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Résumeés

Résumé

L'objectif du présent travail est d'extraire et d'évaluer le potentiel antioxydant des
polysaccharides hydrosolubles a partir des feuilles de Plantago albicans L. (Plantaginaceae), une
plante spontanée a caractére médicinal récoltée au Sahara septentrional Est Algérien de la région
d'El Oued. Les principales caractéristiques structurales de 1'extrait PA sont déterminées par des
dosages colorimétriques et par une spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier. Les
activités antioxydantes sont évaluées par trois méthodes in vitro. Ainsi, un extrait brut des
polysaccharides, nommé PA, est obtenu par extraction a 1'eau chaude suivie d'une précipitation
par I'é¢thanol froid (96%) a un rendement massique de 4.318%. La composition chimique note
des taux de 99.46% d’oses totaux, de 32.40% d’oses neutres, et des faibles teneurs en protéines
(10%) et de composés phénoliques (3.16%). L'analyse par spectroscopie IR permette de
déterminer la présence des fonctions chimiques caractéristiques des polysaccharides comme des
groupes hydroxyles (OH) , des groupes carboxyle (COQO™) et des liaisons (CH). Pour les activités
biologiques de I'extrait polysaccharidique PA, il est signé une IC50 de 242.63 pg/ml par le test de
piégeage de radical libre DPPH. Selon le test de la réduction ferrique (FRAP), la fraction PA
présente une EC50 de 4237 pg/ml. De plus, la fraction PA est capable de protéger 50 % des
érythrocytes a une concentration de 236,51 pg/ml.

Mots clés : Polysaccharides hydrosolubles, Plantago albicans L., Activité antioxydante, Région

d'El Oued.



Résumeés

Abstract

The objective of this work is to extract and evaluate the antioxidant potential of water-
soluble polysaccharides from the leaves of Plantago albicans L. (Plantaginaceae), a spontaneous
plant with a medicinal character harvested in the northern eastern Algerian Sahara of the region
of El Oued. The main structural characteristics of the PA extract are determined by colorimetric
assays and by Fourier transform infrared spectroscopy. The antioxidant activities are evaluated
by three in vitro methods. Thus, a crude extract of the polysaccharides, called PA, is obtained by
extraction with hot water followed by precipitation with cold ethanol (96%) at a mass yield of
4.318%. The chemical composition notes levels of 99.46% of total oses, 32.40% of neutral oses,
and low levels of proteins (10%) and phenolic compounds (3.16%). Analysis by IR spectroscopy
makes it possible to determine the presence of chemical functions characteristic of
polysaccharides such as hydroxyl groups (OH), carboxyl groups (COO-) and (CH) bonds. For
the biological activities of the polysaccharide extract PA, an IC50 of 242.63 ug/ml is signed by
the DPPH free radical scavenging test. According to the iron reduction test (FRAP), the PA
fraction has an EC50 of 4237 pg/ml. In addition, the PA fraction is capable of protecting 50% of
erythrocytes at a concentration of 236.51 pg/ml.

Keywords: Water-soluble polysaccharides, Plantago albicans L., antioxidant activity, El1 Oued

region.
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Introduction

Depuis I’antiquité, I’homme a utilisé les plantes a des fins thérapeutiques. Il y a deux cent
ans que les moyens thérapeutiques naturels étaient les seuls remédes dont disposait 1’humanité
(GRUNWALD et JANICKE, 2006). Les plantes servaient pour calmer les maux et guérir les
plaies (FESTY, 2014). Il y a environ 500000 plantes sur terre dont d'environ 10000 d’entre elles,
possedent des propriétés médicinales. Ces dernieres sont des usines chimiques naturelles,
produisant des substances biochimiques actives comme alcaloides, huiles essentielles, flavones
et tanins, et les mettent a la disposition de I’lhomme qui peut en faire usage pour sa santé et
satisfaire ses besoins vitaux (NASSERA et al., 2022).

L'Algérie possede une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales
qui constituent le couvert végétal (GUEMOU et al., 2023), se trouve les especes du genre
Plantago de la famille Plantaginaceae, qui sont largement distribuées surtout dans les régions
ouvertes et arides. Plusieurs espéces de cette famille possedent des propriétés thérapeutiques et
sont utilisées en médecine traditionnelle (ADDOUN, 2021). Le genre Plantago comprend plus de
200 espéces des plantes herbacées largement distribué dans les régions tempérées. Ces plantes
possédent de nombreuses propriétés médicinales car elles contiennent de nombreux composés
bioactifs comme composés phénoliques et polysaccharidiques (GAZER et SHALABI, 2016;
MOHSENZADEH et al., 2023). De plus, plusieurs especes du genre Plantago sont utilisées
comme médicament traditionnel, a partir des feuilles et des graines, pour la cicatrisation des
plaies, les inflammations, les troubles respiratoires et les affections du systeme digestif
(GONGCALVES et ROMANO, 2016; ADOM et al., 2017; KWON et al., 2019).

En outre, les polysaccharides représentent une classe de biomolécules dont certains
possedent des propriétés biologiques et rhéologiques susceptibles d’étre valorisées a 1’échelle
industrielle (BRUDIEUX, 2007; ZHAO et al., 2023a). Ces biopolyméres ont suscité un vif
intérét chez les scientifiques depuis une trentaine d’années. Ils proviennent de sources
renouvelables a savoir les végétaux (cellulose, amidon...), les algues (alginates...), les animaux
(chitine...), et les bactéries (xanthane, gellane, hyaluronane...) (SINHA et KUMRIA, 2001;
CRINI et al., 2009; VATANPOUR et al., 2022). lIs présentent également une grande diversité
de structures, de compositions chimiques, de poids moléculaires, qui concourent a leur
fonctionnement et leur potentiel biologique (LEE et al., 2009). lls représentent les candidats les
plus attractifs pour les applications biomédicales, alimentaires et pharmaceutiques a cause de
leurs propriétés physicochimiques exceptionnelles, de leur biocompatibilité, de leur
biodegradabilité et de leur non-toxicité (COVIS, 2011; CHOUANA, 2017; SONG et al., 2019;
MIRZADEH et al., 2019; SALAMA et al., 2020). Ainsi, les polysaccharides végétaux sont

devenus une classe importante de produits naturels bioactifs et largement utilisés dans les
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produits pharmaceutiques et les biomatériaux (LUKOVA et al., 2020). lls possédent diverses
activités biologiques, telles que des effets hypoglycémiants, immunostimulants, antioxydants,
antiinflammatoires et antiviraux (J1 et al., 2023; ZHOU et HUANG, 2023).

L’objectif du présent travail est concentré sur I'étude des polysaccharides hydrosolubles
issus des feuilles de Plantago albicans L. de la famille Plantaginaceae. En effet, il est visé une
caractérisation partielle et une évaluation des activités biologiques des polysaccharides obtenus.
Le travail est structuré en trois chapitres, dont le premier chapitre porte sur un apercu général sur
les polysaccharides et des études antérieures sur leurs activités biologiques, en plus des
généralités sur le genre Plantago. Le second chapitre porte essentiellement sur I'ensemble du
matériel et des méthodes d'étude dont les techniques expérimentales d’extraction des
polysaccharides hydrosolubles, la détermination de leurs compositions biochimiques, et les tests
d’activité antioxydante. Le troisieme chapitre présente les principaux résultats obtenus et une
discussion. Enfin, une conclusion générale avec par des perspectives soutenues achévent ce

travail.
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Le présent chapitre porte sur quelques généralités sur les polysaccharides et leurs

activités biologiques, en plus des généralités sur le genre Plantago.
I.1.-Généralités sur les polysaccharides

Les polyméres naturels peuvent étre classés structurellement en quatre catégories, dont
les polysaccharides comme cellulose, alginate, dextranes, chitosane et pullulane, les protéines
(gélatine, albumine, lectine et légumineuse) (FERNANDES et al., 2022), les polynucléotides
(acide  désoxyribonucléique ADN, acide ribonucléique ARN) et les polyesters
(polyhydroxyalcanoates, acide polylactique et acide polymalique) (HEMAMALINI et
GIRIDEV, 2018). Les polysaccharides sont les polymeéres naturels les plus répandus, se trouvant
dans tous les organismes vivants, soit humains, animaux, micro-organismes et plantes
(IANCHIS et al., 2023). Les polyholosides ou polyosides ou glyanes nommés polysaccharides
dont le degré de polymeérisation est supérieur a 10 (DELATTRE, 2005).

Les polysaccharides peuvent étre classés sur la base de leur structure, leur composition
chimique, leur solubilité, leurs sources et leurs applications. Pour la composition chimique, les
polysaccharides sont classés en deux types. Les homopolysaccharides ou homoglycans sont
constitues d'un seul type de monosaccharide, comme la cellulose et le glycogene constitués de
glucose. Les hétéropolysaccharides ou hétéroglycanes, sont constitués de plus d'un type de
monosaccharides, tel que I'héparine constitué¢ d’acide a-L-idopyranosyluronique 2- sulfate et 2-
désoxy-2-sulfoamino-a-D-glucopyranose 6-sulfate. Selon la nature des molécules liées au
glycane, les polysaccharides peuvent également étre classés comme des protéoglycanes, des
glycoprotéines et des glycolipides. En se basant sur les origines, les polysaccharides bioactifs
peuvent étre d'origine végétale ou de lichens. Certains polysaccharides bioactifs sont issus
danimaux (LIU et al., 2015). Pareillement, les polysaccharides naturels peuvent étre simplement
classés en quatre catégories qui sont obtenus a partir de différentes origines comme d'origine
animale (chitosane), d'origine végétale (pectine), d'origine algale (alginate) et d'origine
microbienne (dextrane) (DEY et al., 2019; VATANPOUR et al., 2022).

Les polysaccharides natifs sont non toxiques, biocompatibles, biodégradables,
hydrosolubles et, ont la capacité élevée de gonflement. lls ont des propriétés qui les rendent
extrémement adaptées pour des applications biomédicales, technofonctionnelles dans les secteurs
pharmaceutiques, cosmétiques, de I’industrie papetiere, agroalimentaire, et dans 1’extraction
pétroliere (LIU et al.,, 2015). Une large gamme de polysaccharides ont déja trouvé des

applications dans la santé humaine, a savoir le chitosane, la cellulose, les alginates, le dextrane,
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I'amidon, l'acide hyaluronique, 1'héparine, le x-carraghénane, les pectines et la gomme de guar
(PERSIN et al., 2011; CHOUANA, 2017).

Les polysaccharides jouent des r6les dans les organismes vivants. lls ont un réle
structurel de la cellule végétale et sont utilisés comme réserve et stockage de nourriture sous
forme d'amidon dans les plantes et de glycogéne chez les mammiféres (MAJI, 2019). Des études
ont démontré que les polysaccharides ont différents types des activités, tels que l'activité
antioxydante (XU et al., 2018; KISHORE et al., 2023), I'activité immunodulatrice (PAN et al.,
2018; ALBUQUERQUE et al., 2022), lactivit¢ antidiabétique (TANG et al., 2018;
ALBUQUERQUE et al., 2022), I'activité anti inflammatoire (L1U et al., 2018).

1.2.-Classification des polysaccharides

Les polysaccharides peuvent étre classes selon leur origine ou leur structure
(PATTERSON., 2008).

1.2.1.-Selon la structure

Les polysaccharides peuvent étre classés sur la base de leur composition en monomeres.
Il est habituel de distinguer les homopolysaccharides et les hétéropolysaccharides (FELICIA et
al., 2022; ALBUQUERQUE et al., 2022), selon qu'ils présentent dans leurs structures, un ou
plusieurs types d'unités monosaccharidiques (HAMES et al., 2006; MOUSSARD, 2007).

1.2.1.1.-Homopolysaccharides

IIs sont constitués d’un seul type de monosaccharides (LI et al., 2022). lls portent souvent
le nom de I'unité osidique qu’ils contiennent, par exemple les glucanes polymeres de glucose, les
mannanes polymeéres de mannose. Ces homopolysaccharides peuvent étre soit linéaires exemple
de cellulose et amylose, ou ramifiés comme 1’amylopectine (MERGHEM, 2009; YANG, et al.,
2020).

1.2.1.2.-Hétéropolysaccharides

IIs sont généralement formés de quelques types de monosaccharides qui alternent selon
une sequence repétitive. Ces hétéroglycanes renferment deux groupes différents, soit les

polysaccharides neutres et les polysaccharides acides (VOET et VOET, 2005).
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1.2.2.-Selon ’origine
1.2.2.1.-Polysaccharides bactérienne et fongiques

Les microorganismes produisent une grande variété des polysaccharides (SINGH et al.,
2015).

