des micro fibrilles , elle méme associées en fibrilles . (GARON-LARDIERE.,2004) .
Ces substances sont treés dures, ce qui résulte de I'établissement de nombreuses liaisons
hydrogene entre les chaines macromoléculaires voisines .
L hydrolyse acide les mannanes libérent du D-mannose et des traces de galactopyranose.
Dans les levures, on trouve des mannanes a chaines ramifiées avec des liaisons 1—2

,1—>3etl—6 de configuration a-D . (BENCHAITA.,2014)

1.2.1.2. Polysaccharides des structures

Les polysaccharides de structure sont nombreux parmi lesquelles la cellulose et la pectine.
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e Cellulose
est le biopolymére naturel le plus abondant. C’est le constituant principal des
différentes fibres naturelles comme le coton . C’est un homopolysaccharide a trés longue
chaine, de masse molaire tres élevée et de formule brute (Ce(H20)5)n(CHETOUANI.,2015).
e Pectine
La pectine est un polysaccharide naturel essentiellement linéaire, La structure

principale des pectines est formée de chaines faiblement polymérisées d'acides

galacturoniques liés en (1-4) (MOINE.,2005)

1.2.1.3. Exsudats et mucilages

v' Exsudats

Le terme plus large d'exsudats englobe les mucilages mais peut également inclure des
composés de faible poids moléculaire et des composants protéiques et polysaccharidiques de
poids moléculaire élevé plus solubles. (ANDREW et al ., 2019), forment un groupe
reconnaissable appelé «gommes». elles sont considérés comme des produits pathologiques
formés suite a une blessure a la plante ou en raison de conditions défavorables comme la

sécheresse, par une ventilation des parois cellulaires (formation extracellulaire)
v" Mucilage

Le polysaccharides que l'on trouve couramment dans divers organes de nombreuses
especes de plantes supérieures .En raison de sa grande variabilité en termes de constituants
chimiques, le mucilage assume probablement une multitude de fonctions physiologiques dans
les plantes .11 se trouve dans les rhizomes, les racines et les endospermes de graines, ou il peut

agir principalement comme réserves d'énergie (RUI-MING et al .,2009) .
I .3. Classification chimique des polysaccharides

1.3.1. Arabino-xylanes

Les arabinoxylanes (AX) sont substitués sur la position 3 ou sur les positions 2 et 3 par
des unités de a-L-arabinofuranose . Les xyloglucanes sont des polysaccharides structuraux

trouvés dans les parois cellulaires primaires des plantes supérieures (STEPHEN et al .,1993) .

5
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1.3.2. Xyloglucanes

Les xyloglucanes sont composés d’un squelette identique a celui de la cellulose formee
de résidus glucose lies en p-(1—4). Par contre, jusqu’a 75 % des résidus glucose des

xyloglucanes sont substitués en position O6 par des chaines latérales mono-, di- ou

trisaccharidiques. Lorsque le résidu glucose est branché, le premier ose qui lui est lié est I’a-

Dxylopyranose via une liaison a-(1—6). Une nomenclature internationale a été
proposée pour nommer les structures des chaines latérales des xyloglucanes.
(IBOUKHOULEF et LARDJANE., 2017)

1.3.3. Galactomannanes

Les galactomannanes sont des hétéropolysaccharides. Ils sont des polysaccharides
répandus dans la nature. Leur structure de base est formée par un noyau central de (1 — 4) -
lié d-mannopyranose (Man) auquel des unités (1 — 6) -d liées galactopyranosyl (Gal) sont
attachées. leur caractiristique sont poids moléculaire élevé, la biocompatibilité, la solubilité
dans l'eau, son caractére non ionique et ses propriétés gélifiantes a des concentrations plus
faible. Ces polymeéres sont largement utilisés dans les industries alimentaire, pharmaceutique,
biomédicale, cosmétique, textile et papier. est ne sont pas toxiques (ALBUQUERQUE et al.,
2014)

1.3.4.Glucomannanes

C’est un polysaccharide composé d'une chaine linéaire de f -1 — 4 D-mannose et
d'unités de D-glucose dans un rapport de 1,6:1 avec une petite quantité de ramification (8%) a
travers B -liaisons (1 — 6)-glucosyle (KATSURAYA et al, 2003) a un poids moléculaire
élevé (200-2000 kDa), et une viscosité élevée en solution aqueuse. Il est beaucoup utilisé dans
I’industrie agro-alimentaire comme additif pour ses propriétés éemulsifiantes et épaississantes,

et est également consommée sous forme de compléments alimentaires (BRAHAM, 2014)

1.3.5. Arabinogalactanes

Arabinogalactanes (AG) sont des polymeres composés des résidus arabinoses et
galactoses.) On les sépare en 3 classes : AG de type I, AG de type Il et les arabinogalactanes

associés a des protéines (qualifiés d’AGP et plus rarement d’AG de type I1I) Les AG de type |

6



Synthese bibliographique

sont le plus souvent associés aux pectines et parfois classifies dans cette catégorie de
polysaccharide vegétale .Les AGP sont un des composants majeurs de nombreuses gommes
et exsudats(PETERA., 2016).

I.4.Activités biologiques des polysaccharides extraits des plantes

La diversité structurale des polysaccharides quelle que soit leur origine, qui peut étre
animale, végétale ou microbienne, confere a ses macromolécules de nombreuses activités
biologiques .Les polysaccharides extraits des plantes médicinales ont récemment attiré une
attention croissante de la recherche en raison de leurs activités biologiques tres importantes
tels que lactivité immunostimulante, lactivité anti-oxydante, antivirale, l'effet de neuro-
protection. (MAYOU et MEDJOURI., 2018)

En effet ,prés de 80 % de la population africaine ont recours aux plantes pour se soigner
et nont pas accés aux médicaments dits modernes . Plusieurs principes actifs isolés des

plantes sont devenus des médicaments efficaces .( CHENNI., 2016)

1.4.1. Activité antioxydante

Les réactions radicalaires sont omniprésentes chez les étres vivants, et sont impliquées
plus ou moins directement dans la reproduction, la modification des génes et la défense contre
les maladies.(GUILLOUTY., 2016)

Les espéces réactives de l'oxygene (ERO) comprennent les radicaux libres et les especes
non-radicalaires. Les radicaux libres sont des molécules caractérisées par la possession d'un
électron non apparié qui essaie constamment de trouver un homologue (le superoxyde,
loxyde nitrique et le radical hydroxyle (OH-)) ; les oxydants non-radicalaires comme le
peroxyde d'hydrogene (H202) forment ultérieurement des radicaux libres dans les tissus par
diverses réactions chimiques. La plupart des ERO sont produites par les cellules pendant le
métabolisme, ils peuvent étre produites par des sources exogénes de ERO comme la pollution,
le soleil, le tabac, etc... La surproduction de radicaux libres conduit a un stress oxydatif, un
processus délétére qui peut causer des dommages aux structures cellulaires, y compris les
lipides, les protéines et I'ADN ce quipeut étre la cause de plusieurs maladies courantes et des
maladies dégénératives liées a I'age . (SAYED AHMED., 2018).
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L’antioxydants se définie comme des substances capables de protéger I’organisme contre
les effets du stress oxydatif .( OUIBRAHIM., 2015)

L'industrie alimentaire reconnait de plus en plus l'importance des antioxydants dans la
conception de nouveaux aliments fonctionnels a valeur ajoutée. Ces antioxydants alimentaires
non seulement aident a prévenir les maladies dégénératives liées aux radicaux libres, mais
aussia améliorer la durée de conservation des aliments fonctionnels. (PETERA.,2016 )

Déterminé l'antioxydant potentiel activité d'un compose , d'un extrait ou d’une autre
source biologique en employant le piégeage des radicaux libres DPPH
(diphenylpicrylhydrazyle) se caractérise par un radical libre stable (un électron non apparie
sur un atome du pont d'azote). (D AHMANE et al 2016) et les systemes de test a l'acide -
caroténe / acide linoléique. Dans les deux systemes de test a montré des propriétes

antioxydants .