1.2.2.1.1.-Dextranes

Les dextranes sont des polymeéres de glucose de longues chaines (ZOHRA et al., 2013),
qui sont généralement liés par des liaisons a (1—6) (BASUNY et ABOEL-AININ et HASSAN,
2023). Toutefois, quelques ramifications interviennent, formées par des laissons o (1—2); o
(1-3) ou a (1—4) (DHANES et al, 2000). Leur intérét réside dans leur utilisation
thérapeutique comme agents de substitution du plasma sanguin (LOUISOT, 1989). Le dextrane
élaboré par Leuconostoc mesenteroides (Leuconostocaceae) (KUMAR et al., 2012) est constitué
d'une chaine a (1—6) glucane avec des chaines latérales o (1—3) (fig. 1), attachées a la

troisiéme position d’unités squelettiques de glucose (Maia et al., 2014).
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Figure 01.- Structure du dextranes de Streptococcus (PLESZCZYNSKA et al., 2015)
1.2.2.1.2.-Xathane

La gomme xanthane est un polysaccharide anionique de masse moléculaire élevée produit
par fermentation de glucides par les bactéries aérobies Xanthomonas campestris

(Pseudomonaceae) qui se développe habituellement sur certaines espéeces de Brassicaceae
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(BASUNY et ABOEL-AININ et HASSAN, 2023), en élaborant un exsudat gommeux de type
exo-polysaccharide (DE REYNAL, 2009; BRUNETON, 2009). Il contient en particulier du
glucose, du mannose et de I’acides glucuronique (fig. 2). La gomme xanthane est ajoutée aux
aliments comme stabilisant et épaississant (DELAUNAY, 1988).

ooc\ /° i = T OH
/C\ OH ol
HyC o

Figure 02.- Unité répétitive de la gomme xanthane (SHEKARFOROUS et al., 2017)

1.2.2.2.-Polysaccharides extraits d’algues
Les polysaccharides algaux forment une vaste famille des polysaccharides.
1.2.2.2.1.-Carraghénanes

IIs sont des galactanes, polymeéres du D-galactose fortement sulfatés (CHEVENIER,
JOUANNEAU, FICKO-BLEAN, 2023), qui sont des polyélectrolytes anioniques de masse
moléculaire comprise entre 10° et 10° Da (VIEBKE et al., 1995). Tous les carraghénanes ont une
structure linéaire de type (AB)n a liaisons alternées o (1—3) B (1—4) ou A et B sont des résidus
galactopyranosyle (fig. 3). Les carraghénanes entrent également dans la formulation des produits
d'hygiene et de cosmétique, dans les produits laitiers et dans des produits aqueux (ex: nappages);
comme stabilisants d'émulsions ou épaississants (BRUNETON, 1999). Les carraghénanes
peuvent également agir comme biostimulants en agriculture (CHEVENIER, JOUANNEAU,
FICKO-BLEAN, 2023). Les carraghénanes (carraghénates) sont obtenus a partir de diverses
algues rouges (Rhodophyceae), famille de Gigartinaceae, Solieriaceae, Hypneaceae et
Furcellariaceae (BARDOULAT, 2007; BRUNETON, 2009; JOUANNEAU, 2010).
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Figure 03.- Unités principales de A, 1 et k carraghénanes (PRAJAPATI et al., 2014)
1.2.2.2.2.-Ulvane

L'ulvane est le principal polysaccharide hydrosoluble dans I’cau trouvé dans les algues
vertes (SHAH et al., 2023) de I’ordre des Ulvales (Ulva et Enteromorpha sp.) qui a le sulfate, le
rhamnose, la xylose, les acides iduroniques et glucuroniques comme constituants principaux
(PERCIVAL ET DOWELL,1967; LAHAYE et RAY, 1996). La structure d'ulvane montre une
grande complexité et variabilité, comme en témoignent les nombreuses unités structurelles
répétitives d’oligosaccharides identifi¢es dans les préparations d’ulvane natives et chimiquement
modifiées. Les principales unités disaccharidiques répétitives signalées sont les types d’acide 3-
sulfate ulvanobiouronique contenant de 1’acide glucuronique ou iduronique (fig. 4) (JIAO et al.,

2011 ; KIDGELL et al., 2019).

A

Figure 04.- Structure des principales unités disaccharidiques répétitives d’ulvane : A : [— 4 --
D-Glcp- (1 — 4) -a-LRhap3S- (1 —.)] n; B : [(— 4) -a-L-1doP - (1 — 4) -a-LRhap3S- (1 —)] n
(JIAO et al., 2011)

1.2.2.2.3.-Alginates

C’est un homopolymére d’acide B-D anhydromannuronique (CLAUDE, 1980). L'alginate
est initialement collecté a partir d'algues brunes et est disponible dans le commerce depuis le

début du XXe siecle. L'alginate est produit par plusieurs espéces différentes d'algues brunes et
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deux espéces différentes de bactéries; Pseudomonas et Azotobacter (BASUNY et ABOEL-
AININ et HASSAN, 2023). Ils sont mois utilisés en raison de leur précipitation en milieu acide,
et également en présence de calcium. Les alginates sont des polyuronides, comme les pectines,
on observe la formation d’un réseau moléculaire en « boite d’ceufs » lié a 1’association de
séquences de polyuronates par chélation de Ca*. Ils ont comme composants soit 1’acide D-
mannuronique avec la liaison a (1—4), soit I’acide L-guluronique avec la liaison a (1—4) (fig.

5), soit les deux ensembles (copolymeres) (ALAIS et al., 2008).
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Figure 05.- Unités principales des alginates (a), Chaine d'alginate (b) (SRIAMORNSAK et al.,
2007)

1.2.2.3.-Polysaccharides animaux

1.2.2.3.1.-Glycogene

C’est la forme de stockage du glucose chez les animaux et chez certains organismes
unicellulaires comme les levures (WEIL, 2009). Le glycogéne s’accumule temporairement
comme réserve énergétique dans les muscles squelettiques (BLECHER-BARDELETTI, 2014).
Le glycogene est particulierement abondant dans les hépatocytes (10% environ du poids de
I’organe) et les myocytes (1 a 2% de la masse musculaire). C’est un polymere de résidus D-
glucose avec des liaisons o (1—4) avec des liaisons a (1—6) qui sont a I’origine de ramifications

(fig. 6). Il est plus ramifié que I’amylopectine, dont une ramification tous les 8 a 12 résidus chez

10
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le glycogéne et une ramification tous les 20 a 30 résidus chez ’amylopectine (WEINMAN et
MEHUL, 2004).
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Figure 06.- Unité répétitive du glycogéne (PAL et al., 2015)
1.2.2.3.2.-Héparine

L'héparine est un polysaccharide linéaire hautement sulfaté (SOUZA et al., 2015),

constitué de D-glucuronate 2-sulfate et de N-sulfo-D-glucosamine-6-sulfate réunis par une

liaison a (1—4) a une distribution plus restreinte (fig. 7). On la retrouve dans des grains de
sécrétion présentes a la surface vasculaire et abondante dans les poumons, le foie et la peau
(HENNEN, 2006). Il est également sécrété par les mastocytes et a une propriété anticoagulante
(MOUSSARD, 2010).
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Figure 07.- Unités répétitives d’héparine (MALLEDAN, 2017)
1.2.2.3.3.-Kératane

Le keératane sulfate est un glycosaminoglycane largement retrouvé dans les matrices

extracellulaires de certains tissus, tels que la cornée, les cartilages et les os. Le kératane sulfate et
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composé d'une chaine principale sulfatée de poly-N-acétyllactosamine (fig. 8). Sa structure est
formée par une alternance d’unités B-galactose liées en position 3 et de N-acétyl-f glucosamine
liées en position 4. Bien que les deux unités puissent avoir un groupe sulfurique sur O-6, cette

modification se produit plus souvent dans les unités N-acétyl-B-glucosamine (POMIN, 2015).

CHyOH CHy0303H
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Figure 08.- Unité principale des kératanes sulfate (FRANCIS SUH et MATTHEW, 2000)
1.2.2.3.-Polysaccharides végétaux

Au niveau cellulaire, les polysaccharides représentent soit les composés de réserve dans
le cytoplasme, soit des composants structuraux de la membrane ou de la paroi cellulaire
d'organismes (LEI, 2016). Les polysaccharides végétaux sont divisés en polysaccharides de
réserve (amidon, caroube), en polysaccharides de structures (cellulose, hémicelluloses et
pectines), en polysaccharides exsudats (gomme arabique) et en mucilages (SOUKOQULIS et al.,
2018).

1.2.2.3.1.-Polysaccharides de réserve
1.2.2.3.1.1.-Amidon

L'amidon est un polymere polysaccharidique naturel, biodégradable, peu codteuse et
abondamment disponible. L'amidon est produit par les plantes vertes pour le stockage d'énergie
sur une longue période (TABASUM et al., 2018). C'est le principal glucide de stockage de
plantes telles que les céréales, les légumes racinaires et les légumineuses. Il se compose
seulement de molécules de glucose (CUMMINGS et STEPHEN, 2007). L'amidon est stocké
sous forme de granules de semi-cristallines discrétes chez les plantes supérieures, et se compose

de deux €léments principaux a savoir I’amylose linéaire et I'amylopectine fortement ramifié (CAI

12
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et al., 2015). L'amylose est essentiellement une structure linéaire d’unités de glucose liées par a
(1—4) (fig. 9a). L'amylopectine est constituée de chaines principales liées par des liaisons a
(1—4) glycosidiques et de chaines latérales liées par des liaisons a (1—6) glycosidiques (fig. 9b)
(LU et al., 2019). Il rentre dans la composition de nombreux aliments en tant qu’épaississant,
gélifiant et stabilisant. Il est également utilisé dans d’autres secteurs comme les industries

pharmaceutiques, cosmétiques et textiles (WERTZ, 2011).
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Figure 9.- Structures d’amylose (a) et I’amylopectine (b) (MONTESANTI, 2008)
1.2.2.3.1.2.-Galactomannanes

Ce sont des hétéropolysaccharides hydrosolubles (RASHID et al., 2017). Ils ont une
structure généralement linéaire se compose d'une ligature de résidus D-mannopyranose de
liaisons glycosidiques B (1—4), dont certains des groupes hydroxyle de résidus de mannose sont
liés par une seule ligature de D-galactopyranose par des liaisons glycosidiques o (1—6) (fig. 10)
(ZACHARIAS et SHEPPARD, 2019; SUN et al.,, 2018). Certains galactomannanes sont
principalement dérivés des graines de Fabaceae (Leguminosae), a un caractere non ionique et
des propriétés gélifiantes a des concentrations plus faible. Ces polymeéres sont largement utilisés
dans les industries alimentaires, pharmaceutiques, biomédicales, cosmétiques, textiles et
papetiére (ALBUQUERQUE et al., 2014; PINHEIRO et al., 2011).

13
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Figurel0.- Unités principales des galactomannanes (GEETA et al., 2018)

1.2.2.3.2.-Polysaccharides de structure

1.2.2.3.2.1.-Cellulose

La cellulose est le polysaccharide le plus abondant dans le monde (DINORO et al.,

2019). C'est un polymere naturel, renouvelable, biodégradable, biocompatible, biodégradabilité
et une réactivité chimique élevée (SALAMA, 2019; WALISZEWSKA et al., 2018). Elle est
produite par de nombreuses plantes ainsi que par certaines bactéries et champignons

(TCHOBANIAN et al., 2018). C’est un polymére non ramifié constitué de résidus de D-glucose

unis exclusivement par des liaisons B (1—4), comme dans la cellobiose (Fig.11), deux molécules

de D-glucopyranose unies par une liaison [ (1—4) (B-Dglucopyranosyl-(1—4) -a-D
glucopyranose) (fig. 11) (WEINMAN et MEHUL, 2004). C'est l'un des polysaccharides les plus

exploité dans différents domaines tels que I’agroalimentaire, I’industrie chimique, la pharmacie,

les biocarburants et pour la production de matieres plastiques telles que la cellophane
(CHOUANA, 2017).
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Figure 11.- Unité répétitive de la cellulose (ZUGENMAIER, 2008; UMMARTYOTIN et

MANUSPIYA, 2015)
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1.2.2.3.2.2.-Pectines

Les pectines sont des polysaccharides complexe, naturel, hydrosolubles et non toxique,
que I’on trouve en abondance dans les parois des cellules végétales dans la couche lamellaire
moyenne que 1’on obtenir a partir de sources naturelles telles que les zestes d’agrumes et le marc
de pomme (WANG et al., 2019b; ZHANG et al., 2019; BAJPAI, 2020; ALBUQUERQUE et al.,
2022). Les polysaccharides pectiques sont composés de domaines, dont le domaine le plus
commun est I'nomogalacturonane (HG) qui se compose des résidus d'acide a-galacturoniques
reliés par des liaisons a (1—4). Ils peuvent étre constitués par des groupes méthyle ou acétyle
estérifiés a des degrés variables. Le domaine abondant généralement le rhamnogalacturonan I
(RG-I), qui consiste d'acide a (1—4) —D galacturonosyle et a (1—2) -L-rhamnosyle, est lié
comme une chaine principale jusqu'a 80% des résidus Rha p. Comme il peut avoir des chaines
latérales constituées d'a (1—5) -L-arabinanes et  (1—4) -D-galactanes et arabino-4-galactanes.
Les résidus a-D-galacturonosyles peuvent étre acétylés (fig. 12) (CHEN et al., 2017). lls sont
utilisés en tant qu'agent épaississant, texturant, émulsifiant, stabilisant et gélifiant dans les
industries alimentaires, cosmétique et pharmaceutique. Ils ont diverses activités biologiques
telles que la cicatrisation, la réduction de l'activité de la lipase, lI'inhibition de la croissance des
cellules cancéreuses humaines par la stimulation de I’apoptose et la diminution du taux de

cholestérol (MELIH et al., 2019).
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Figure 12.- Organisation générale des structures pectiques (LECLERE et al., 2013)

AG : arabinogalactane, HG : homogalacturonane, RG : rhamnogalacturonane, XG : xylogalacturonane
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1.2.2.3.1.-Exsudats et mucilages

Les gommes et les mucilages ont certaines similitudes. lls sont largement utilisés en
industrie pharmaceutique. Les deux sont des hydrocolloides végétaux. Ce sont des polymeres
d'un monosaccharide ou de monosaccharides mixtes et beaucoup d'entre eux sont combinés avec
des acides uroniques (JANI et al., 2009).

1.2.2.3.1.1.-Exsudats

Les exsudats provenant des écorces, forment un groupe reconnaissable appelé gommes
(BOUAL, 2009). Les gommes sont une large gamme de biopolymeres hydrophiles comprenant
des polysaccharides et des protéines (SEYFI et al., 2018). C’est un exsudat naturel du tronc, des
branches ou des fruits d'arbres dus a la scission, blessure (accidentelle ou délibérée) ou infection
fongique. Parfois, les gommes polysaccharidiques sont également appelées hydrocolloides
(AHMAD et al., 2019).

Le terme « gomme » est fréeqguemment utilisé pour définir un groupe d'exsudat naturels
qui ont la capacité de s’hydrater dans I'eau en formant un gel ou en stabilisant des systémes
d'émulsion (TAHIR et al., 2019). Elles sont utilisées dans les produits pharmaceutique et de
nombreux autres industries (DAOUB et al., 2018).

La gomme arabique est une sorte de polysaccharide naturel, un exsudat séché obtenu a
partir des tiges et du tronc d'un arbre d'Acacia, a savoir A. senegal et A. seyal qui poussent dans
la zone Sahélienne de I'Afrique (WU et al., 2018; SHARKAWY et al., 2019; ADDOUN, 2021).
C’est un exsudat collant comestible, qui est riche en fibres solubles non-visqueux. DU aux ses
caractéristiques de forte solubilité dans l'eau, de sa faible viscosité, et de ses propriétés
d'émulsification (KUCK et NORENA, 2016). Structurellement, il consiste en une chaine
principale constitué des unités de p (1—3) D-galactopyranosyle, composée de résidus de L-
arabinofuranose, L-ramnopyranose, acide glucuronique et d'acide 4-O-méthyl- D-glucuronique
(WU et al., 2018; ROUSI et al., 2019). La gomme contient approximativement 39 a 42% de
galactose, 24 a 27% d’arabinose, 12 a 16% de rhamnose, 14 a 16% d’acide glucuronique —qui lui
confére son caractére anionique, 1.5 & 2.6% de protéines et 0.22 a 0.39 % d’azote (BENYAGOU
et al., 2016). Elle est largement utilisée a des fins industrielles, comme dans la lithographie
traditionnelle, I'imprimerie, les textiles et les applications pharmaceutiques (DONG et al., 2017).
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Figure 13.- Structure de la gomme arabique (DAUQAN et ABDULLAH, 2013)
1.2.2.3.1.2.-Mucilages

Le mucilage est une substance collante et semblable au mucus sécrétée par presque toutes
les plantes et un grand nombre de protiste, en particulier le phytoplancton et les algues vertes
(GOKSEN et al., 2023). Les mucilages sont en générale des produits normaux du métabolisme,
formés a l'intérieur de la cellule (MIRHOSSEINI et AMID, 2012) c'est considéré comme un
groupe d'hydrocolloides interagissant fortement avec l'eau pour former de gros agrégats
moléculaires, composés principalement de polysaccharides et peu de protéines (GEORGE et
SUCHITHRA, 2019; CHIANG et LAI, 2018). Les études indiquent que le mucilage doit étre
composé principalement d'arabinose, de xylose, de mannose, de galactose et de glucose,
impliquant une structure fortement ramifiée (MANHIVI et al., 2018; SOUKOULIS et al., 2018)
De nos jours, les mucilages sont largement utilisés comme des stabilisateurs et des agents
suspendant (RAYEGAN et al., 2018). Les mucilages acides sont retrouvés en grande majorité
dans les plantes de la famille des Plantaginaceae (BRUNETON, 2009).

La graine de lin Linum usitatissimum (Linacées) (WARRAND, 2004), contient un
ingrédient sous-utilisé, mais a fort potentiel connue comme mucilage, une fibre soluble, qui
constitue 10% du poids de la graine et se trouve dans la couche la plus externe de I'enveloppe de
la graine. Deux fractions de polysaccharides hétérogénes constituent le mucilage, dont une
fraction  d'arabinoxylane neutre (75%) et une fraction de rhamnogalacturanane (25%)
(MEHELLOU, 2015). Parmi ceux-ci, le mucilage provenant des graines de lin s'est révélé avoir
un potentiel considérable pour des applications larges et prometteuses allant de I'industrie

alimentaire aux cosmétiques en passant par les soins de santé (MUSA, 2019).
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1.3.-Activités biologiques des polysaccharides

Au cours des dernieres années, il est confirmé que les polysaccharides issus des
ressources naturelles (micro-organismes, plantes et animaux) possédent des nombreux avantages
thérapeutiques, des effets bénéfiques et des propriétés favorables a la santé (ZHAN et al., 2018).
Une grande attention est accordée aux polysaccharides en raison de leurs fonctions
physiologiques et biologiques essentielles, telless que la protection, [I’activité
immunomodulatrice, 1’activit¢ anti-inflammatoire, [’activit¢ antidiabétique et 1’activité
antioxydante. Des rapports récents ont révélé que les activités biologiques des polysaccharides
sont étroitement liées a leur conformation en chaine et a leur structure; dont la composition
chimique, le poids moléculaire, et le degré de ramification. L’élucidation de la structure et la
conformation est nécessaire afin de mieux comprendre les fonctions biologiques des
polysaccharides (FEDAIL et al., 2016; HE et al., 2017). Pour expliquer le mécanisme d'action
des polysaccharides, de nombreuses études sont faites pour révéler la relation entre les structures
polysaccharidiques et leurs activités biologiques (WANG et al., 2017c).

1.3.1.-Activité antioxydante

Les especes reéactives d'oxygene (ERO) sont des molécules chimigquement actives
contenant I'oxygéne, formées en tant que sous-produits naturels du métabolisme normal des réles

importants de lI'oxygéne (LIU et al., 2013). Les espéces réactives de I'oxygéne (ERO), y compris
I'oxygeéne singlet (% 0,), le peroxyde d'hydrogéne (H.O,) ainsi que les radicaux libres comme

I'anion superoxyde (O;) et hydroxyle (OH"), peuvent étre générés au cours des processus
métaboliques cellulaires normales tels que la respiration ou diverses réactions chimiques, soit

I'ionisation par les rayonnements ultraviolets (FAN et al., 2014).

Les radicaux libres excessifs et oxydants accumulés dans le corps humain produits un
phénomeéne appelé stress oxydatif qui est une condition caractérisée par un déséquilibre entre les
molécules pro-oxydantes et les défenses antioxydants (AHMED et al., 2016). Il entraine des
dommages oxydatifs sur la santé humaine en réagissant avec des protéines, des acides nucléiques
et de nombreuses autres biomasses (MIAO et al., 2017), ce qui contribue a divers processus
pathologiques tels que le vieillissement, I'inflammation, le cancer, et I'athérosclérose (KSOURI
et al., 2012). Les defenses antioxydants reposent sur des systémes enzymatiques comme
superoxydes dismutases [SOD], catalase, glutathion peroxydase, et non enzymatiques comme
vitamines C et E, polyphénols, ... etc. (LEVERVE, 2009).
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Certaines études ont montré les effets antioxydants in vitro des polysaccharides de
Plantago L. Les polysaccharides nommés PDP, obtenu a partir de Plantago depressa, sont
capables de piéger les radicaux hydroxyles, DPPH et ABTS. De plus, dans le test d'inhibition du
blanchiment de B caroténe, le PDP note une activité plus élevée que la vitamine C (HAN et al.,
2016). Des polysaccharidique appelées PLP sont isolées et purifiées a partir des graines de
Plantago asiatica L. Leurs activités en tant qu'antioxydant sont évaluées par le piégeage des
radicaux DPPH, réduction des radicaux hydroxyles et I'inhibition de la peroxydation lipidique.
Les résultats ont indiqué que le PLP est trés efficace dans le piégeage des radicaux libres (JI et
al., 2019).

Les feuilles de Plantago sont composées principalement d'acide galacturonique et de
quantités mineures d'arabinose et de rhamnose, tandis que dans les polysaccharides
acidosolubles, I'acide galacturonique, le galactose et le rhamnose sont détectés. En basant sur les
tests DPPH et FRAP, les polysaccharides isolés de Plantago ont montré une activité antioxydante
significative (LUKOVA et al., 2017).

Deux fractions des polysaccharides, extraits des graines et des cosses de psyllium
(Plantago ovata Forssk) sont nommées SPS et HPS respectivement. Les polysaccharides extraits
et fractionnés des deux fractions comprennent le D-xylose, 1’L-arabinose, le D-glucose, le D-
galactose et le L-rhamnose. Les pourcentages d'inhibition des radicaux ABTS sont 59.95%,
63.32% et 65.63% pour les polysaccharides extraits des graines SPS, SPS1 et SPS2,
respectivement. De méme, des inhibitions de 50.62 %, 59.12 % et 66.44 % sont observées avec
les polysaccharides des cosses, soit HPS, HPS1 et HPS2, respectivement (PATEL et al., 2019).

1.3.2.-Activité anti-inflammatoire

L'inflammation est une réaction de défense de I'organisme a diverses agressions qui
peuvent étre d'origine physique, chimique, biologique (réponse immunitaire) ou infectieuse
(NDIAYE et al., 2006). Cette réaction est souvent bénéfique mais il arrive parfois qu'elle
endommage les cellules et les tissus. On appelle systéme du complément, un groupe de protéines
sériques impliqué (RIOUX., 2010) dans la phagocytose conduisant a la libération de médiateurs
chimiques tels que les prostaglandines, le facteur de nécrose tumorale et les interleukines
(SHEHATA et al., 2018), en conduisant a la lyse des bactéries. Le traitement actuel de
I'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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Il est démontré que les lésions hépatiques induites par les lipopolysaccharides (LPS)
entrainent souvent une surproduction de cytokines pro-inflammatoires et de ROS. Une
expression élevée d'interleukine IL-6 apres le traitement par le LPS a également considérée
comme un signe de Iésion hépatique. Des souris ont été prétraitées par voie orale avec une dose
différente des polysaccharides obtenus a partir des graines de Plantago asiatica L. (PLCP)
pendant 3 semaines. Le jour 22, ils sont injectés par voie intrapéritonéale avec du LPS et
sacrifiés 12 h plus tard. Les résultats ont montré que le PLCP a inhibé la production excessive de
facteur de nécrose tumorale-a, d'interleukine (IL) -6, IL-10, IL-2 et IL-1b dans le sérum et le foie
de souris. Par conséquent, le PLCP peut posséder des effets anti-inflammatoires et protecteurs

sur les lésions hépatiques (LI et al., 2019).
1.3.3.-Activité antidiabétique

Le diabete sucré est une maladie métabolique chronique grave caractérisée par une
absorption délétere de glucose et une hyperglycémie, dus aux défauts dans la sécrétion de
Iinsuline ou de son action ou bien les deux (CHEN et al., 2016; FEDAIL et al., 2016). Des
études indiquent que certains polysaccharides n‘augmentent pas la sécrétion d'insuline dans le
corps, mais ils peuvent améliorer significativement I'activité de la glucokinase, de I'nexokinase et
de la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) dans le foie. Ils peuvent également réduire le

taux de triglycérides et de cholestérol dans le plasma (SHI, 2016).