L’étude fait sur Panax ginseng montre que les polysaccharides acides et neutres isolés a
partir des racines et des tiges de cette plante renferment présentant un effet antioxydant
(CHEN et HUANG., 2018). Les polysaccharides hydrosolubles isolés a partir de la tige de
Dendrobium officinale possédaient une activité antioxydant contre les lésions oxydatives
induites par le peroxyde d'hydrogéne (H202) en développant la viabilité cellulaire, en

supprimant l'apoptose et en améliorant les Iésions oxydatives(HUANG et al ., 2016)

1.4.2. Activité antibactérienne

De nombreux travaux antérieurs et actuels pour la recherche de nouvelles molécules
étaient focalisés sur la mise en évidence de pouvoir antibactérien de plantes médicinales en
raison de I'évolution rapide des bactéries pathogénes vers la multi-résistance aux
antibiotiques. Ceux dont ’efficacité contre les micro-organismes pathogénes ont été prouves,
trouvent des applications pratiques dans divers domaines., les polyphénols et les huiles
essentielles constituent les extraits les plus largement exploités. Les huiles essentielles et les
polysaccharides ont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent aussi bien la
croissance des bactéries. Leur activité antimicrobienne est principalement fonction de leur
composition chimique et en particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs.
(CHIBANI .,2013)
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Les bactéries ont généralement un diametre inférieur a Ilum. On peut les voir au
microscope optique, a 1’état frais ou aprés coloration. Leur forme peut étre sphérique (cocci),
en batonnet (bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochetes). Les détails de leur
structure ne sont visibles qu’en microscopie électronique. (BOUDJOUREF.,2011)

Il convient de souligner que la taille des molécules joue un réle déterminant dans
I’inhibition de la croissance des bactéries gram négatives, les molécules de petite taille
passent plus facilement a travers la membrane via les porines . En outre, la stéréochimie des
molécules impliquées, influence I’activité antimicrobienne. (BOUZABATA .,2015)

Des études antérieures ont montré que les polysaccharides de Lygodium japonicum
possédent une activité anti-micro-organisme a large spectre significative (JIANG et al .,
2020)

Un extrait brut contenant des polysaccharides sulfatés a été préparé a partir de lalgue
verte Ulva armoricana récoltée en Bretagne et testé pour son activité antibactérienne contre
cing souches de pathogenes bactériens: Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, E. coli O78 et E. coli K88. L’extrait était plus efficace pour inhiber la
croissance de L. monocytogenes, E. coli k88 et E. coli O78. L’extrait avait une activité
antibactérienne contre des agents pathogénes rencontrés dans les élevages. Cet extrait pourrait
donc étre utilisé dans lalimentation des animaux d’élevage pour inhiber la croissance de
certaines bactéries et stimuler la réponse immunitaire pour augmenter la résistance des

animaux aux infections et réduire I'utilisation des antibiotiques ( BERRI et al., 2015).

| .4. 3. Activité anti-inflammatoire

L'inflammation ou réaction inflammatoire, une rétroaction physiologique a une Iésion
tissulaire ou a un traumatisme chirurgical(RJEIBI et al ., 2019) L'inflammation est une
réaction de défense de l'organisme a diverses agressions qui peuvent étre d'origine physique,
chimique, biologique (réponse immunitaire) ou infectieuse. Le traitement actuel de
l'inflammation fait appel aux anti-inflammatoires stéroidiens (glucocorticoides) et non
stéroidiens comme l'aspirine. Ces molécules bien qu'étant efficaces présentent le plus souvent
des effets indésirables qui peuvent géner leur utilisation au long cours (NDIAYE et al.,
2006).
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ZHANG et al.(2019) Ont signalé que les polysaccharides isolés du Arctium lappa
possedent une activité anti-inflammatoire important, ils entrainent une augmentation des
cytokines anti-inflammatoires (interleukin-10) et une diminution des cytokines pro-
inflammatoires (interleukin-1p, interleukine-6 et factor de nécrose tumorale-o). De méme, la
fraction polysaccharidique extraite de Morinda citrifolia Linn montre une efficacité anti
inflammatoire, ils servent a réduit la migration de leucocytes au site d'inflammation et inhibé

la production des cytokines pro-inflammatoire(SOUSA et al., 2018).

1.4.4. Activité antiviral

Les maladies infectieuses virales mettent gravement en danger la santé humaine. Dans
la recherche de meédicaments antiviraux efficaces, les chercheurs ont trouvé que les
polysaccharides ont une bonne activité antivirale. En tant que composant antiviral efficace et
peu toxique, les polysaccharides ont de larges perspectives d'utilisation médicinale et méritent
d'étre étudiées plus avant (YU et al ., 2018)

COVID 19, une pandémie qui s'est propagée sans antidote antiviral solide.  Les
polysaccharides sulfatés (carraghénane) extraits par Porphyridium sp possédent un activité
antiviral contre COVID-19 Puisqu'il existe plusieurs molécules dans les exopolysaccharides
de Porphyridium, cet organisme peut faire une différence positive dans le traitement du
COVID-19 . Les polysaccharides sulfatés de ces algues peuvent étre utilisés comme produit
de revétement sur les matériaux sanitaires et egalement pour la production de médicaments
antiviraux pour la prévention ou le traitement des infections des voies respiratoires causées
par le coronavirus (GAIKWAD et al ., 2020)

Le virus de lentérite a canard (DEV) de la famille des Herpesviridae est I'une des
principales maladies chez la sauvagine. Un nouveau polysaccharide sulfaté de Chuanminshen
violaceum (SCVPS), qui présente une activité antivirale significative contre DEV. La SCVPS
est plus efficace que I'héparane sulfate. Le SCVPS et IHS inhibent lactivite virale en
empéchant l'adsorption du virus avec des valeurs IC50 comprises entre 82,83 pg / mL et
109,28 pg / mL pour le SCVPS et 150,22 pg / mL pour le HS. Qui a révélé que les deux
SCVPS et HS peuvent réduire de maniere significative tous les virus attachés aux cellules.

SCVPS a également empéché la propagation de cellule a cellule de DEV. Ces résultats
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indiquent que les SCVPS sont plus efficaces que les HS en tant quagents antiviraux contre
DEV (SONG et al., 2013).

1.4.5.Activité immun-modulateur

Un immun modulateur est une substance qui modifie I'activité¢ de systeme immunitaire ,
tantot en le dépriment , tant6t en stimulant , selon les doses utilisées , la nature des éléments
du systeme immun concernés (macrophages , lymphocytes B ou T ) et les conditions
d’administration de I’agent actif.

L’immun modulation qui en résulte est la modification physiologique induite
pharmacologique ou dans certaines conditions ,par un immun modulateur , d’un ou de
plusieurs types de réaction immunitaire (PEGGY .,1975)

L’étude faite sur Ganoderma lucidum montre que les polysaccharides isolés a partir des
du résidu de caillé de soja fermenté renferment présentant un effet immunomodulateur sur les
macrophages(YANG et al ., 2014)

Les polysaccharides hydrosolubles isolés a partir de la tige de Dendrobium officinale
exercent des effets immuno-modulateurs importantes sur la réponse immunitaire ont eu des
effets stimulants sur les lymphocytes T et les lymphocytes B, favorisant la viabilité cellulaire
(HUANG et al ., 2016)

Ont signalé que les polysaccharides isolés du Panax ginseng possédent une activité

immunomodulateur important, ils entrainent une stimulation de macrophage(LIANG .,2017)
1.5.Généralités sur la famille des Apiaceae

1.5.1. Description de la famille des Apiaceae

La famille d’Apiaceae (syn. Umbelliferae) est 'une des plus importantes familles de
plantes a fleurs(SAYED-AHMED et al .,2017). Elle est composée de 300 genres et de 3000
espéces dans le monde.(EL ALAOUI-FARIS et CAUWET-MARC., 2006) Les membres de
la famille des Apiaceae sont distribués partout dans le monde, et principalement dans les

régions tempérées du nord et les hautes altitudes des régions tropicales .
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C’est une famille trés homogene facile a reconnaitre grace a son inflorescence en
ombelles composées. Paradoxalement, les especes de cette famille sont assez difficiles a

différencier les unes des autres.

Les plantes de la famille des Apiaceae sont essentiellement des plantes herbacées
annuelles, bisannuelles ou le plus souvent vivaces. sont appartiennent a I’embranchement des
Spermatophytes ou Phanérogames . ( FILLIAT.,2012) . Les caractéristiques principales des
membres d'Apiaceae sont les feuilles sont alternes, composees, rarement simples. Souvent,
les pétioles sont élargis a leur base, engainant la tige. La tige est souvent creuse.

Les fleurs sont réunies en ombelles simples ou composées, munies de bractées
appelées involucelles a la base. Elles comptent 5 pétales et 5 étamines et un ovaire a deux
loges. les fruits ou les graines indéhiscents riches en huiles. Les Apiaceae renferment des
plantes alimentaires (la carotte, Daucus carota L.), des condiments et des épices (le cumin,
Cuminum cyminum), des plantes médicinales (la khella, Ammi visnaga et le fenouil,
Foeniculum vulgare) ainsi que des plantes toxiques (la grande cigué Conium maculatum) .
(YOMBAIL., 2015).

1.5.2. Ferula communis L

I. 4. 2. 1. Classification botanique de Ferula communis L

Selon QUEZEL et SANTA (1963), la position systématique de Ferula communis L. est
donnée comme sulit:

Embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Apiales

Famille Apiaceae

Genre Ferula

Espece Ferula communis L

1 .5.2.2. Aspect botanique

Les plantes du genre Ferula croissent souvent dans les régions arides. sont réparties

principalement en Asie centrale et du sud-ouest . Arbrisseau vivace pouvant atteindre deux
12
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metres de haut, a croissance tres rapide (quelques semaines). (CHIBANI.,2013), a tiges
épaisses et creuses( MOHAMMEDI et al .,2014). La totalit¢ de I’appareil végétatif est

parcouru de canaux sécréteurs contenant un mélange d’essence et de résines (FILIAT., 2012).