L'effet hypoglycémique du psyllium est étudié a I'aide de plusieurs modéles animaux. Le
diabéte de type 1 chez le rat est induit par une injection intrapéritonéale unique chez des rats a
jeun anesthésiés a 65 mg de streptozotocine/kg de poids corporel, qui est dissous dans un tampon
citrate @ 0.5 M. Pendant ce temps, le diabete de type 2 est induit par une injection
intrapéritonéale unique de 90 mg de streptozotocine/kg de poids corporel chez des rats agés.
L'administration de polysaccharide du psyllium a significativement amélioré la tolérance au
glucose chez les modeles de rats diabétiques de types 1 et 2. En particulier, lorsque le
polysaccharide de psyllium était administré par voie orale avec une solution de saccharose sur le
modele de rat, il a supprimé la glycémie postprandiale et a retardé 1’absorption de saccharose de

I’intestin gréle, sans induire un afflux dans le gros intestin (NIE et al., 2018).
1.3.4.-Activité immunomodulatrice

Les composés qui sont capables d'interagir avec le systéme immunitaire pour réguler
positivement ou réguler négativement les aspects spécifiques de la réponse de I'h6te peuvent étre

classés comme des immunomodulateurs ou des modificateurs de la réponse biologique
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(TZIANABOS, 2000). L’immunomodulateur est definit comme l'action des substances qui
peuvent stimuler, supprimer ou moduler les composantes de systéme immunitaire inné ou
adaptatif (CHEN et al., 2017), afin de prévenir ou de traiter les malades (ZHAO et al., 2018).
Son principal mécanisme implique des récepteurs spécifiques, dont les récepteurs Toll Like
(TLR). La famille TLR des mammiféres est un groupe de récepteurs codés pour la lignée
germinale qui déclenchent des réponses immunitaires en reconnaissant les modeles moléculaires
associes aux agents pathogenes microbiens. La famille comprend au moins 11 récepteurs, dont
TLR2 et TLR4 sont bien caractérisés en tant que récepteurs transmembranaires impliqués dans la
reconnaissance de ligands contenant des fragments glucidiques. Lors de la détection des ligands,
ces TLR déclenchent la cascade de signalisation, qui active les protéines kinases activées par les
mitogénes (MAPKS), régulant la prolifération cellulaire, la survie et les réponses immunitaires
(Jletal., 2019).

Beaucoup de polysaccharides obtenus a partir des sources naturelles sont considérés
comme modificateurs biologiques de réponse immunitaire et ont montré une augmentation de
diverses reactions immunitaires (WIJESINGHE et JEON, 2012). Les polysaccharides agissent
sur I’arbre immunologique a divers niveaux tel que 1’activité phagocytaire des macrophages et
des granulocytes, la cytotoxicité des cellules Natural Killer, la transformation des lymphocytes B
et sur la prolifération des lymphocytes T. lls peuvent également activer le complément et la
production d’anticorps (GOETZ, 2004; BACHELET, 2013). L’action immunomodulatrice des
polysaccharides de champignons, est particulierement utile comme moyen de prophylaxie, d'une
forme légére et non-invasive de traitement, de la prévention de tumeurs métastatiques et en tant

que co-traitement avec une chimiothérapie (WASSER, 2002).

Les polysaccharides hémicellulosiques, de plantes comme Plantago major L.
(Plantaginaceae) dont le complexe hétéroxylane présente une activité anti-complémentaire. De
plus, il est rapporté que les polysaccharides acides des graines de Plantago asiatica L. (PLP)
induisaient une augmentation dose-dépendante de la formation d’oxyde nitrique (NO) dans les
cellules des macrophages. L'implication de la signalisation TLR dans les réponses des cellules
des macrophages médiées par le PLP est également étudiée, révélant que la prolifération est
induite par le PLP dans les cellules des macrophages (HU et al., 2016).

L’activité immunomodulatrice des B-glucanes est associée a I'induction de la production
du facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a), d'interféron vy, d'interleukine 8 (IL-8). Elle se
traduit également par l'activation des macrophages et des lymphocytes T cytotoxiques (EL
ENSHASY et HATTI-KAUL, 2013). De méme, les polysaccharides (PLLCP) extraits des
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feuilles de Plantago asiatica L. et sa sous fraction principale (PLLP-2) ont atteint les effets
immunomodulateurs en favorisant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires dans les cellules
macrophages RAW?264.7 (ZHANG et al., 2019). Ces résultats indiquent que les polysaccharides
de Plantago L. possédent des propriétés immunomodulatrices en stimulant la production de NO
et de TNF-a dans les macrophages activés (ZHAO et al., 2014; Jl et al., 2019).

1.2.- Généralités sur Plantago

Les plantes de la famille Plantaginaceae sont des plantes ordinairement herbacées, parfois
arbustives ou arborescentes, pouvant étre parasites, aquatiques ou grimpantes. Elles sont
rarement ligneuses a la base, portant des feuilles en rosette basale opposées ou alternes avec une
inflorescence en épis denses plus ou moins allongés (QUEZEL et SANTA, 1963). Elle comprend
habituellement trois genres, a savoir, Plantago, le genre le plus vaste, qui regroupe plus de 260
espéces, Littorella qui compte 3 espéces et Bougeria qui est représenté par 1 seule espece
(LEWALLE, 1978; WOLFF et SCHAAL, 1992; BENAOUN, 2017).

La dénomination botanique de Plantago provient de « planta » qui signifie la plante des
pieds et de « ago », « je pousse », autrement dit qui pousse sous la plante des pieds. Le genre
Plantago est le plus vaste de la famille des Plantaginaceae (QUEZEL ET SANTA, 1963;
OZENDA, 1977). Plantago est un genre d'herbes et de sous-arbustes annuels et pérennes avec
une distribution mondiale. Le genre Plantago est divisé en deux sous-genres : Sub-genre
Plantago a feuilles alternes et le Sub-genre Psyllium a feuilles opposées (TASKOVA et al.,
2002; TUTEL et al., 2005). (GORENFLOT et BOURDU, 1962; HAMDAOUI et HEDOUD,
2019). lls sont concentrés dans les régions tropicales tempérées et a haute altitude (GAZER ET
SHALABI, 2016) (VAN DER AART et VULTO, 1992).

Plusieurs especes de genre Plantago sont utilisées en médecine traditionnelle (TRIVEDI,
2009). En effet, P. major est couramment utilisée comme plante médicinale dans le traitement
d'un certain nombre de maladies liées a la peau, aux organes respiratoires, aux organes digestifs,
a la reproduction, a la circulation, & la prévention du cancer, aux maladies infectieuses...etc.
(STANISAVLIEVIC et al., 2008). De méme, P. lanceolata est utilisé a des fins médicinales tels
que la cicatrisation des plaies, I'inflammation, le cancer, les troubles du systéme respiratoire, la
circulation sanguine, le systéme reproducteur et les organes digestifs (ABATE et al., 2022). De
plus, P. media est utilisée en meédecine traditionnelle pour plusieurs applications, telles que
antimicrobienne, anti-inflammatoire, antihistaminique, hémostatique, cicatrisante, expectorante

et diurétiqgue (RADU et al., 2021). Ainsi, P. coronopus est couramment utilisée comme légumes
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dans la cuisine traditionnelle des Balkans et leurs feuilles sont des ingrédients de salade en
France et en Italie (CECCANTI et al., 2022).

Les especes de Plantago sont distribuées dans toutes les régions phytogéographiques soit
comme mauvaises herbes en culture, soit dans les environnements plus arides des déserts et des
oasis (GAZER et SHALABI, 2016). Concentré dans les régions tropicales tempérées et a haute
altitude, les especes de Plantago sont des plantes vivaces herbacées originaires de Méditerranée,
d'Europe centrale et des régions tempérées d’Asie ainsi que d’Amérique du Nord (GAZER et
SHALABI, 2016). Ce sont des espéeces de rosette pastorale que I'on trouve du nord au sud de la
Tunisie et du Maroc dans une gamme de bioclimats a I'aridité croissante (PUECH et al., 1998).
Elles se répandues dans le Sahara algérien comme Oued Souf. Ce sont des plantes tres
polymorphe abondant sur les hauts-plateaux et dans la région présaharienne, dont Ain Sefra,
Zenaga, Laghouat, Bou Saada, Tolga, Biskra, en poussant a moins de 400 mm de pluie chute par
an (POUGET ,1980; OZENDA, 1983; DJEBAILI, 1984; HOUEROU, 1995).

Dans la région d'El Oued (Algérie), les jeunes inflorescences de Plantago albicans L.
peuvent étre consommées. 1l a une saveur et un goQt distinctifs, et puisque c'était. La plante a de
nombreuses propriétés thérapeutiques efficaces, dont la consommation peut apporter des biens
faits au corps. De plus, elle est considérée comme I'une des plantes pastorales importantes. Elle
est également considérée comme une plante médicinale, car elle est utilisée pour panser toutes
sortes de plaies (plaies, éruptions cutanées, morsures d'animaux, piqdres d'insectes comme les
abeilles et les guépes...), ou les tendres feuilles sont appliquées. De méme, elle est utilisée pour
traiter la constipation (HELIS, 2005).

23



CHPITRE I

Materiel et méthodes



Chapitre Il Materiel et méthodes

La méthodologie du travail porte sur le principe de 1'étude, le matériel d'étude, et I'é¢tude
des polysaccharides, dont I'extraction des polysaccharides hydrosolubles et la caractérisation de
leur composition par une série de dosages colorimétriques incluant la teneur des oses totaux, des
neutres, des protéines et des polyphénols, et par une analyse spectroscopique infrarouge. De

méme, 1'étude contribue a I'évaluation des activités antioxydantes.

I1.1.- Principe d’étude

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I'antiquité comme des agents thérapeutiques
pour la gestion de la santé et le traitement des maladies (ZHANG et MA, 2018). Elles sont
étudiées avec le plus grand intérét dans les trois quarts de la population mondiale grace a leurs
bio-activités et faibles toxicités par rapport aux molécules de médicaments synthétiques
(BORAH et al., 2020). De plus, les polysaccharides végétaux ont des activités thérapeutiques
prouvées telles que antioxydantes, régulatrices du systéme immunitaire, antiinflammatoires,

antitumorales et anticancéreuses (SZEWCZYK et al., 2018; ZHAO et al., 2023a).

Le présent travail s'oriente sur 1'étude des polysaccharides hydrosolubles de la plante
saharienne spontanée Plantago albicans L. issue de la région d’El Oued. L'étude vise vers
I’extraction hydrosoluble des polysaccharides, la caractérisation partielle par des dosages
colorimétriques, une analyse infrarouge et la réalisation des tests et des analyses biologiques

portent sur l'activité antioxydante.

11.2.- Matériel d’étude

Le matériel d’étude regroupe 1’appareillage, les produits chimiques, ainsi que le matériel

biologique.

I1.2.1.-Matériel biologique

Il est constitué¢ de matériel végétal présenté par des feuilles de Plantago albicans L.,

récoltés dans la wilaya d’EI-Oued et séchés a 'ombre avant d’étre broyés.

I1.2.1.1.- Choix d'espéce végétale

Le genre Plantago L. est le plus grand genre de la famille Plantaginaceae avec environ
275 especes. La plupart des espeéces du genre cosmopolite Plantago sont largement utilisées en
médecine traditionnelle. De nombreuse études sont signalées sur des différentes activités
biologiques des especes de Plantago comme hépato-protectrice, anti-inflammatoire, antivirale,
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immunomodulatrice, antioxydante (OZBEK et al., 2010; TINKOV et al., 2014; KARAKAS,
2023), antiobésité (XIA et al, 2019), antirhumatismale (SARIC-KUNDALIC et al., 2010),
antidiabétique et anticancéreux (EL SOUDA et al., 2014). Pour la présente ¢tude le choix est
porté sur plante spontanée a caractére médicinal du Sahara septentrional Est algérien issue de la

région d'El Oued. 1l s’agit de Plantago albicans L.
11.2.1.2.- Plantago albicans L.
11.2.1.2.1.- Description botanique

Plantago albicans L. (photo 01) est une plante vivace, herbacée a long gradient
d’altitude. En raison de sa large répartition, I'habitat de P. albicans L. peut étre trés hétérogeéne
(PUECH et al., 1998). Elle est reconnaissable a cause de son aspect velu soyeux et a y ses
feuilles lancéolées a bords ondulés (QUEZEL et SANTA, 1963; COSTE ABBE ,1937). Les
fleurs sont généralement pollinisées par le vent sans caractéristiques morphologiques attrayantes
(SOEKARIJO, 1992). Sa base rhizomateuse porte des rejets qui assurent la survie pendant les
années seches (PUECH et al., 1998) et permettent une multiplication végétative active pendant la

saison de croissance (PONTANIER et al., 2003).
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Photo 01.- Plantago albicans L. a Hassi Khelifa, Wilaya d'El Oued (Algérie)
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11.2.1.2.2.- Position systématique

La position systématique de P. albicans L. est la suivante :

e Régne : plante

e Embranchement : Spermaphyte

e Sous-embranchement : Angiosperme
e Classe : Dicotylédones

e Ordre : Lamiales

e Famille : Plantaginaceae

¢ Genre : Plantago

o Espece : Plantago albicans L. (QUEZEL et SANTA ,1962; OZENDA ,1977)

I1.2.1.2.3.- Récolte et partie étudiée

Pour la présente étude l'espece Plantago albicans L. est récoltée le 26 décembre 2022 au
niveau a Hassi Khelifa, Wilaya d'El Oued (Algérie), dans un point caractérisé¢ par les
coordonnées géographiques de latitude 33°32'12.97310” Nord, et de longitude 7°1'57.57150"
Est. Aprés la récupération de la plante, ses différentes parties sont séparés ou les feuilles sont la

partie retenue dans ce travail pour l'extraction et I'é¢tude de leurs polysaccharides.

I1.3.- Méthodes d'étude

Dans cette partie, la méthode d’extraction des polysaccharides, les différents dosages

colorimétriques, 'analyse spectroscopique et les tests biologiques sont développés.

I1.3.1.-Technique de séchage et de broyage

Un séchage de la partie a étudier de la plante est effectué a l'abri de la lumiére et a
température ambiante (ADDOUN et al., 2021), suivi d'un broyage avec un mixeur €lectrique
(MEHELLOU, 2015). Les différents broyats sont conservés dans des boites et a I'abri de la

lumiére jusqu'a leur analyse.

I1.3.2.-Extraction hydrosolubles des polysaccharides

Une quantité de 20 grammes de broyat (GHAZALA et al., 2015; XU et al., 2016) est
prétraitée par 200 ml d’éthanol a 95% (BOUAL et al., 2013a) a une température ambiante
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pendant 2 heures (YANG et al, 2015; TABARSA et al, 2019). Afin d'¢liminer les
monosaccharides, les oligosaccharides et les constituants colorées (BOUAL et al, 2011;
CHENG et al., 2013; HU et al., 2018). Puis, le broyat est macéré dans 1'eau distillée a 80°C
pendant deux heures avec agitation occasionnelle (CHIDOUH et al., 2014; WANG et al., 2014;
HE et al.,, 2017; HAO et al.,, 2020), dont la macération est répétée trois fois (WANG et al.,
2014). Apres une centrifugation a 3500 rpm pendant 10 min, les surnageants récupérés sont
précipités par addition de 4 volumes d'éthanol a 95% (XIA et al., 2019) a 4° C pendant 16 heures
(HONG et al., 2018). Apres centrifugation a 3500 rpm pendant 10 min, les culots obtenus, sont
récupérés est re-précipité par addition de 3 volumes d'éthanol a 95% (BOUAL, 2014; WANG et
al,, 2017) a 4° C pendant 16 heures (HONG et al.,, 2018). Apres centrifugation a 3500 rpm
pendant 10 min, les culots obtenus sont lavés avec 1’acétone trois fois (ZHANG et al., 2010;
ADELI et SAMAVATI, 2015; TABARSA et al., 2018). Les polysaccharides obtenus sont
séchés pendant 24h a 45°C dans une étuve (CHOUANA ef al., 2017), pour obtenir des extraits

polysaccharidiques bruts.

Le rendement est la quantité¢ d’extrait obtenue a partir de la poudre végétale. Il est
exprimé sans unité ou en pourcentage (ROMDHANE et al. 2017; CHEN et al., 2019) est calculé
selon WANG et al. (2018) par la formule suivante :

Poids des polysaccharides bruts sec (g) x 100
Rendement (%) =

Poids de la poudre sec de la plante (g)
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Figure 14.- Différentes étapes d’extraction des polysaccharides hydrosolubles de Plantago
albicans L. (XU et al., 2016; GHAZALA et al., 2015; BOUAL et al., 2013a; YANG et al,,

2015; TABARSA et al,, 2019; CHIDOUH et al., 2014; WANG et al., 2014; HE et al., 2017,
HAO et al., 2020; XIA et al., 2019; HONG et al., 2018; ADELI et SAMAVATI, 2015; ZHANG

etal., 2010; TABARSA et al,, 2018; CHOUANA et al., 2017; SU et al., 2017)
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I1.3.3.- Composition des extraits bruts de polysaccharides

L'étude de la composition de I'extrait des polysaccharides hydrosolubles consiste a
déterminer les teneurs en oses totaux, oses neutres, protéines et polyphénols sont déterminés par
des méthodes colorimétriques. Des solutions de 0.1% sont préparées a partir des échantillons
Polysaccharidiques hydrosolubles. Pour le dosage des oses (totaux, neutres) une dilution de 1/10
est effectuée, alors que les solutions de 0.1% sont utilisées pour le dosage des protéines et des

polyphénols.

I1.3.3.1.- Dosage des oses

Les deux méthodes de DUBOIS ef al. (1956) et MONSIGNY et al. (1988) sont utilisés
pour évaluer des concentrations des oses totaux et des oses neutres respectivement dans 1’extrait

brut.

I1.3.3.1.1.- Dosage des oses totaux

La teneur en oses totaux dans l'extrait polysaccharidique brut des feuilles de Plantago

albicans L. est déterminée selon la méthode de DUBOIS et al. (1956).

11.3.3.1.1.1.- Principe

En présence de I’acide sulfurique concentré a chaud, les liaisons glycosidiques sont
hydrolysées. Une tétra déshydratation suivie d'une cyclisation des monosaccharides libérés
donne des dérivés furfuraliques et des dérivés d’acide S-formylfuroique. Ces produits se
condensent avec le phénol pour donner des complexes jaune-orangé. Ces complexes permettent
de suivre la concentration en oses totaux de 1’échantillon en lisant 1’absorbance a 492 nm

(BRUDIEUX, 2007; BOUAL et al., 2013b; BRIAN-JAISSON, 2014).

I1.3.3.1.1.2.- Mode opératoire

Dans des tubes en verres, il est placé un mélange de 200ul d’échantillon et 200ul de
phénol 5%. Aprés homogénéisation, Iml d’acide sulfurique H2SOs (95%). Les tubes sont
incubés a 90°C pendant 5 min, puis ils sont refroidis dans un bain de glace et laissés 30 min a
I'abri de la lumiére (GENESTIE, 2006; TEDJANI et al., 2023). L’absorbance est par la suite
mesurée a 492 nm par un spectrophotométre UV-visible (BRUDIEUX, 2007).
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I1.3.3.1.2.- Dosage des oses neutres

Les oses neutres sont dosés par une méthode colorimétrique mis en point par

MONSIGNY et al. (1988).

11.3.3.1.2.1.- Principe

Le dosage des oses neutres se repose sur la réaction des dérivés furfuriques obtenus par
action a chaud d’un acide concentré comme I’acide sulfurique (DUBOIS et al. 1956). En
présence d'un composé aromatique tel que le résorcinol (1.3 dihydroxybenzéne), ces dérivés
furfuriques se condensent et donnent des composés de couleur jaune brune (MONSIGNY et al,

1988).

11.3.3.1.2.2.- Mode opératoire

Dans des tubes en verres, 200ul d’échantillon, 200ul de résorcinol de 6mg/ml et 1 ml
d'acide sulfurique concentré sont mélangées. Par la suite, les tubes sont placés pendant 30 min
dans un bain marie a 90°C, puis placés dans un bain de glace et a I'abri de la lumiére durant 30
min. La lecture est effectuée a la longueur d’onde 480 nm, au spectrophotometre UV visible

(MONSIGNY et al., 1988; TEDJANI et al., 2023).

I1.3.3.1.3-Dosage des protéines

La concentration en protéines de [’extrait est déterminée selon la méthode de

BRADFORD et al. (1976).

11.3.3.1.3.1.- Principe

Cette méthode est rapide, simple et sensible (SHEN, 2019). La méthode de BRADFORD
est basée sur la formation d'un complexe entre le réactif de Coomassie lorsqu'il réagit avec les
acides aminés hydrophobes présents dans les protéines et les acides aminés basiques (arginine,

histidine, lysine), dont I'absorbance peut étre mesurée a 595 nm (LE ROUX, 2012).

I1.3.3.1.3.2.- Mode opératoire

Deux cent (200) ul de 1'étalon ou de 1'échantillon et 2 ml de réactif de bleu Coomassie

sont placés dans un tube a essai en verre et agités pendant 30 secondes. Apres 2 min de réaction
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et avant une heure, I'absorbance est mesurée a 595 nm par un spectrophotométre de type UV

visible BRADFORD et al. (1976).
I1.3.3.1.4- Dosage de polyphénols

Le dosage de polyphénols est réalis¢ suivant la méthode de Folin Ciocalteu décrit par

SINGLETON et ROSSI (1965).

11.3.3.1.4.1- Principe

La réduction du réactif de Folin Ciocalteu entraine une diminution de ses propriétés
colorimétriques. L'acide gallique est utilis¢ comme standard d'étalonnage (SLAVOV et al,
2017). Le Folin Ciocalteu, formé d’acide phosphotungstique H3PWi204 et d’acide
phosphomolybdique H3PMo012040, oxyde des composés polyphénoliques présents dans
I’échantillon. Les produits de réduction de couleur bleue représentent un maximum d’absorption
dont I’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydés. La
mesure de 1’absorbance est effectuée a 765nm par un spectrophotometre (BOIZOT et

CHARPENTIER, 2006).

11.3.3.1.4.2- Mode opératoire

Dans des tubes a hémolyse en verre, il est ajouté un volume de 200 pl de I’extrait ou
d'étalon, 1ml de réactif Folin-Ciocalteu dilué¢ 10 fois, et 800ul d’une solution de carbonate de
sodium a 7.5%. Les tubes sont agités et conservés pendant 30min. L’absorbance est lue a 765
nm. Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant D’acide gallique a différentes concentrations (SINGLETON, ROSSI., 1965;
BOUGANDOURA, 2012; ALI-RACHEDI et al., 2018; SAFFIDINE, 2018).

I1.3.4.- Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La spectroscopie infrarouge est une méthode d’analyse physique rapide, simple a mettre
en ceuvre et qui nécessite peu d’échantillon. Certains groupements, considérés comme
marqueurs, peuvent révéler la présence de certaines catégories de polysaccharides ou d’autres
molécules associées (composés phénoliques, protéines). Les profils des spectres IR ainsi que les
intensités relatives des bandes d’absorption obtenues lors de 1’analyse des polysaccharides de

méme structure sont similaires. (CHOUANA, 2017)
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I1.3.4.1.- Principe

L’infrarouge est une méthode trés utilisée pour la caractérisation et I’identification des
composés ou de leurs groupements fonctionnels (liaisons chimiques) dans un mélange d’extraits.
L’identification des liaisons se fait a ’aide du nombre d’onde correspondant et la détermination
de groupe caractéristique par un spectre d’un composé inconnu qui sera identifié par

comparaison a des composés connus (PARISA et al., 2019).
11.3.4.2.- Mode opératoire

Les spectres infrarouges a transformée de Fourier de la poudre de polysaccharide issu des
feuilles de Plantago albicans (2 mg) sont obtenus a partir de FT-IR (Nicolet iS5, Thermo Fisher
Scientific) dans la gamme spectrale de 400-4000 cm™'. Le spectre est retenu aprés un lissage et

une correction de la ligne de base a I'aide du logiciel Origin Pro8 (TEDJANI et al., 2023).
I1.3.5.- Activités biologiques des polysaccharides

Il est noté les différents tests évaluatifs des activités antioxydantes.
I1.3.5.1.- Activité antioxydante

Le potentiel antioxydant des polysaccharides est évalué en utilisant plusieurs méthodes.
Trois les dosages sont effectués en triple et la valeur de la moyenne est calculée. L'acide

ascorbique est utilisé comme référence.
I1.3.5.1.1.- Réduction du radical 1,1’-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH)

Le dosage de la réduction des radicaux DPPH est parmi les méthodes les plus
fréquemment utilisées et offre la premicre approche pour 'évaluation de I'activité antioxydante

d’une molécule (SHAHIDI et ZHONG, 2015).
I1.3.5.1.1.1.- Principe

La méthode de piégeage du radical libre DPPH est largement utilisée pour évaluer le
pouvoir antioxydant des extraits végétaux. Les antioxydants réduisent le radical DPPH par un
atome d’hydrogene qui vient se fixer sur le radical (2.2diphényl-1-picrylhydrazyle) ayant une
couleur violette en un composé jaune (2.2diphenyl-1-picrylhydrazine). Dans cette technique,

l'effet antioxydant peut étre facilement évalué en suivant la diminution de 1'absorption de DPPH
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a 517 nm (BRAND-WILLIAMS et al., 1995; TALBI et al., 2015; GUILLOUTY, 2016; MUSA
et al., 2016; KRIMAT et al., 2017).
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Figure 15.- Réduction du radical DPPH en DPPHH (TALBI ef al., 2015; SIRIVIBULKOVIT et
al., 2018)

I1.3.5.1.1.2.- Mode opératoire

Le méme volume de 1ml d'échantillon et de 0.1 mM de solution DPPH sont mélangés et
incubés a température ambiante dans 1'obscurité pendant 30 min. L'absorbance est mesurée a 517
nm. Dans ce test, I'acide ascorbique est utilis¢ comme composé standard (JAFRI et al., 2017). Le

pourcentage d'inhibition est calculé par I'équation suivante (GHERAISSA, 2022) :

Pourcentage d'inhibition = Ao- A1/Aox 100

e Ay : Absorbance de contrdle.

e A;: Absorbance d'un test ou d'un échantillon standard.