1.5.2.3. Localisation géographique

Ferula L. est le troisiéme plus grand genre de la famille des Apiacées et comprend de 180
a 185 especes. Les espéces du genre Ferula sont réparties principalement en Asie centrale et
du sud-ouest. Cependant, les especes du genre sont également réparties en Extréme-Orient,
dans le nord de I'Inde et dans le bassin méditerranéen. a également signalé que le genre
Ferula a une large distribution dans toute la région méditerranéenne (LEFEBVRE.,2017;
MEHRNOUSH et al.,2018) et du Moyen-Orient, l'espéce du genre pousse principalement
dans les régions montagneuses et certaines sont réparties dans les zones désertiques. En Iran,
il existe plus de 30 especes de Ferula, dont environ la moitié sont indigénes et / ou
endémiques ( UBAID et IRSHAD., 2016) F. communis L est reparties aussi en maroc ( EL
ALAOUI et CAUWET., 2006) et france , grece (GEORGIOS et al ., 2014) Cette espece se
développe dans une ambiance bioclimatique subhumide inférieure a semi-aride supérieure
(Algérie). ( YOUMBAI et al ., 2017)

1.5.2.4. Ethnopharmacologie et utilisation traditionnelle

Certaines espéces du genre sont couramment utilisées comme épices. Certaines especes
sont utilisées dans la préparation de médicaments locaux. Ces plantes sont également connues
pour étre une riche source de gomme-résine utilisée en médecine folklorique ( UBAID et
IRSHAD., 2016 )

Les feuilles de Ferula communis L est utilisée traditionnellement pour traité les
troubles digestive (HAMEL et al .,2018)

Les tiges séches sont utilisées pour la vannerie et la confection des ruches d’abeilles .
F. communis connue au Yemen sous le nom «Chemer ou Chemar», est utilisée en médecine
traditionnelle pour éliminer les sels des urines. ( CHALABI ., 2017) .Cette espéce possede
plusieurs Propriétés médicamenteuse traditionnels . Il est utilisé pour les maladies de peau, les
rhumatismes, les fissures dans les pieds, maladie helminthique, douleurs dans Iles
articulations, hystérie, et la dysenterie. Il est antispasmodique et aphrodisiaque et peut étre
utilisé contre les mites et comme dépilatoire. Au Maroc, F. communis est fréguemment utilisé

13



Synthese bibliographique

pour traiter diverses maladies, et par voie orale, il est prescrit par les praticiens comme anti-
helmintique , diurétique, analgésique, pour les douleurs articulaires, la stérilité feminine, les
rhumatismes et un émétique. Les racines sont également utilisées pour le soin des cheveux(
NGUIR et al., 2016)

1.5.2.5. Etudes chimique antérieurs

Le genre Ferula est étudié depuis plusieurs années. De nombreuses études ont été
réalisées sur les métabolites secondaires synthétisés par les différentes parties des espéces
appartenant a ce genre. (CHIBANI., 2013)

Dans les espéces de Ferula, ces composés sont représentés par des esters de bornéol
(la chimigine et la chimganine) et de fenchol (stylosine) ou des monoterpénoides linéaires
substitués par une coumarine (I’auraptene et la diversine). La chimgine et la chimganine sont
répandues dans la section Peucedanoides.( ALKHATIB.,2010).

Certains esters-daucane sont extraits de F. communis. En Sardinia (Italie) possedent une
activité antiproléfirative des cellules de cancer du colon inférieur chez ’homme .

Des antimycobactériens peuvent étre produites par des sesquiterpenes synthétisés par
cette espéce. Toutefois, leur ingestion peut poser des problémes toxicologiques et aussi
écotoxicologiques (CHIBANI., 2013)

L'analyse phytochimique de lextrait d'acétate d'éthyle et de l'extrait de n-butanol de
Ferula communis a mis en évidence la présence de flavonoides, d'alcaloides, de diterpénes, de
glycosides, de glucides, de protéines, de terpénoides, et de tanins. L'extrait d'acétate d'éthyle
et l'extrait de n-butanol de Ferula communis ont été testés pour les activités antioxydantes ou
les deux extraits de plantes ont présent¢ un bon pouvoir réducteur a différentes
concentrations.

Les huiles essentielles de Ferula communis L sont constituées par 3 composants
majoritaires: le myrcene (52.5%), I’a- pinéne : (20.90%) et le B-phellandréne (7.70%) .
(CHALABI., 2017)
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1.6. Bactéries étudiées

1.6.1.Pseudomonas aeruginosa

Les especes Pseudomonas aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif, ces bactéries
finessont de 1.5 a 3 pm de long et 0.5 a 0.8 um de large. Elles sont mobiles grace a une
ciliature de type polaire monotriche, ce type de bactéries possede un aspect de vol moucheron.
Pseudomonas aeruginosa ne forme ni des spores ni sphéroplastes (RICHARD et
KIREDJIAN, 1995). Pseudomonas aeruginosa est responsable de 16% des cas de
pneumonie nosocomiale, 12% des infections urinaires, 8 % des infections suites aux blessures
chirurgicales (HARRAR ., 2012)

1.6.2. Staphylococcies aureus

Les espéces Staphylococcus aureus sont des cocci a Gram positif, de forme sphérique,
avec un diametre de 0.8 a 1 um. Elles sont regroupées en diplocoques ou en petits amas
(grappe deraisin). Ce type de bactéries est immobile, asporulé, habituellement sans capsule.
De nombreuses souches de Staphylococcies aureus produisent un pigment jaune doré
(BERCHE et al., 1988). Staphylococcies aureus représente est la cause de méningite,
ostéomyélite et diarrhée (STEVEN et al., 2004).

1.6.3.Escherichia Coli

Escherichia coli est un bacille a gram négatif (BERCHE et al., 1988), de forme non
sporulée, de type anaérobie facultative, généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur
varie de 2 a6 pm, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um (STEVEN et al., 2004). Cette
derniere constitue la majeure partie de la flore microbienne aérobie du tube digestif de
I’homme et nombreux animaux. Certaines souches sont virulentes, capables de déclencher
spécifiquement chez 'homme ou certaines espeéces animales des infections spontanées des
voies digestives ou urinaires ou bien encore des méningites néo-natales (BERCHE et al.,
1988; ADOUANE .,2016)
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Matériels et méthodes

Dans le présent chapitre, il est traité le principe adopté, les matériaux utilisés, la méthode
d’étude des extraits bruts des polysaccharides hydrosolubles et leurs activités biologiques.
Chacune des parties, est structurée selon les objectifs recherchés

I.1.Principe adopté

Le présent travail est une contribution a [létude de [lactivitt biologiques des
polysaccharides issus d'une plante spontanée a caractére médicinal ; Ferula communis L de la
famille des Apiacées récoltée au Sahara septentrional Est Algérien (région d'El Oued). L'étude
porte sur I'extraction des polysaccharides hydrosoluble issus Ferula communis L , ainsi, le
plus important vise a I'étude les propriétés biologiques dont les activités: antibactérienne,

antioxydant , anti-inflammatoire des extraits bruts Polysaccharidiges de Ferula communis L .

1.2. M atériel d’étude

Le matériel d’étude regroupe les appareillages de laboratoire, les solvants et les prod uits

Chimiques, en plus du matériel biologique.

1.2.1. Matériel biologique

Il est présenté par l'espece végétale choisie( Ferula communis L),du sang humain et des

bactéries . blanc d’ceuf .

1.2.1.1. Choix de I'espece végétale

Ferula communis L est une plante méditerranéenne ,elle est utilisée dans le médecin
traditionnel .(CHIBANI ., 2017)

Le choix de I'espéce d’étude est justifié d’un part, par I’utilisation de cette espéce en
médecine traditionnelle qu'elle pourra, grace a sa longue pratique des plantes médicinales, étre
un bon filon & exploiter par la médecine et la recherche. D'autre part, le choix est justifié par
le fait que peu d'études ont été réalisées sur les polysaccharides et leurs activités biologiques

de cette plante.

1.2.1.1.1- Préparation du matériel végétal
les feuilles de Ferula communis L(photo 1) sont collectées le 03 janvier 2020 au niveau
d'Eldjerf, commune d’El Hamraia ,Wilaya d'El Oued (Algérie).

Apres la récupération de la plante, un séchage est effectué a l'abri de la lumiére et a
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température ambiante afin de préserver au maximum l'intégrité de sa composition chimique.
Les feuilles Ferula communis L sont utilisées pour l'extraction et I'étude de l'activités anti-

inflammatoire, antibactérienne et antioxydant des polysaccharides hydrosolubles.

Photo 1: Les feuilles de Ferula communis L

1.2.1.1.2.- Broyage

Apres séchage, les feuilles ont été broyées pour obtenir une poudre fine, qui a servi pour
la préparation des extraits ( DIALLO et al .,2004)

1.3.- Extraction des polysaccharides

Les feuilles séchées sont écrasées et prétraitées par de I’éthanol 80% pendant 3 x 24
heures. (DIALLO et al., 2004), a température ambiante et sous agitation douce puis filtrées
pour éliminer les composés solubles dans I’éthanol, tels que les matériaux colorés , les oses
simples et les acides aminés. (WU et al .,2007) , Le résidu des feuilles prétraitées, est séché
une seconde fois a labri de la lumiére, sous ventilation a lair libre et a la température
ambiante ( BOUAL et al ., 2013 ), Le marc obtenu est macéré dans 200ml d’eau distillée
pendant 2 heures a 80°C. (CHIDOUH et al., 2014) Puis on fait une centrifugation a 4000rpm
pendant 15mn (CHEN et al., 2010) Les surnageants récupérés sont précipités a ’aide de 3
volumes d’éthanol a 75%, pendant 24 heures a une température de 4°C( BOUAL et al., 2015)
,Apres une centrifugation, les culots sont lavés par l'acétone, puis séchés a température
ambiante (TABARSA et al., 2017). (Figure 1)
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Broyat

Prétraitement par I’éthanol
vV (3fois x24h, T°’Amb)
Macération a I’eau distillé

(2h, 80c°)

Filtration
Précipitation par I'éthanol

(24h, 4°C)

Centrifugation a 4000
Rpm pendant 15min

Culot

Lavage par l'acétone puis
Séchage a T° Amb

Polysaccharides bruts

Figure 1: Protocole d'extraction des polysaccharides hydrosolubles
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X Calcul du rende ment
Le rendement en extrait brut est defini comme etant le rapport entre la masse de I’extrait
sec obtenu et la masse du matériel végétal traité. Ce rendement est calculé selon SEDDIKI et
al.(2017) par la formule :

R(%6)= (M/Mj) x 100

R : Rendementen %,
M : Poids de I’extrait brut des polysaccharides hydrosolubles,

Mo: Poids de la matiere végétal sec.

1.3.1.- Composition des extraits bruts de polysaccharides

La composition des extraits de polysaccharides hydrosolubles concerne le dosage des

oses totaux, neutres, acides et les protéines. Les analyses sont répétées trois fois.

1.3.1.1.- Dosages des oses totaux

La quantification des sucres est réalisée par la méthode au phénol sulfurique (DUBOIS,

1956) pour les oses totaux.
A-Principe

En présence de l'acide sulfurique concentré, les oses sont deshydratés en composes de la
famille de dérivés furfuriques. Ces produits se condensent avec le phénol pour donner des
complexes jaune-orangés. L'apparition de ces complexes est suivie en  mesurant

I’augmentation de la densité¢ optique a 490nm (LECHEB, 2010).

B-Réactif
La solution de réactif de phénola 5% est préparée par I'ajout de 100ml d’eau distillée a

5g de phénol La solution mere d’étalon est préparée par 1’ajout de 0,1g de glucose dans

100ml d’eau distillée

C-Mode opératoire

Dans des tubes en verres placer un mélange de 200ul d’échantillon et 200ul de phénol
5%. Aprés homogénéisation,1ml d’acide sulfurique H2SO4 (96%), est rapidement introduit

dans le milieu réactionnel. Les tubes sont ensuite incubes a 100°C pendant 5 mn, puis ils sont
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laissés 30 mn a température ambiante et a I'abri de la lumiére. L’absorbance est mesurée a

492 nm (BRUDIEUX, 2007; RUIZ, 2005; GENESTIE, 2006)

1.3.1.2.- Dosage des oses neutres

La teneur des oses neutres est dosée par la méthode de( MONSIGNY et al. 1988).
A-Principe

En milieu acide concentré, les glucides se transforment en dérivés furfuraux, qui en se
complexant avec le résorcinol, donnent des composés de couleur orange. Leur absorbance est
lue a la longueur d’onde 490 nm, au spectrophotométre UV visible (DUBOIS et al., 1956;
MONSIGNY et al., 1988).

B-Mode opératoire

Dans des tubes en verres, 200 L de solutions a doser sont mélangés avec 200 pL de
résorcinol et 1ml d'acide sulfurique (98%). Ensuite, les tubes sont placés durant 30 min dans
un bain marie a 90°C, puis placés dans un bain de glace et a l'obscurité durant 30 min.
L'absorbance est mesurée 490nm (MONSIGNY et al., 1988).

1.3.1.3.- Dosage des protéine

La concentration en protéines dans les extraits bruts des polysaccharides hydrosolubles
est déterminée par la méthode de BRADFORD (1976).

A-Principe

En milieu acide, le réactif de Coomassie se lie aux protéines provoguant la formation
d'un complexe de coloration bleue qui absorbe entre 465 et 595 nm.

sérum d’albumine bovine (BSA) est utilisé comme réference (LE ROUX, 2012).
B- Mode opératoire

Dans des tubes en verre, il est additionné un volume 400ul de solution a doser, puis 2ml
de réactif de coomassie. Le mélange est homogénéise pendant 30 secondes. L’absorbance est
mesurée a 595 nm apres 2mn. La coloration est stable pendant une heure (BRADFORD,
1976).
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1.4.-Activités biologique
L’¢évaluation des effets antibactérienne et anti-inflammatoire et antioxydant par I'extrait

polysaccharidique de feuilles de Ferula communis L

1.4.1.- Activité antioxydante

A- Principe

Le test DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans

I’analyse de I’activité antioxydant.

En effet, le DPPH se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres stables.
Cette stabilité est due a la délocalisation des électrons libres au sein de la molécule. La
présence de ces radicaux DPPHe donne lieu a une coloration violette foncée de la solution. La
réduction des radicaux DPPHe par un agent antioxydant entraine une décoloration de la
solution. Le changement de couleur peut étre suivie par spectrophotométrie a 517nm et de
cette facon le potentiel antioxydant d'une substance ou un extrait de plante peut étre
déterminée(LARABA et al ., 2016)

+ Antioxvdant-OH + Antioxydant-0'
» N

DPPH (violet) DPPHH (jaunc)

Figure 2: Structure chimique du radical libre DPPHe (2,2 Diphényle-1-Picryl-Hydrazyle)
(KHIAL., 2017)

B- Mode opératoire

Dans notre étude, ce test a été évalué suivant le protocole appliqué en(ELAABID |,
2009). Brievement, 800 ul d’une solution méthanolique de DPPH (4%) a été mélangé avec
200 pl de différentes dilutions des extraits de plante 0\1000pg\ml Le mélange obtenu est

ensuite gardé a 1’abri de la lumiére a la température ambiante pendant 30 minutes .Puis
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I’absorbance est mesurée a517nm contre un témoin composé de 800 pl de la solution de

DPPH et de 200 ul de méthanol.

L'acide ascorbique est utilisé comme contréle positif (HADDAD et al., 2016). est
représenté par une solution d’un antioxydant standard; dont I’absorbance a ét¢ mesuré dans
les mémes conditions que les échantillons et pour chaque concentration, a été répétée trois
fois (BENE et al .,2017)

C-Pourcentage d’inhibition
Le pourcentage d’inhibition (%]) du radical DPPH par I’extrait selon LI et al (2010) est
calculé comme suit:

IP% = [(AC — AE) / AC] x 100

e AC :absorbance enabsence de I'inhibiteur

e AE : absorbance en présence de I’ inhibiteur (¢chantillon)
D- Calcul de la concentration inhibitrice de 50% (1C50)

La concentration inhibitrice & 50 % , est la concentration de 'échantillon testé nécessaire
pour réduire 50% du radical DPPH. Les IC50 sont calculées graphiquement par les
régressions linéaires de graphe , dont les pourcentages d'inhibition en fonction de différentes
concentrations de chacun des extraits testes (KHIAL., 2017)

E- L'indice de I'activité antioxydant (AAI)
L'indice de l'activité antioxydant AAl est calculé selon BOUHADDOUDA (2016)

Concentration finale de DPPH(pg/ml)

ICs0 (ng/ml)
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Les résultats d’ A Al sont exprimés comme Sulit :

AAI < 0.5 — faible activité antioxydant ,2> AAl > 1 — forte activité antioxydant AAl AAI >

0.5 — activité antioxydant modérée , AAI> 2 — trés forte activité antioxydant .