La concentration d'extrait / control pour une inhibition de 50% (IC50) est déterminée en

tracant le pourcentage d'inhibition par rapport a la concentration (TUKAPPA et al., 2015).
I1.3.5.1.2.- Puissance de I'activité de la réduction ferrique (FRAP)

La réduction du fer des extraits est déterminée selon la méthode d’OYAIZU (1986). Le
dosage du Ferric reducing antioxydant power (FRAP), est un procédé typique basé sur le
transfert d'électrons qui mesure la réduction du complexe de I'ion ferrique (Fe**) en complexe de
lion ferreux (Fe?*) coloré en bleu intense par des antioxydants dans des milieux acides

(SHAHIDI et ZHONG, 2015).
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11.3.5.1.2.1.- Principe

La méthode FRAP est basée sur la réduction de I’ion ferrique (Fe**) en ion ferreux (Fe?").
Cette méthode évalue le pouvoir réducteur des composés (FERNANDES et al., 2014). La
présence des réducteurs (AH) dans les extraits des plantes provoquent la réduction de complexe
ferricyanide (Fe®") a la forme ferreuse. La réaction est révélée par le virement de la couleur jaune
du fer ferrique (Fe*") a la couleur bleu-vert du fer ferreux (Fe*") dans le milieu réactionnel
(BOUTLELIS, 2014; KADIA et al., 2022). L'absorbance est mesurée a 700 nm (CHAN et al,,
2007).

I1.3.5.1.2.2.- Mode opératoire

Cing cent (500) pl de I’extrait avec différentes concentrations (1, 1.5, 2, 2.5 et 5 mg/l),
1.25 ml de tampon phosphate 0.2 M (pH 6.6) et 1.25 ml de solution de potassium ferricyanure
(1%) sont mélangés et incubé a 50°C au bain-marie pendant 20 min. Le mélange incubé est
laissé a refroidir a température ambiante. Ensuit, 1.25 ml d'acide trichloroacétique TCA (10%)
sont ajoutés. La solution est centrifugée a 3000 rpm pendant 10 min ot un volume de 1,25 ml est
retiré et 1,25 ml d'eau distillé suivie de 0.25 ml de solution de Chlorure ferrique FeCls (0.1%)
sont ajoutés de sorte que le volume final était de 2.75 ml. L'absorbance de la solution résultante
est mesurée aprés 2 min a 700 nm contre un blanc semblablement préparé, en remplagant
I’extrait par de 1’eau distillée qui permet de calibrer I’appareil (UV VIS spectrophotometre). Une
augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits
testés (BOUGANDOURA et BENDIMERAD., 2012; GHERAISSA, 2022). L'EC50 est définie
comme la concentration efficace de l'extrait qui fournit une absorbance de 0.5 a 700 nm

(GHERAISSA, 2022).
I1.3.5.1.3.- Test anti hémolyse

Le test d’hémolyse sert a déterminer la protection des cellules sanguines des érythrocytes
contre l'explosion, aprés exposition au stress oxydatif. Le taux d'hémolyse est obtenu par mesure

de la concentration d'hémoglobine sérique libérée (REMIGANTE et al., 2022).
I1.3.5.1.3.1.- Principe

Le but de ce test est la mesure de la capacité protective des extraits des globules rouges,
apres exposition aux substances oxydantes et aux radicaux libres, en mesurant la proportion des

érythrocytes humains dissous (LIPPI et al., 2006). La lyse de cellule sanguine est induite par des
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générateurs de radicaux libres qui perturbent la membrane plasmique (peroxyde d'hydrogéne

H202, trichlorure de FerFeCls, acide ascorbique (CHOUIKH, 2015).
I1.3.5.1.3.2.- Mode opératoire

L'activité anti-hémolytique de I'extrait est déterminée en appliquant les étapes décrites par
AFSAR et al. (2016), avec quelques ajouts. L'extrait (2 ml) est incubé pendant 5 min a 37°C
avec 40ul de suspension a 10% de globules rouges humains (RBC). Aprés incubation, 40uL de
H202 (30uM), 40uL de FeCls (80mM) et 40uL. d'acide ascorbique (50mM) sont respectivement
ajoutés et le mélange est incubé pendant 1 h a 37°C. Ensuite, le mélange est centrifugé a 700

tr/min, pendant 5 min. L'absorbance est lue a 540 nm (GHERAISSA, 2022).

Le pourcentage d'hémolyse est calculé selon 1'équation suivante (GHERAISSA, 2022) :

%Hémolyse = [Abc controle / Abc échantillon] *100

e Abs controle : Absorbance en absence de 1'extrait.

e Abs échantillon : Absorbance en présence de I'extrait.

EC50 est une valeur qui représente la concentration a laquelle 50 % des globules rouges

sont lysés (GHERAISSA, 2022).
I1.4 Analyses statistique

Les résultats sont présentés par la suite bureautique Excel de Microsoft. L’analyse
statistique des données est réalisée par XLSTAT (Version 2016.02.28451). Les résultats sont
représentés sous forme des moyennes + écart-types (M + SEM). La normalité des données est
déterminée par le test Lilliefors. Ensuite, la signification des résultats est obtenue par le test
paramétrique d'ANOVA suivi par Tukey (HSD). Les niveaux de signification sont considérées
comme significatives (*) si P < 0.05, hautement significative (**) si P < 0.01, et trés hautement

significative (***) si P <0.001.
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Chapitre 111 Résultats et discussions

Le présent chapitre porte sur les résultats obtenus a partir des analyses physico-chimiques
et biochimiques, et des activités biologiques testées de 1’extrait brut de polysaccharides

hydrosolubles issus des feuilles de Plantago albicans L. (PA).

II1.1.- Rendement d'extraction

L'extrait obtenu apres prétraitement, macération, précipitation et lavage par 1'acétone est
séché et pesé¢ pour déterminer le rendement massique. Ce rendement relatif est calculé par

rapport au poids de matiére séche ayant servi a l'extraction (WANG et al., 2018).

I1 apparait que le rendement massique de 1’extrait des polysaccharides hydrosolubles des
feuilles de Plantago albicans L. par rapport a la matiere séche est de 4.318 %. Ce rendement est
proche de celui de BENAOUN et al, (2017) qui a obtenu un rendement d'extraction
polysaccharidique de 4.66 % a partir de graines de Plantago notata et supérieur a celui des
feuilles de plantago lanceolata L. a 0.64 % notés par LAUKOVA et al. (2017), et des feuilles de
plantago major L. a 1.92% signé par LAUKOVA et al. (2020), et des feuilles de plantago notata
a 3.4 % observé par BENAOUN, (2017). Cette valeur est inférieure a celle rapportée par ZHAO
et al. (2014) qui ont obtenu des polysaccharides bruts des graines de Plantago depressa avec un
rendement de 12.46 % et a celle notée par ADDOUN, (2021) qui ont remarqué un rendement
final de 18.6 % a partir de graines séchées de Plantago ciliata. Ainsi, KUMAR et al. (2018)
signalent un rendement de polysaccharides issu des feuilles de Plantago ovata Forssk de 15%,
tandis que PATEL et al. (2019) ont obtenu des rendements en polysaccharides bruts des graines

et des enveloppes de Plantago ovata Forssk respectivement de 47.72 % et 64.55 %.

D'aprés les résultats notés, I’hétérogénéité des rendements d’extraction est due aux
plantes concernées et aux parties analysées en plus au protocole d’extraction utilis¢é comme
l'extraction de l'eau chaude, assistée par ultrasons, assistée par enzyme (SHANG et al., 2019) et
le degré de pureté et le volume d’alcool utilisé dans la précipitation (EBRINGEROVA et al.,
2003).

Le rendement massique d’un polysaccharide dépend de la méthodologie d’extraction et
des différents paramétres physico-chimiques. Par ailleurs, le rapport de l'eau a la matiere
premiere agit sur le rendement massique de polysaccharides hydrosolubles dont si le rapport est
faible, les polysaccharides dans la matiére premicre ne peuvent pas étre extraits completement.
Par contre, si le rapport est élevé, le rendement augmente (WANG et al., 2016a). De plus, il est

signalé que la température d'extraction est également une variable importante qui influence sur le
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rendement d'extraction, en plus de la durée, le rapport liquide/solide et le pH de la solution
(MIAOQ et al., 2011 ; ZEITOUN, 2011 ; HAN et al,, 2016 ; BENDER et al., 2017; JING et al.,
2023). En outre, la nature et I’intensit¢ des interactions macromolécules/solvant et
macromolécules/macromolécules influencent fortement le rendement de I’extraction
(CHOUANA, 2017). AKROUT et al. (2010) ont expliqué que le rendement varie selon le type
d’espéce investiguée. Pour une méme espece, il varie considérablement avec 'emplacement, la

séparation géographique et la saison de récolte.

Tableau 01.- Caractéristiques de 1’extrait polysaccharidique des feuilles de Plantago albicans L.

Caractéristiques Poids(g) | Aspect | Couleur | Rendement (%) | Solubilité
Extrait 0.863 Poudre Blanc 4.318 % Eau distillé
polysaccharidique

A

Photo 02.-Extrait brut des polysaccharides hydrosolubles des feuilles de Plantago albicans L.

I11.2.-Composition biochimique

La détermination de la composition de I'extrait polysaccharidique hydrosoluble issu des

feuilles de Plantago albicans L., est effectuée par des dosages colorimétriques des oses totaux,
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des oses neutres, des protéines et des polyphénols. Les résultats obtenus sont représentés dans la

figure 16.

Composition biochimique
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Figure 16.- Composition biochimique de l'extrait polysaccharidique brut PA

D'apres les résultats obtenus, le polysaccharide hydrosoluble issu des feuilles de Plantago
albicans L. est constitu¢ de 99.46% d'oses totaux, de 32.40% d'oses neutres, et des faibles

teneurs en protéines (10%) et en composés phénoliques (3.16%).

Selon ZHAO et al. (2014), quatre fractions polysaccharidiques PDSP-1, PDSP-2, PDSP-
3 et PDSP-4 issus des graines de Plantago depressa, dont les teneurs en oses totaux des quatre
fractions sont de 90.7%, 89.1 %, 93.1 % et 91.9 % respectivement. Les teneurs en oses totaux de
PSF et PSFE sont indiquées a 20.1% 23.96% respectivement dans deux fractions hydrosolubles
extraites a partir des feuilles P. notata (BENAOUN, 2017). ADDOUN (2021) signale une teneur
en oses totaux de PSPC extrait des graines de P. ciliata, soit 86.5 = 4.32 %. Un taux d’oses
neutres de SPS (73.63 %) est noté par PATEL et al. (2019) pour un extrait de polysaccharides des
graines de psyllium (Plantago ovata Forssk) extrait par la méthode d'extraction a 1'eau chaude.
Ces teneurs sont inférieurs a celle obtenue pour la fraction isolée de Plantago albicans L.
LUKOVA et al. (2020) distinguent des teneurs de 39.14 % =+ 0.22 d’oses neutres pour des
polysaccharides (PWPS) issus des feuilles de Plantago major L. Ces teneurs sont supérieures a

celle obtenue pour la fraction isolée de Plantago albicans L. HU et al. (2013) rapportent des
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teneurs en protéines des polysaccharides graines de Plantago asiatica L. de 1.24 %. Selon
BENAOUN (2017), un taux de protéines de PSF et PSFE sont 0.93% et 2.26 % respectivement
dans deux fractions hydrosolubles extraites a partir des feuilles P. notata. Ces teneurs sont
inferieures que celle marqué pour I’extrait polysaccharidique de Plantago albicans L.
L'¢limination des protéines peut étre difficile, en particulier lorsque des protéines conjuguées

sont présentes (TANG et al.,, 2019).