1.4.2.- Activités antibactériennes

+ Description des bactéries étudiées

Les Trois (3) espéces bactériennes utilisées dans notre travail sont des souches de
référence de type ATCC (American Type Culture Collection), et disponibles au sein de notre
laboratoire dans I'universit¢ Echahid HAMMA LAKHDAR El-oued.

Tableau 2: Espéces bactériennes testées.

‘ Espéces Propriété

Escherichia coli ATCC 10536 Gram négative

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27835 Gram négative

Staphylococcus aureus ATCC 9144 Gram positive.

Ces espéces bactériennes ont été choisi parce qu’elles représentent les especes a Gram

positif et a Gram négatif les plus communes, responsables d’infections nosocomiales et

résistantes aux antibiotiques.

L’antibiogramme est un examen de laboratoire permettant d’apprécier la sensibilité
d’une bactérie prélevée chez un malade vis-a-vis de divers antibiotiques (CHIB ANI.,2013)
+ Antibiotique

L’antibiotique utilisé dans notre étude est la gentamycine (GEN) a une charge de 50
pg/disque. Notre choix s’est porté sur GEN vu qu’il posséde un large spectre d’action, a la
fois actif sur les Gram positive et sur les Gram négative, permettant ainsi déterminer la

sensibilité de toute la gamme de bactéries étudiées vis-a-vis de cet antibiotique.
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+ Méthode utilisée

Cette test a été effectué selon la méthode de diffusion des puits décrite par Cooper et
WOODMAN (1946), reprise par SHRODER et MESSING (1949). Cette méthode consiste
découper des trous circulaires (puits) dans la gélose et y verser I'extrait de concentration
connue. L'extrait diffuse radialement en donnant une zone d'inhibition circulaire a la surface

de la gélose ensemencée avec la suspension bactérienne (EYMARD, 2003).
A. Les milieux de cultures utilises

*Geélose nutritive, * Gélose Mueller-Hinton

B- Repiquage des souches bactériennes

Les souches bactériennes a tester ont été repiquées par la méthode des stries dans des
boites de pétri contenant de la gélose nutritive, puis incubées pendant 24 h a 37°C afin

d'obtenir des colonies isolées.
C- Préparation de I'inoculum

Des colonies bien séparées des souches bactériennes étudiées ont été prélevées a laide

d'une pipette pasteur et homogénéisées dans 5 ml d'eau physiologique.
D- Evaluation de Pactivité antibactérienne

Cing milligramme (5mg) des extraits polysaccharidiques est solubilisé dans 1 pl de
diméthyle sulfoxide (DMSQO) complété par 999 ul d'eau distillée (5mg/1ml).

Les dilutions sont préparées a des concentrations de2.5 mg/ml, 5 mg/ml, 7.5 mg/ml et 10
mg/ml dans du DMSO a partir la solution mére Elles sont filtrées avant toute autre utilisation
sur des filtres millipores (0,2 um). Des dilutions sont ensuite réalisées afin d’obtenir les

concentrations choisies. Ces concentrations sont exprimees en mg/ml.
E- Préparation des milieux de culture

La gélose de Muller Hinton est coulée et répartie dans des boites de pétri stériles. Ces

derniéres sont séchées pendant 30 min a une température ambiante avant leur employ

F- Ensemencement et dépdt des disques
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L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites Pétri, un écouvillon est
trempé dans la suspension bactérienne, puis I'essorer en pressant fermement sur la paroi
interne du tube. L’écouvillon est Frotté sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas en

stries serrées.

L’opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60c® a chaque fois.
L’ensemencement est fini en passant 1’écouvillon une derniere fois sur toute la surface
gélosée. L’¢écouvillon est rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de Pétri
avec la méme souche. Les disques imprégnés d’extraits sont déposés délicatement sur la

surface de la gélose inoculée a ’aide d’une pince stérile.

De méme les antibiogrammes réalisés avec des disques contenants des antibiotiques
(ttmoin positif) appropriés préts a I’emploi ont été¢ utilisés pour la comparaison avec les
résultats des extraits testés et les disques Wattman imprégnés de DMSO (témoin négatif).

Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37°C .

Inoculum

Incubation  a = i " Ensemencement

,,!4 » ~

|

Photo 2: protocole de I'activités antibactériennes de Ferula communis L
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E- Expression des résultats

L'activité antibactérienne se manifeste par lapparition d'un halo d'inhibition de la
croissance bactérienne autour des disques contenant la substance inhibitrice testée.
(BOUMAZA., 2011). La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition
autour de chaque puits a I’aide d’une régle (mm). Le diameétre de la zone d’inhibition montre

la sensibilité des souches vis-a-vis des extraits (BENKIKI., 2006).
* Non sensible (-) ou résistante : diameétre < 8mm;

* Sensible (+) : diametre compris entre 9 & 14 mm;

* Tres sensible (++) : diametre compris entre 15 a 19 mm;

» Extrémement sensible (+++) : diameétre > 20 mm.

1.4.3. Activité anti-inflammatoire in vitro

1.4.3.1.Préparation de la suspension des globules rouges humains

Le sang a été prélevé chez un donneur humain en bonne santé ne consommant aucun
médicament stéroidien depuis deux semaines. Le sang a été soumis a une centrifugation et la
partie surnageant a été soigneusement pipetée avec des pipettes stériles. Les cellules
emballées ont été remises en suspension avec un volume égal de sérum physiologique normal
(pH 7,4) et centrifugés a nouveau. Le processus a été répété quatre fois jusqua ce que les
surnageant clairs( GADAMSETTY et al., 2013).

1.4.3.1.1. Méthodes de la stabilisation de la membrane des érythrocytes humaine

A- Principe

Le principe de cette méthode est basé sur la capacité des extraits des polysaccharides
hydrosolubles de Ferula communis L a empécher I'hémolyse des GRh, induite par I'hypotonie
et la chaleur et donc prévenir la libération de I'hémoglobine. Ce test a été réalisé selon la
méthode déecrite par GADAMSETTY et al(2013)

B- Protocole

4,5 ml de mélange réactionnel constitué de 2 ml de solution saline hypotonique (0,25

% NaCl) , 1 ml de tampon phosphate de sodium (pH 7,4) et 1 ml d'extrait ont été dissous dans

du sérum physiologique normal . Ensuite , 0.5 ml de HRBC a également été ajouté Le
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mélange a été incubé a 56 C° pendant 30 minutes, Les tubes ont été refroidis sous courant de
l'eau pendant 20 minutes et le mélange a été centrifuge a 3000 tr / min, les surnageant ont été
séparés lus a 560 nm (GADAMSETTY et al., 2013) . Le diclofénac sodique a été utilisé
comme médicament de réféerence. Dans la solution de contréle au lieu de hyposaline , 2ml de
distillée l'eau a été ajoutée . Le pourcentage de stabilisation de la membrane (HRBC) a été
calculée par la formule suivante (LATHA et al ., 2011):

[(Abs contrble - Abs échantillon) / Abs contrdle] x 100

1.4.3.1.-Evaluation de P’effet anti-dénaturation des protéines

Un test d’évaluation in vitro de la capacité de ce extrait & empécher la denaturation
thermique d’ovalbumine extraite du blanc d’ceuf par turbidimétrie a été utilisé. En effet, La
chaleur provoque le changement réversible de la conformation tertiaires et méme secondaires
des protéines qui se traduisent par la diminution de leurs solubilités et la perte de leurs
fonction (ADASH VERMA et al., 2011)

A-Extraction de ’ovalbumine

L’ovalbumine a été extraite a partir du blanc d’ceuf de poule selon la méthode décrite par
DATTA et al., (2009). Un ceuf frais a été cassé et le jaune est séparé dublanc, le blanc d’ceuf
a été récupéré dans un bécher mis dans un bain de glace et mélangé a 50ml du tampon
phosphate (0.1M, PH=6.6) puis homogénéisé sous agitation magnétique pendant 5mn, ensuite
I’homogénat obtenu a été centrifugé a 3000 rpm (4 C°) pendant 5 mn, le surnageant obtenu a
été filtré a travers une bande de gaze pour éliminer le précipitant. Enfin le filtrat obtenu, a été

partagé dans des aliquotes de volume de 2 a 2,5ml puis stockés a -20C°
B-Mode opératoire

Le mélange réactionnel (2,5 ml) consistait en 0,1 ml d’albumine (provenant d’ceufs frais de
poule), 1,4 ml de solution tampon de phosphate saline (PBS, pH 6,4) et 1 ml de solution doser
de I’extrait a concentration 1g/l . Un volume similaire d'eau distillée a servi de témoin.
Ensuite, les mélanges sont reste dans une température ambiante pendant 20 min, puis chauffé

a 70°C pendant 5 min. Apres refroidissement, les absorbances sont mesurées a 660 nm. Le
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diclofénac de sodium aux concentrations finales de 125, 250, 500, 1250 et 2500 pg/ml, est
utilisé comme médicament de référence (CHANDRA et al., 2012)

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines est calculé selon OSMAN et al.

(2017) en utilisant la formule suivante :

Pourcentage d'inhibition (IP%)

% d'inhibition = (Vi /V; -1) x 100

Vi: absorbances moyenne de 1’échantillon a tester

V.. absorbance moyenne de control
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Résultats et Discussion

Les résultats d’analyses et les activités biologiques testées des extraits bruts de
polysaccharides hydrosolubles des feuilles de F. communis L sont développés dans ce
chapitre

I1.1.Rendement et caractéristiques des polysaccarides hydrosolubles de Ferula
communis L
Ce tableau montre les propriétés de extrait bruts de polysaccharides hydrosolubles

Ferula communis L.

Tableau 3: Caractéristiques des polysaccarides hydrosolubles de feuilles de Ferula

communis L
Caractiristique Ferula communis L
Aspect Solide
Couleur Brune
Rendement 6,18

Les résultats de (tableau3) montre que les polysaccharides hydrosolubles Ferula communis L
ont un aspect solide , et de couleur brune (Photo 3).

Photo 3: Extrait brut des polysaccharides hydrosolubles des feuilles de Ferula

communis L
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Selon les résultats obtenus, le rendement massique de extrait brut de polysaccharides
hydrosoluble a été calculé en fonction de la matiere végétale seche de la partie aérienne de la
plante est de 6,18%

Dapres le résultat noté, il apparait que le rendement massique de [lextrait
polysaccharidique des feuilles de Ferula communis L est de 6,18 %, ce rendement est plus
élevé par rapport au rendement d'extraction des polysaccharides des feuilles de Plonta
gonotata, soit=1,46 % observe par KAKI et SAHBENE.( 2008). Tandis qu'il est inférieure a
celui rapporté par HANAIA et MESSAOUDI .(2019), qui ont trouvés que de feuilles
d'Oudneya africana (famille des Brassicacée )sont ont un rendement polysaccharidique de
9.25%.Le rendement de I'extrait brut des polysaccharides hydrosolubles des feuilles de Malva
parviflora L obtenues par BOUAL et al.(2012),est 1,46% il est inférieure que celle trouvé
pour Ferula communis L. Le rendement massique d’extraction des polysaccharides
hydrosolubles a partir des feuilles de Plantagonotata Lagasca (Plantaginaceae) par BOUAL

et al.(2015).est 2%.il est inférieure a celui chez I'espece étudiée.

Le rendement d’extraction des polysaccharides hydrosolubles a partir des fruits
d’Ammodaucus leucotrichus obtenues par MAYOU, MEDJOUR.. (2018) soit 3.5% . il est
inférieure a celui trouve chez la fraction de Ferula communis L .Le rendement d’extraction
des polysaccharides hydrosolubles varient suivant diverses conditions I’environnement
climatique, la localisation, I’origine géographique et la période de récolte (SAENZ et al.,
2004). Aussi, Le pH et la température des milieux d’extraction influent sur le rendement
massique d’extraction (EBRINGEROVA et al., 2003) De plus, les interactions entre ces

parametres ont également influencé le rendement d'extraction (BREBION., 2013).
11.1.1 .Composition de I'extrait polysaccharidique hydrosoluble

La détermination de la composition de l'extrait polysaccharidique hydrosoluble issu des
feuilles de Ferula communis L, est effectuée par des dosages colorimétriques en oses totaux,

en oses neutres et en protéines.

La fraction de polysaccharides hydrosolubles de Ferula communis L renferme 13,15%
d'oses totaux, 8,26%d'oses neutres ,et 0,93 % de protéines .Les teneurs en oses totaux de
68,18% , oses neutres de 44,96% sont signalé par BOUAL et al,(2012).pour une fraction
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polysaccharidique des feuilles de Malva parviflora L.ils sont supérieur que celui trouvé chez
la fraction des feuilles de Ferula communis L.les Taux de oses totaux de 33.03 % , oses
neutres de 16.40%. sont signalé par KAKI et SAHBENE.( 2008). pour une fraction
polysaccharidique des feuilles de Plontago notata, ils sont plus supérieur que celui trouvée
chez la fraction de feuilles de Ferula communis L . Les taux de oses totaux de 72.6% , 0ses
neutres de 60.45%. et 2.67% de protéines sont signalé par YOUMBAI et al, (2017 ) pour
une fraction polysaccharidique de Les gommes -résines de Ferula communis L Les teneursen
oses totaux d'extrait polysaccharidique de Ferula Vesceritensis ( Famille de Apiaceae )
obtenues par KAFI, TAIEB (2018) est 38,60 % . Il est remarqué que ce résultat est supérieur
que celui trouvé chez la fraction de Ferula communis L .Les teneurs en oses totaux d'extrait
polysaccharidique des fruits d° Ammodaucus leucotrichus (Famille de Apiaceae ) est 9,72%.
Il est remarqué que ce résultat est inférieur a celui trouvé chez la fraction de Ferula communis
L . ainsi un taux de oses neutres de 4,75% Il est inférieur & celui trouvé chez la fraction de
Ferula communis LMAYOU, MEDJOURI (2018).11 est largement décrit dans la littérature
que la composition chimique des polysaccharides hydrosolubles varient suivant diverses
conditions telles que l'environnement climatique, la localisation, lorigine géographique, la
période de récolte (SAENZ et al., 2004) et les méthodes d'analyse utilisées(WANG et ZHU,
2019). Le pH et la température des milieux d’extraction influent sur la teneur des protéines
obtenues. Selon (MILANI et al.,2007 ;YOUMBAI.,2015 ). ’augmentation de la température
(90°C) et I’abaissement du pH (4) réduit la teneur en protéines dans les extraits des gommes
de F. gumosa (3,8%), par contre a température (50°C) et a pH alcaline (10) la teneur en

protéine est plus élevée (4,4%).
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Figure 3: Composition des extraits bruts de polysaccharides de F.communis L
Il .2.Activités biologiques de I’extrait brut polysaccharidique
11-2-1-Activité antioxydante

La méthode est utilisée pour étudier lactivité antioxydant . Les valeurs de ’activité
antioxydant sont exprimées en (%) qui indique le pourcentage d'inhibition de radical libre
DPPHe par les polysaccharides hydrosolubles des feuilles de Ferula communis L

Les résultats de mesure des pourcentages d’inhibition (ICso) de polysaccharide

hydrosoluble de Ferula communis L et I'acide ascorbiques ont illustrés dans le tableau
suivante:

Tableau 4: Activité antioxydante des polysaccharides hydrosolubles de Ferula

communis L
L' échantillon I1Cs0 (mg/ml) AAI
Ferula communis L 0,03 25
Acide ascorbique 0,098 8,46

A partir des équations linéaires, on peut calculer les ICso en mg/ml qui définit la

concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de I'activité duradical DPPH.
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Selon les résultats obtenus au (tableau 4) les polysaccharides hydrosolubles de Ferula
communis L exercent une activité antioxydant avec ICsp = 0.03 mg/ml et un AAI = 25
.Cependant, la capacité antioxydant de polysaccharides hydrosolubles de Ferula communis L
est forte parce quelle supérieur que I’antioxydant synthétique de référence la vitamine C
(IC50=0.098 mg/ml) et proche que les polysaccharides hydrosolubles d’Ammodaucus
leucotrichus (Famille deApiaceae) , est forte par rapport a les polysaccharides hydrosolubles
de gommes-résines Ferula communis L de celui obtenu par ABEKHTI , BEN AHMED
(2019)

LI et al. (2017) ont trouvé une valeur d'ICso de 3.72 mg/ml en étudiant leffet
antioxydant des feuilles de Lepidium meyenii, ce qui est supérieur au pouvoir antioxydant de
Ferula communis L.effet antioxydant de polysaccharides hydrosolubles de Ferula communis
L est proche que huiles essentielles de Ferula assafoetida (Famille &’ Apiaceae) (ICsp
=0,02mg/ml) celui obtenu par DEHPOUR et al. (2009).

CHEN et al. (2014) ont trouvé une valeur d'ICso de 0.38 mg/ml en étudiant leffet
antioxydant de pulpe de Elaeagnus angustifolia L cette résultat est supérieur le pouvoir
antioxydant de feuilles de Ferula communis L

Le pourcentage d’inhibition (%) de DPPHe est 54,07 % et exercés par I’extrait brut de
fraction polysaccharidique des feuilles de F. communis L & une concentration maximale de
Img/ml 1l est supérieur que la fraction polysaccharidique d'extrait des inflorescences
d’Ammodaucus leucotrichus Coss Dur a un effet de piégeage de radical DPPHe est de 13,69
% pour une concentration de 100 pug/ml. (YOUMBAI., 2015).