L'utilisation de techniques de séparation des protéines peut entrainer la dégradation des
polysaccharides et leur faire perdre leur structure d'origine, car la protéine glycoprotéique est lie
de manic¢re covalente au fragment polysaccharides (TEDJANI et al., 2023). Ces contenus faibles
en protéines peut s'expliquer par les méthodes d’analyse utilisées (WANG et ZHU, 2019) aussi
I’influence de température des milieux d'extraction (YOUMBALI 2015; CHAKOU et al., 2018),
dont l'augmentation de la température réduit la teneur en protéines dans I’extrait. La différence
des composants chimiques des polysaccharides hydrosolubles varie suivant diverses conditions
telles que l'environnement climatique (températures élevées, exposition au soleil, sécheresse,

salinité...), la localisation, I’origine géographique, la période de récolte (SAENZ et al., 2004).

Les teneurs en polyphénols de PSF et PSRE sont indiquées a 3.82% 3.46%
respectivement dans deux fractions hydrosolubles extraites a partir des feuilles P. notata et des
racines et de U. noctiflora respectivement BENAOUN, (2017). Ces teneurs sont proches de
celles déterminées pour l'extrait polysaccharidique de Plantago albicans L. 1l est remarqué
I’absence de composés phénoliques dans une fraction polysaccharidique PSPC extrait des
graines de P ciliata (ADDOUN, 2021). Cette variation est dus au prétraitement de
dépigmentation réalisé sur feuilles broyée avant D’extraction. La présence de composés
phénoliques pourrait étre encore réduite par des traitements de dépigmentation beaucoup plus
spécifiques (ZHAO et al, 2014, CHOUANA, 2017). La différence de la composition
biochimique des polysaccharides peut étre liée a la variation des conditions abiotiques dans
I’habitat de chaque espéce étudiée ce qui donne une spécificité en composition des

polysaccharides pour chaque espéce végétale (YIN et al., 2012).
I11.3.- Analyse par infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

L'analyse FT-IR est un outil important pour obtenir des connaissances de premiere main
et une identification préliminaire des biopolymeéres a partir de sources diversifiées (TEDJANI et
al., 2023). La figure 17 représente les spectres FT-IR de polysaccharide de PA dans la gamme de

fréquences entre 400 cm™ et 4000 cm’™.
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Figurel7.-Spectre infrarouge des polysaccharides issus des feuilles de Plantago albicans L. (PA)

A partir du spectre IR des polysaccharides, la transmittance a culminé a 600 cm™ ce qui
met en évidence la présence des vibrations CH de flexion hors plan. De plus, le pic 4 635 cm™ de
forme coude correspond 4 la liaison OH (associé) hors plan, tandis que celui a 1110 cm™ note les
liaisons du cycle v(CO), v(CC) (polysaccharides, cellulose) (MOVASAGHI et al., 2008). De

et 4 1416,98 cm™ sont attribuées aux groupements carboxylate (-

méme, les pics a 1400 cm
COO’) (ADDOUN, 2021) et des acides aminés 6;CHs, aux modes de flexion symétriques des
groupes méthyle dans les protéines squelettiques (MOVASAGHI et al., 2008). La bande située a
1617,54 cm™ correspond plus spécifiquement 4 la vibration d'élongation de la fonction C=O des
groupements COOH (ADDOUN, 2021). Le pic a 3396 cm’ correspond a I'étirement O-H
asymétrique et tandis que celui a 3524 cm’™' est attribué a l'étirement O-H symétrique

(MOVASAGHTI et al., 2008).
I11.4.- Activités biologiques de I'extrait polysaccharidique

Les potentialités biologiques de PA sont évaluées par des tests in vitro, dont la réduction

de DPPH, de FRAP, et 'activité anti-hémolytique.
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I11.4.1.- Réduction du radical 1,1’-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH)

Les especes réactives de 1’oxygene (ERO) et les radicaux libres sont produits en continu
au cours du métabolisme. Ces radicaux libres sont, lorsque les systémes de défense antioxydants
sont insuffisants, a 1’origine d’un état de stress oxydatif conduisant a diverses maladies
dégénératives. En conséquence, I’utilisation de composés antioxydants naturels peut prévenir les
troubles du stress oxydatif (BENAOUN et al., 2017). Les radicaux libres sont des substances qui
ont des ¢€lectrons non appariés dans leur structure et se produisent largement dans la nature. En
raison de leur instabilité, les radicaux libres peuvent causer des problémes de santé nocifs
induisant des dommages aux cellules et altérant 'ADN, les protéines et les membranes
lipidiques, ce qui peut entrainer plusieurs maladies telles que le cancer, 1'athérosclérose et le
vieillissement (HAN et al, 2016). Pour réduire les dommages causés par 1’oxydation, de
nombreuses recherches sont consacrées a I'utilisation d’antioxydants (ZHANG et al., 2019).
Plusieurs travaux ont mis en évidence que les polysaccharides isolés a partir de plantes

présentent également des propriétés antioxydantes importantes (GETACHEW et CHUN, 2017).

Le DPPH ou 1,1’-diphényl-2-picrylhydrazyle est un radical stable qui peut étre utilisé
pour évaluer le pouvoir de réduction des radicaux libres par des antioxydants. En effet, le DPPH
absorbe a 517 nm et cette absorbance diminuera proportionnellement a la présence de substances
oxydantes (HAN et al.,, 2016). Il est mesuré les activités de piégeage des radicaux DPPH de
I’extrait Plantago albicans L. et comparée a l'activité de composé anti-radicalaire vitamine C
comme référence avec un phénomene de changement de couleur de la solution du violet au jaune
clair (MANU et al, 2013). Les antioxydants transférent soit un électron, soit un atome
d’hydrogene vers le radical DPPH en neutralisant son caractere radicalaire (YIN et al., 2010). La
capacité de balayage peut étre exprimé par le taux d'inhibition, plus le taux d'inhibition est éleve,
plus l'activité¢ antioxydante est fort (CHEN et al., 2018). Les résultats obtenus sont représentés

dans la figure 18.
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Figure 18.- Pourcentage d'inhibition des radicaux DPPH par PA et vitamine C

A partir des équations linéaires, on peut calculer les IC50 en pg/ml qui définit la

concentration efficace du substrat qui cause la réduction de 50% du radical DPPH.

IC50

242.63***
250.00 +

200.00 -

150.00 -

100.00 -

Concentration (ng/ml)

50.00 -

P g

PA VC

0.00

Figure 19.- Concentrations inhibitrices a 50% des radicaux DPPH de PA et de vitamine C

*¥*% - (p < 0.001 trés hautement significative)
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Les résultats obtenus (fig.19) révelent que la vitamine C a une activité anti-radicalaire
puissante avec une IC50 de 'ordre de 5.16 pg/ml., tandis celle de 1’extrait polysaccharidique PA
est faible, soit 242.63 pg/ml. Ainsi, la fraction PA posséde une activité antioxydante moins
proche que celle de l'acide ascorbique (la vitamine C) qui est considérée comme un antioxydant
puissant. L'analyse statistique par le test ANOVA pour d'inhibition des radicaux DPPH montre

qu'il y a une différence trés hautement significative (p < 0.001).

BENAOUN et al. (2017) signalent les extraits polysaccharidiques de feuilles (PSF), de
graines (PSPNE) et d’épis (PSP) de P. notata, présentent des concentrations inhibitrices (IC50)
de 100, 410 et 480 pg/ml respectivement. De plus, les activités antioxydantes des
polysaccharides isolés des feuilles de Plantago major L. avec différentes méthodes d'extraction
sont comparées. Les résultats indiquent que les polysaccharides extractibles a 1'eau présentaient
une capacité de piégeage des radicaux plus forte (29.39 % a 40.08 %) que les polysaccharides
totaux extractibles a l'acide (19.44 % a 24.15%) (ZHANG et al., 2019b). Aussi Les
polysaccharides extrait des feuilles de psyllium s'est avéré posséder une activité antioxydante

naturelle (ZHANG et al., 2021).

Il est rapport¢ que de nombreux facteurs influent sur l'activité antioxydante des
polysaccharides, y compris leurs structures, leurs composants en monosaccharides, leurs poids
moléculaires et leurs conformations des chaines. De ce fait, en raison de diverses caractéristiques
structurales, les polysaccharides de divers origines présentent une activité antioxydante
différente (MEHELLOU, 2015; LI et al., 2017; LONG ef al., 2017). Plusieurs études ont signalé
que les polysaccharides, ayant une faible teneur en oses neutre et a une teneur €levée en
protéines, avaient une meilleure activité de piégeage des radicaux hydroxyles (MENG et al.,
2015). De plus, les polysaccharides extraits ou isolés par des méthodes différentes ont des
activités antioxydantes 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;
ZHANG et al.,, 2023). En reégle générale, les propriétés anti radicalaires contre le DPPH des
antioxydants naturels tels que les polysaccharides peuvent étre corrélées a leur capacité de

donner d'hydrogene (DELATTRE et al., 2015; HU et al., 2016a).

I11.4.2.- Puissance de I'activité de la réduction ferrique (FRAP)

Le test de FRAP, appelé également « capacité antioxydante totale », est couramment
utilisé pour I'analyse de I'activité¢ antioxydante totale des extraits de plantes (SU et LI, 2020). La

puissance de réduction est souvent utilisée comme indicateur de don d'électron qui est un
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mécanisme important pour déterminer l'activité antioxydante des composés naturels tels que les
polysaccharides. La présence de réducteurs comme les antioxydants dans I'échantillon testé
réduira le Fe'", donc la capacité de la réduction de l'antioxydant est un indicateur de son activité
antioxydante (Fe*” + H,0, — Fe’ + HO + "OH). La couleur jaune de I'échantillon due a la
concentration de l'extrait est changée en un halo différent de vert et de bleu (ESMAEILZADEH
KENARI et al., 2014; PETRA, 2016; SOLOWIEJ et al., 2023). Le mécanisme de réduction
consiste a décomposer la chaine des radicaux libres et a donner des atomes d'hydrogeéne, ce qui
dépend de l'activité antioxydante du réducteur (JAMUNA et al., 2010). Les résultats obtenus

sont représentés dans la figure 20 et 21.
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Figure 20.- Courbe d’étalonnage de I’activité FRAP de I'extrait PA issu de Plantago albicans L.
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Figure 21.- Courbe d’étalonnage de I’activité FRAP de la vitamine C
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A partir des équations linéaires, il est calculé les EC50 en pg/ml qui sont définis par la

concentration efficace qui cause la réduction de 50% des ions ferriques en ions ferreux.

EC50

4237.00***
4500

4000 -
3500 -
3000 -
2500
2000 -
1500 -
1000 -

500 - 51.91 '

PA VC

Concentration (ng/ml)

Figure 22.- Concentrations effectrices a 50% de I'extrait PA et de vitamine C de l'activit¢ FRAP

**%* - (p < 0.001 tres hautement significative)

D'aprés les résultats obtenus (figure 22), le pouvoir antioxydant de 1’extrait
polysaccharidique hydrosoluble PA pour la réduction de Fe’* en Fe’" est marqué a une
concentration EC50 de 4237.00pg/ml. Cependant, la vitamine C (utilisé comme témoin) noté un
pouvoir réducteur important, soit une concentration EC50 de 51.91ug/ml. De plus, il est indiqué
que la capacité de réduction de fer est proportionnelle a I’augmentation de la concentration de
I’extrait PA et de la vitamine C. L'analyse statistique par le test ANOVA laisse observée une
différence trés hautement significative (p < 0.001), ce qui implique un faible pouvoir réducteur

de l'extrait PA.