Il est rapport¢ que de nombreux facteurs influent sur [lactivité antioxydant des
polysaccharides, y compris la composition en monosaccharide, le poids moléculaire et la
conformation de la chaine. De ce fait, en raison de diverse caractéristiques structurelles, les
polysaccharides de divers origines présentent une activité antioxydant difféerente (LI et al.,
2017) . Les polysaccharides extraits ou isolés par des méthodes différente sont des activités
Antioxydants différentes du fait de la différence dans la composition chimique, la masse
moléculaire, la structure, ou la conformation (CHEN et al., 2008; ZHANG et al., 2015)

Des etudes antérieures rapportent que les activites antioxydants peuvent étre étroitement

liees aux caractéristiques structurales des polysaccharides. Cependant, ce n’est pas tous les
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polysaccharides qui possedent des activités anti-oxydantes. Il a été rapporté que les capacités
antioxydants des polysaccharides dépendent généralement de I’unité d’oses, des liaisons
glycosidiques , du degré de ramification et de la conformation du polysaccharide (LI et al.,
2013). D'une maniere génerale, de nombreuses études ont confirmé les propriétés
antioxydants de polysaccharide tel que la gomme Arabique. Plus récemment encore, un
arabinogalactane protéine issus de gomme de Lannea grandis et un arabinogalactane issus de
feuilles de Lycium ruthenicum murra (LIU et al., 2016) ont été décrits pour leur pouvoir
antioxydant. Ainsi, tous ces arabinogalactanes constituent donc une source potentielle
d’antioxydants naturels pouvant intéresser alimentaire 1l est largement utilisé pour évaluer
lactivité de piégeage de radicaux libres d'antioxydants (LIU et al., 2015). Le pouvoir
réducteur peut étre en relation dépendante avec la variabilité des compositions chimiques des
plantes ; est due aux impacts des facteurs environnementaux, peut étre influencé, par les
températures utilisées durant ’extraction. En effet, ont rapporté que I’utilisation des hautes
températures au cours de I’extraction augmente la libération des antioxydants. Le pouvoir

antioxydant des plantes varie également selon la saison de récolte (LAUSEUR ., 2017).

1. 2.2. Activité antibactérie nne

Les souches des bactéries: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27835 ,Staphylococcus
aureus ATCC 9144 | Escherichia coli ATCC 10536, sont montré des sensibilités a I’
antibiotique  gentamicine (un antibiogramme est utilise en générale comme
réference(référence positif) pour comparer I’action d’antibiotique de référence contre les
bactéries avec I’activité antibactérienne de polysaccharides hydrosolubles de feuille de Ferula
communis L (référence négatif)étudies.

Les deux tableaux ci-dessous expriment le diamétre des zones inhibition d’antibiotique
et le diametre des zones inhibition de croissance des ces trios souches bactériennes en
présence des différentes concentrations de polysaccharide hydrosoluble de Ferula communis

L enmm , respectivement
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Tableau 5: Diametre des zones d’inhibition en mm en présence de gentamicine .

L’antibiotique Pseudomonas Staphylococcus | Escherichia coli
gentamicine aeruginosa aureus
Zones des inhibitionen 36 20 34
mm

Pseudomonas aeruginosa extrémement sensible a la gentamicine avec de diametre des
zones d’inhibition 36 mm par rapport a I’Escherichia coli leur diametre est 34mm, Comme on
a observé Staphylococcus aureus moins sensible a la gentamicine (20mm)que Pseudomonas

aeruginosa et Escherichia coli .

Tableau 6: Diamétres des zones d’inhibition de croissance des trois souches bactériennes en
présence des différentes concentrations de polysaccharide hydrosolubles de Ferula communis

Lenmm.

diameters des zones d'inhibition de

croissance microbienne

diameters des zones d'inhibition de

croissance microbienne

2,5mg/ml | 5mg/ml | 7.5mg/ml 10mg /ml

Pseudomonas aeruginosa 0 0 0
Staphylococcus aureus 0 0 2,5
Escherichia coli 0 25 4 4

Nous avons noté que I'espece Escherichia coli est sensible au différente concentrations
des polysaccharides hydrosolubles de Ferula communis L parce que on a enregistre de
diametre (diametre d’inhibition de la croissance dans la concentration Smg/ml ,7.5mg/ml,

10mg/ml est égal 2.5 mm, 4mm, 4mm respectivement) par rapport au bactérie Staphylococcus
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aureus qui enregistre un diametre d’inhibition de la croissance dans la concentration 10mg/ml
est égal 2.5mm Comme on a observé pas a sensibilitt de Pseudomonas aeruginosa a la
polysaccharides hydrosolubles des feuilles de Ferula communis L . Pour plus de clarté, les

résultats sont représentés graphiquement dans I'histogramme ci-dessous:

40
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aeruginosa aureus

Diameétre des zone d'inbibition mm

Bactéries

Figure 4: I'effet antibactérienne de Ferula communis L vis-a-vis les souche

bactérienne pathogenes

WANG (2014) est évaluée I’activité antibactérienne de polysaccharides hydrosoluble
extrait par les racines de Taraxacum officinale (famille d’Asteraceae); tandis que Le diamétre
de la zone d'inhibition est 15,26 mm et 12,47 mm pour Staphylococcus aureus et Escherichia
coli respectivement , 11 est remarqué que ce résultat est plus supérieur que celui trouvé chez
’activité antibactérienne de polysaccharides de feuilles de Ferula communis L

Escherichia coli et Staphylococcus aureus sont les plus sensibles aux polysaccharides de
feuilles de Ferula communis L , méme résultat obtenues par LI et al (2010) avec les
polysaccharide extrait par Laminaria japonica.

Les mécanismes impliqués dans Il'activité antibactérienne des polysaccharides peuvent
étre causeés par la perturbation de la paroi cellulaire bactérienne et de la membrane (JIANG et
al .,2020) . ZHANG et al. (2017) ont révélé que le polysaccharide de Cordyceps cigale

exercait son activité bactéricide en endommageant la paroi cellulaire bactérienne et les
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membranes cellulaires, augmentant la permeabilité cellulaire qui a entrainé des Iésions

structurelles et la libération de composants cellulaires, entrainant ainsi la mort cellulaire.

1. 2.3. Activité anti-inflammatoire in vitro

Il. 2.3.1.Effet des polysaccharides hydrosolubles de Ferula communis L sur la

stabilisation de la membrane des érythrocytes

L’activité anti-hémolytique des polysaccharide hydrosoluble de Ferula communis L est
évaluée en provoquant I’hémolyse par une solution hyposaline qui induit la désorganisation
de la membrane et la libération de 1’hémoglobine donnant au sur nageant une légeére

coloration rouge en fonction de la proportion d’hémolyse . Les résultats sont représentés dans
le tableau 7

Tableau 7: L Effet des polysaccharides hydrosolubles de Ferula communis L sur la

stabilisation des globules rouges induit par solution hypotonique

Polysaccaride Concentration(mg/mil) Pourcentage de
protection(%)
0,1 82+0,072%
Ferula communis L 0,2 82,25+0,071%
0,3 85,25+0,059%
0,4 86,25+0,055 %
1 86,5+0,054 %
Diclofénac 1 95%

D’apres le (tableau 7) les pourcentages de stabilisation HRBC sont de 82+0,072; %82,25
+0,071; %85,25 £0,059 %; 86 ,25 +0,055 %; et 86,5 £0,054 % pour des concentrations 0,1;
0,2; 0,3; 0,4; et 1 mg/ml respectivement . Cette stabilité augmente avec I’augmentation des
concentrations, et de maniere dépendante. Comme dans une étude a rapporté par ABEKHTI

et BEN AHMED (2019) qui montre un effet anti-inflammatoire significatif des
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polysaccharides extraits d’Ammodaucus leucotrichus et Ferula communis L avec des taux
d’inhibition 95,53 £1,52% et 95,78+1,67% a des concentrations15mg/ml et BOUKEMARA
(2017) montrent un effet anti-inflammatoire significatif des polysaccharides extraits
d’Anvillea garcinii et de Zygophyllum gaetulum avec taux d’inhibition de 61,21 + 7,347 % et
45 + 8,461%a 300 mg/kg respectivement.

Nos résultats montre que les polysaccharides hydrosolubles de Ferula communis L
posséde une activité anti-inflammatoire en comparaison a I’élément référence le Diclofénac

qui montre un pourcentage de stabilisation HRBC de 95%z+ 0,02.Cette stabilité a été

augmente avec I'augmentation des concentrations et de maniere dépendante.

Plusieurs études prouvent que les polysaccharides comme les arabinogalactanes
présentés comme des agents anti-inflammatoires ou encore comme des agents de support de
médicament (BOVO et al., 2016). Les polysaccharides de la racine sechée de la Glycyrrhiza
glabra sont des stimulants de I'immunité innée, pro inflammatoires (BACHELET., 2013).
La racine de Panax ginseng contient des oligosaccharides, des polysaccharides et des
peptidoglycanes. Ces polysaccharides sont immunostimulants de 1I’immunité innée et pro-
inflammatoires (BACHELET., 2013).L’effet anti-inflammatoire observé des polysaccharides
explique en partie leur utilisation dans la médecine traditionnelle et fait d’eux une alternative

intéressante des thérapies anti-inflammatoires actuelles.