LAUKOVA et al. (2017) signalent des polysaccharides hydrosolubles pour Plantago
major L., Plantago lanceolata L. avec une activité antioxydante faible, dont des taux de pouvoir
réducteur ferrique de 103,71 et de 137,83 uM TE/5 mg Ps respectivement. De telles différences
peuvent étre attribuées a aux groupes sulfoniques associés aux polysaccharides, capables de

terminer la réaction de la chaine radicalaire en donnant des atomes d'hydrogene (JIANG et al.,

2022).
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I11.4.3.- Activité anti-hémolytique

Les cellules les plus abondantes dans le corps humain sont les érythrocytes, qui possédent
de nombreuses caractéristiques biologiques et morphologiques. Elles sont largement exploitées
dans le transport de médicaments. La mutilation oxydative des lipides et des protéines
membranaires des érythrocytes peut étre responsable de 1'hémolyse accompagnée de plusieurs
facteurs, a savoir hémoglobinopathies, médicaments oxydatifs, excés de métaux de transition,
radiations diverses et déficiences de la coordination antioxydante érythrocytaire

(EBRAHIMZADEH et al., 2009).

Les érythrocytes constituent un modele cellulaire trés adéquat pour 1’étude du stress
oxydant. En raison de la richesse de leurs membranes en acides gras polyinsaturés et la
concentration cellulaire élevée en oxygeéne et en hémoglobine, ces cellules sont extrémement
susceptibles aux endommagements oxydatifs (ARBOS et al., 2008; CIMEN, 2008). L’exposition
des érythrocytes a une attaque radicalaire conduit donc a la rupture de leurs membranes
plasmiques avec libération du contenu cellulaire mesurable a 540 nm. L'ampleur de 1'hémolyse
semblait étre beaucoup plus écrasante lorsque les globules rouges étaient exposés a une
substance toxique telle que le peroxyde d'hydrogeéne. Cette expérience visait a évaluer si un
¢chantillon empéchait ou non les dommages oxydatifs de la membrane érythrocytaire (AFSAR
et al., 2016). L'activité¢ antioxydante est déterminée par le pourcentage d'hémolyse en présence
de l'extrait PA et de la vitamine C comme référence standard. Les résultats obtenus sont

représentés dans la figure 23.

y =-0.0437x + 57.539
......... R?=0.9892
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N
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Figure 23.- Pourcentage d'hémolyse en présence de l'extrait polysaccharidique PA issu de

Plantago albicans L.
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A partir des équations linéaires, il est calculé les EC50 en pg/ml qui sont définis par la

concentration efficace qui cause la protection de 50 % érythrocytes contre I'hémolyse.

EC50

236.51*
250

200 -

150 111.65

100

Concentration (ng/ml)

50 -

PA VC

Figure 24.- Concentrations effectrices a 50% de I'extrait PA et de la vitamine C contre
I'hémolyse

*: (p < 0.05 Significative)

A travers les résultats indiqués sur la figure 24, l'extrait polysaccharidique PA s'est
présenté efficace pour protéger les érythrocytes de I'hémolyse par les agents oxydants comme
température et radical H>O,. A une concentration de 236.51pg/ml, il était capable de protéger
50% des érythrocytes. Toutefois, la vitamine C (utilisée comme témoin) laisse marquée une
concentration EC50 de 111.65 pg/ml. La vitamine C est I'un des composés approuvés pour la
protection contre les dommages oxydatifs (KOCABAS et al., 2022). L'analyse statistique par le
test ANOVA note qu'il y a une différence significative de l'activité anti-hémolytique de I'extrait

PA et de la vitamine C (p < 0.05).

Il existe trois mécanismes possibles utilisés par les polysaccharides pour protéger les
cellules sanguines, dont en inhibant directement le radical hydroxyle, en réduisant les ions Fe**
en Fe’" (arrét de la production de radicaux hydroxyle) ou le peroxyde d'hydrogéne (H,O,)
provoque la dégradation de 1'héme lorsqu'il est en contact avec I'hémoglobine par la libération
d'ions Fe* (OKOKO et ERE, 2012; GHERAISSA, 2022), ou en diminuant la capacité de
réduction H,O, a OH' (GHERAISSA, 2022).
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Conclusion et perspectives

Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques. Le présent travail est dirigé vers la mise en évidence de propriété
antioxydante de Plantago albicans L. de la famille des Plantaginaceae qui est utilisée en
médecine traditionnelle dans la région d'El Oued pour ses propriétés thérapeutiques. Le présent
travail porte sur 1'étude des activités biologiques des polysaccharides hydrosolubles issus des

feuilles de P. albicans L.

L'extraction des polysaccharides hydrosolubles des feuilles de P. albicans L. laisse notée
une fraction PA a un rendement massique de 4.318%. L'analyse des compositions de la fraction
PA est réalisée par différentes méthodes des dosages colorimétriques. D'aprés les résultats,
I’extrait polysaccharidique contient de 99.46 % d’oses totaux, de 32.40 % d’oses neutres, en plus
des faibles teneurs en protéines (10 %) et de composés phénoliques (3.16 %). L'analyse par
spectroscopie IR a permet de déterminer la présence des fonctions biochimiques caractéristiques

des molécules polysaccharidiques.

Sachant que les antioxydants contribuent de maniérer trés efficace a la prévention des
maladies, ces activités antioxydantes sont évaluées par diverses méthodes. En effet, le test de
piégeage de radical libre DPPH laisse noter une IC50 de 242.63 pg/ml. De plus, le test de la
réduction ferrique (FRAP) indique une EC50 de 4237 pg/ml. De méme, le test d’hémolyse
signale que I’extrait peut protéger les érythrocytes par une EC50 de 236.51 pg/ml. Ainsi, les
effets antioxydants des feuilles de P. albicans L. peuvent étre attribués aux autres types de
polysaccharides issus des méthodes d'extraction différentes. De plus, les effets thérapeutiques
des polysaccharides hydrosolubles de P. albicans L. peuvent étre présentés par des activités

biologiques évaluées par des différents tests, soit in vitro ou in vivo.
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Perspectives

Il est préférable d'optimiser les différentes conditions nécessaires a l'extraction des
polysaccharides, a savoir la température et le temps d'extraction pour augmenter le rendement et

pour préserver l'activité biologique par la protection de la structure native.

Afin de déterminer la composition en oses constitutifs et la caractérisation structurale de
I'extrait polysaccharidique obtenu, IlI faut utiliser des méthodes avancées tel que la
chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) et la chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-SM). De méme, la résonance magnétique
nucléaire (RMN) est recommandée pour établir une relation structure fonction entre I'extrait

polysaccharidique et les activités signalées.

D’autres études approfondies sont prévues pour comprendre les activités observées des
polysaccharides obtenus. Malgré les recherches avancées sur les polysaccharides, les études
restent encore trés peu en comparant leurs grands nombres. Il sera donc intéressant d’identifier et
de caractériser de nouvelles activités biologiques des polysaccharides surtout ceux d’origines des
plantes, afin d’augmenter I’utilisation des remedes naturelles dans les domaines médicaux et

alimentaires.
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Annexe 01- Description botanique de P. albicans L.

Tableau 01.- Description botanique de Plantago albicans L. (COSTE, 2011).

Longueur 10-40 cm

Feuilles Lancéolées souvent ondulées, atténuées en pétiole, a 3 nervures

Epi Soyeux-blanchétre, long, gréle, lache et interrompu a la base

Sépales Egaux, ovales, trés largement scarieux

Corolle Fauve, glabre, a lobes ovales mucronés

Capsule Ovale, a 2 graines oblongues, canaliculées a la face interne

Couleur de la fleur Jaune

Floraison Avril-juillet.

Annexe 02- Matériel d'expérimentation

Les photos du matériel utilisé au cours de I’expérimentation sont présentées.

Photo 01.- Etuve Photo 02.- Centrifugeuse Photo 03.- Bain marie

Photo 04.- Agitateur Photo 05.- Balance de Photo 06.-
magnétique précision Spectrophotomeétre

Photo 07.- Spectroscopie infrarouge a Transformée de Fourier
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Annexe 03- Préparation des solutions

Les différentes solutions utilisées, les concentrations et la méthode de préparation de

chacune, sont illustrés dans le tableau 5.

Tableau 5. — Méthodes de préparation des différentes solutions utilisées

Manipulation Solution Concentration Méthode de préparation
Extrait Dissoudre 10 mg de I’extrait
polysaccharidique dans 10 ml
19/l

d'eau distillée

Dosages des oses Glucose 0.19/l Dissoudre 1 mg du glucose dans
10 ml d'eau distillée.

Phénol 5% Dissoudre 500 mg de phénol
dans 10 ml d’eau distillée

Resorcinol 6 mg/mi Dissoudre 150 mg de résorcinol
dans 250 ml d’eau distillée

Dosages BSA 19/l Dissoudre 10 mg du BSA dans
desproteins 10 ml d'eau distillée
NaOH 0.5% Dissoudre 500 mg de NaOH
dans 100 ml d’eau distillée.
BSA 0.19/l Dissoudre 1 mg du BSA dans 10
ml d'eau distillée
Bleu de Mettre 25 ml d’éthanol 95%
Coomassie avec 50 mg du bleu de

Coomassie. Agiter pendant 2h,

mélanger avec 50 ml d'acide

/
phosphorique de 85%.
Diluer avec I'eau distillée
jusqu*a 500 ml
Dosages des A gallique 19/ Dissoudre 10 mg d’A gallique
polyphones dans 10 ml

d'eau distillée
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Na,COs
Activité DPPH
antioxidant
FeCls;
TCA
Potassium

ferricyanure

Fecls

Acide ascorbique

20%

4%

0.1%

10%

1%

80Mm

50mM

Dissoudre 2 g du Na,CO3 dans
10 ml d'eau distillée

Préparation fraiche : Dissoudre
4 g du DPPH dans 100 ml du
méthanol

Dissoudre 100 mg du FeCl; dans
100 ml d'eau distillée

Dissoudre 10 g du TCA dans
100 ml d'eau distillée

Dissoudre 1 g du K3Fe dans 100
ml d'eau distillée

Dissoudre 0.06488 g du Fecl;
dans 5 ml d'eau distillée

Dissoudre 0.04403 g du d’acide
ascorbique dans 5 ml d'eau
distillée
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Annexe 04- Etapes d'extraction des polysaccharides

Les étapes de I'extraction hydrosolubles des polysaccharides sont présentées ci-dessous:

Photo 08.- Quelques photos de la préparation de I'extrait des polysaccharides bruts
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Annexe 05- Préparation des étalons
Les différentes gammes étalons sont illustrées dans les tableaux 2, 3, 4.

Tableau 02. — Gamme d'étalonnage de glucose

Concentration (mg/l) 10 20 50 80 100 Blanc
Glc SM 0.1 g/l (ml) 0.1 02 05 0.8 1 0
Eau Distillée (ml) 0.9 08 05 0.2 0 1

Tableau 03. — Gamme d'étalonnage d’acide gallique

Concentration (mg/l) 100 200 250 300 350 Blanc
A gallique SM 1 g/l (ml) 0.1 0.2 0.25 0.30 0.35 0
Eau Distillée (ml) 0.9 0.8 0.75 0.70 0.65 1

Tableau 04. -Gamme d'étalonnage de SAB (BRADFORD, 1976)

Concentration (mg/l) 10 20 50 80 100 Blanc
BSA SM 0.1 g/l (ml) 0.1 0.2 0.5 0.8 1 0
Eau Distillée (ml) 0.9 0.8 0.5 0.2 0 1

Annexe 06- Courbes d'étalonnage

Le dosage des oses est réalisé par deux méthodes a partir de différentes concentrations de
glucose (Glc) (0.01-0.1 g/l), les oses totaux sont dosés par la méthode de DUBOIS (1956) et la
méthode de MONSIGNY (1988) a permis de doser les oses neutres.
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Figure 01.- Courbe d’étalonnage pour les oses totaux (DUBOIS, 1956)
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Figure 02.- Courbe d’étalonnage des oses neutres (MONSIGNY, 1988)

Le dosage des protéines est effectué par méthode de BRADFORD (1976). De sérum
albumine bovine (SAB) (0.01 - 0.1 g/l de SAB.
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Figure 03.- Courbe d’étalonnage pour les protéines (BRADFORD, 1976)

Le dosage des polyphénols est effectué par la méthode SINGLETON et ROSSI (1965) a
partir de gamme d’étalons (25 — 200 ug/ml) d’acide gallique.
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Figure 04.- Courbe d’étalonnage pour les polyphénols
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Annexe 07- Activités in vitro

Des photos représentants les résultats de l'activité antioxydante des polysaccharides

hydrosolubles Plantago albicans L. sont indiquées ci-dessous:
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|

Photo 09.- Réduction du radical libre DPPH

Photo 10.- Réduction ferrique (FRAP)

el L W ]

Photo 11.- Activité anti-hémolytique
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