Il. 2.2.2.Effet des polysaccharides hydrosolubles de Ferula communis L sur la

dénaturation des protéines

Pour évaluer l'activité anti-inflammatoire in vitro d'extrait polysaccharidique des feuilles
de Ferula communis L, il est utilisé le test de l'inhibition de la dénaturation des protéines de

blanc d'ceuf de poule. Les taux d'inhibition obtenus sont représentés dans le tableau suivante:
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Tableau 8: Effet des polysaccharides hydrosolubles de Ferula communis L sur la
dénaturation des protéines

Polysaccharide Concentration Pourcentage
deinhibition%
(mg/ml)
Ferula communisL 0,125 14,96+0,169%
0,250 2,72+0,151%
0,500 20,40+0,177%
1 42,17+0,209%
Diclofénac 1 51,02+0,22%

Nos resultats montre que les polysaccharides hydrosolubles des feuilles de Ferula
communis L possede une activité anti-inflammatoire en comparaison a I’élément réference le
Diclofénac qui montre un pourcentage de dénaturation des protéines51,02+0,22%, pour les
concentrations de 0,125, 0,250 , 500 et 1 mg/ml avec pourcentages d'inhibition de la
dénaturation des protéines de 14,96+0,169% , 2,72+0,151% ,20,40+0,177% ,20,40+0,177% ,
42,17+0,209% respectivement. Pourcentage en doselmg/ml est proche a celui de diclofénac
de sodium mais il présente une activité tres faible que l'anti-inflammatoire de I'extrait ce
dernier atteint une concentration de 0.250 mg/ml avec un pourcentage d'inhibition de
2,72+0,151% Activité anti-inflammatoire de polysaccharide de feuille de Ferula communis
L est tres faible 20,06+0,17% a concentration 0,250 mg/ml par apport de activité de feuilles
d'Oudneya africana est 88.22 + 0.8% a concentration 1 mg/ml obtenus par HANAIA et
MESSAOUDI (2019)

Les protéines dénaturées présentant un mauvais repliement lors d'un disfonctionnement
de [lorganisme, constitue lune des causes d'induction de la réaction inflammatoire
(CHATTERJEE et al., 2012). Les rapports de la littérature suggerent que l'activité anti -
dénaturante des extraits peut étre due a l'interaction de certains composants avec deux sites
(présents au niveau de certaines protéines comme l'albumine) de liaisons riches en Tyrosine,
Thréonine et Lysine. Ils ont également signalé que des molécules thérapeutiques peut
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réactiver le récepteur riche en motifs de Tyrosine, avec de la Thréonine, qui régulent les voies
biologiques de la transduction du signal pour leur action biologique globale(DUGANATH et
al., 2010).

Le test d’inhibition da la dénaturation des protéines est utilisée in vitro a un test
d’évaluation de Tactivité anti- inflammatoire, La dénaturation d’une protéine provoque
Iinduction de la réaction inflammatoire par la production des auto-antigénes, facteurs
important pour développer une inflammation chronique. Ce teste dans le but de mesure e
pouvoir inhibiteur de la dénaturation thermique de protéine par I'extrait méthanolique des

graines de nigelle et ’albumine sérique humaine est la protéine utilisée comme

model pour ce test. Mais a cause de I'indisponibilité de cette protéine, nous avons utilisé
I’ovalbumine extraite dublanc d’ceuf, représente la fraction majoritaire des protéines de 1’ceuf

(54%), elle est une source essentiel des nutriments et une importance dans les

études immunologiques. (KARTHIK et al.,2013).
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L’étude des polysaccharides hydrosolubles a partir des feuilles, de plante spontanée
de Ferula communis L de la famille des Apiacées récoltées dans la région d'El Oued, débute
par une macération a chaud avec de I'eau distillée .

Le rendement d’extraction obtenu est de 6.18% par rapport a la matiére séche. L'étude
montre que la composition totale des polysaccharides hydrosolubles contient 13.15 % d'oses
totaux, 8.26 % d'oses neutres et 0.93 % de protéines.

Pour I’évaluation du pouvoir antioxydant de cette plante par la méthode de piégeage
de radical libre DPPH, montre que l'extrait polysaccharidique présente un pouvoir antioxydant
important comparable a celle de I’acide ascorbique avec un pourcentage d'inhibition 54.07
% significative et ICso 0.03mg/ml .

Le test de lactivité¢ antimicrobienne réalisés in vitro ont permis d’évaluer I’activité
de Polysaccharide hydrosoluble extrait par les feuilles de Ferula communis sur des bactéries
a Gram (+) Staphylococcus aureus ATCC 9144 et a Gram (-) Escherichia coli ATCC 10536,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27835; Les résultats, obtenus par la méthode de diffusion
des disques, ont montré que la souche bactérienne Escherichia coli a été sensible vis-a-vis
Iextrait de Ferula communis avec un diametre d’inhibition 2.5mm4mm ,4 mm en
concentration 5mg/ml,7.5mg/ml et 10mg/ml est respectivement . Staphylococcus aureus est
peu sensibilité avec un diamétre d’inhibition 2.5mm en concentration 10 mg/ml mais
Pseudomonas aeruginosa est résistée au ’extrait de Ferula communis L.

Concernant la mesure de lactivité anti-inflammatoire in vitro des polysaccharides
hydrosolubles des feuilles de Ferula communis L par I’évaluation de I'effet anti-dénaturant
des protéines, prouve une activité de protection des protéines contre la dénaturation thermique
avec un pourcentage d'inhibition significative de 20.06 % en comparaison a celle de
diclofénac sodique51.02% . Tandis que lactivité anti-inflammatoire évalué par la méthode
de la stabilisation de la membrane des globules rouges avec un pourcentage d'inhibition
significative 84,45% a une concentrationlmg/ml , ces résultats suggérent que cet extrait
polysaccharidique a un effet anti-inflammatoire notable donc la possibilité de leur utilisation

comme protecteur contre 1’inflammation.
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Perspective

Il est souhaitable pour augmenter le rendement d’extraction des polysaccharide
d’agir au cours de l'extraction sur la température, le temps, le type et le pourcentage d'alcool-
eau ajouté au cours de la précipitation des polysaccharides. Une utilisation des techniques de

purification des polysaccharides pour l'étude de leurs propriétés biologiques diverses .

Il est aussi souhaitable, pour mieux connaitre les activités biologiques manifestées
de refaire les tests avec des dilutions a fin d’identifier la cinétique et/ou la dose optimale pour

un effet biologique précis .
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Annexe 1 : Les produits chimiques et 'appareillages utilisé

Tableau 9: Origines et caractéristiques physico-chimigues des produits utilisés au

cours de I’expérimentation.

Produit Forme Formule | Caractéristiques | Densité | Pureté
Chimique | Masse molaire (
(9/mol) glcm3) (%
Méthanol Liquide CH30H 32.04 0.79
9.9
Acétone Liquide C3H60 58.08 0.792
00
Phénol Liquide C6 H6 O 94.11 /
0
SérumAlbumine Solide / / /
Bovine (BSA) 6
DPPH (2,2 Poudre C18H12N5 394 /
06 /
Diphenyl-1
Picrylhydrazy)
DMSO(Diméthy Liquide C2H60S 78,133 /
leSulfoxide) /
Eau Liquide Na ClI 58,443 /
physiologique /




Tableau 10:Origines et types d’appareils utilisés au cours de I’expérimentation

Appareil Type Lieu de
fabrication
Autoclave TIMO /
Bain marie / /
Centrifugeuse SIGMA Alle magne
Balance RADWAG
Etuve MEMMERT Allemagne
Micropipette / /
Spectrophotometre JENWAY France

Annexe 2 : Les composition chimiques des polysaccharides hydrosolubles de

feuilles de Ferula commus L
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Figure 5: Courbe d'étalonnage d'oses totaux
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Figure 7: Courbe d'étalonnage des protéines




Annexe 3 : Antioxydants
Photo représentant les résultats de [lactivité antioxydant de polysaccharide

hydrosoluble de Ferula communis L

Photo 4 :Réduction de radical libre DPPH

Yy =672.63x+ 28.397
R?=0.9191

Figure 8:Courbe d'étalonnage de I'activité anti-oxydante (échantillon)
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Figure 9 : Courbe d'étalonnage de l'activité anti-oxydante (acide ascorbique).

Annexe 4 : Antibactérienne

Staphylococcus aureus ATCC 9144 Escherichia coli ATCC 10536

Photo 5: Effet de polysaccharide extrait par les feuilles de Ferula communis L sur
certaines bactéries étudiées



