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Résumés

Résumés

La présente étude visant a déterminer [l'activité anti-inflammatoire in vitro des
polysaccharides hydrosolubles extraits des graines de Trigonella foenum-graecum L, par
macération a chaud. Le rendement massique de polysaccharides hydrosolubles a été estimé a
11.09% nous avons également déterminé les composants des extraits polysaccharidiques, qui sont

constitués de 96,83 % d'oses totaux, 61,80 % d’oses neutres et 1,56 % de protéines.

L’évaluation de l'activité anti-inflammatoire in vitro des polysaccharides hydrosolubles de
Trigonella foenum-graecum L a été réalisée par le test de stabilisation de la membrane
érythrocytaire humaine (HRBC), le pourcentage de dissolution des globules rouges et de protection
de I'extrait a été estimé a 74,46 % et 64,33 %, respectivement, cet extrait possede un effet anti-
inflammatoire proche a celui de diclofénac (témoin) avec un pourcentage de 72,61 %, et le test
d'inhibition de la dénaturation des protéines (ovalbumine), les pourcentages d'inhibition était de
61,11 % et 66,66 % et cet effet est faible par rapport a ’effet de diclofénac dont un pourcentage de
91,66 %, le test d'inhibition de la dénaturation des protéines(BSA) a été estimé a 97,68 % et
93,06 % respectivement a des concentration 2.7 et 2.97 mg/ml et il a une activité élevée par

rapport au diclofénac 90,12 %.

Mots clés : polysaccharides, Trigonellafoenum-graecum L, Activité Anti-

Inflammatoire.
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Introduction

Introduction

Les médicamentes utilisé pour le traitement actuel de différentes maladies mais presentent le
plus souvent des effets indésirables donc les chercheurs réfléchissez a remplacé ces derniers par des
molécules naturel thérapeutiques et moins d’effets indésirables comme les polysaccharides. Les
médicaments a base de plantes ont suscité un intérét considérable en tant que remédes alternatifs
contre le cancer en raison de leur faible toxicité et de leur faible colt (Boual et al., 2015).Les
polysaccharides sont connus et exploités depuis de nombreuses années du fait de leur abondance, de

leur caractére renouvelable, de leur non-toxicité, et de leur biodégradabilité (Chouana , 2017).

Le fenugrec Trigonella foenum-graecum L est une plante herbacée annuelle appartenant a la
famille des fabacées. Il se trouve partout dans le monde, mais il est d’origine méditerranéen. Cette
plante est connue par ses propriétés médicinales, thérapeutiques et nutritionnelles tres importantes
vu P'utilisations traditionnelles et les activités pharmacologiques des composés phytochimiques
présents dans les extraits des graines de cette plante (huiles essentielles, saponines et flavonoides...)
(Rahmani, 2017) .

Face a ce constat la présente étude est orientée vers la recherche des effets biologiques de
certains polysaccharides hydrosolubles issus de cette plante & caractére médicinal et leurs effets
officinaux. Il s’agit de Trigonella foenum-graecum L. L’étude porte sur 1’étude des activités anti-

inflammatoires.

Le document est structuré en deux parties. Le premier partie porte sur la synthése
bibliographique, rappelant chapitrel généralités sur la plante Trigonella foenum- graecum L et
chapitre 2 sur les polysaccharides, le troisieme chapitre est porte sur les activités biologiques des
polysaccharides extraits des plantes. Dans la seconde partie, le premier chapitre sur la méthodologie
de travail est développé. Le deuxiéme chapitre porte les différents résultats obtenus suivie par des

discussions. Une conclusion et des perspectives achévent ce travail.
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Trigonella foenum -graecum
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|.Ethnobotanique du Trigonella foenum -graecum L

I.1.Etymologie de Trigonella foenum-graecum L

Le fenugrec, scientifiquement connu sous le nom de Trigo-nella foenum-graecum,
appartient au genre botanique Trigo-nella qui vient du latin « trigonum » signifiant trigone/triangle,
se référant probablement a la forme triangulaire des fleurs. Le nom latin de 1’espéce foenum-
graecum signifie« foin grec », en référence au parfum intense de la plante séchée du fenugrec
(Parthasarathy et al.,2008).

1.2.Répartition géographique

Le fenugrec était connu et utilisé a différentes fins dans les temps anciens, notamment dans
la région méditerranéenne, la Chine, I’Inde et 1’Indonésie. Cependant, 1’origine exacte de cette
plante est difficile a déterminer (Petropoulos et al.,2002). Certains auteurs ont suggéré qu’elle est
originaire de la région méditerranéenne, d’autres ont proposé une origine asiatique (Mehrafarin et
al.,2011). Elle est largement distribuée a travers le monde, notamment dans les pays de 1’ Afrique du
Nord (Tunisie, Algérie, Maroc et en Egypte), et également en Asie du sud-ouest, en Inde, au
Pakistan, en Chine et au Japon. Sa culture s’étend plus récemment a 1’Europe centrale, au Portugal,

en Espagne, au Royaume-Uni et aux Etats-Unis (Petropoulos et al.,2002).

1.3.Description botanique du Trigonella foenum —graecum L

Le fenugrec est une plante herbacée, annuelle, poilue ou glabre selon les variétés, La famille
des Fabaceae est la deuxiéme grande famille des plantes fleurissantes avec 650 genres et 18000
espéces ((Wichtl.,2003 ;Singh et al., 2008).Son pied peut atteindre une hauteur entre 30 a 60 cm. Sa
culture ne nécessite qu’une terre calcique et un peu d’humidité. 1l posséde une racine principale
bien développée et une tige dressée rameuse, cylindrique, légérement pubescente, de couleur
souvent rose (Wichtl.,2003). Les feuilles sont alternes, longuement pétiolées munies de 2 stipules,
composées a 3 folioles ovales et denticulées. La fleur du fenugrec est sessile, dite papilionacée,
assez grande, de couleur jaune pale a violet clair, se compose d’un calice a cinq sépales non
divisées, d’une corolle a cinq pétales libres de forme triangulaire (d’ou le nom de trigonelle) et de
dix étamines et un ovaire pluriovulé. Le fruit, qui renferme de 10 a 20 graines, est une gousse
linéaire, glabre avec de fines nervures longitudinales, se terminant par un bec (Ait Youssef.,2006)
(figure 1).
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Figure 01 : Feuilles et fruit de Trigonella foenum-graecum L (Oueslati et al.,2015)
I.4.Partie utilisée

Les graines sont de consistance tres dure, rhomboidales, de couleur jaune brunétre,

marquées par un sillon les partageant en deux parties inégales (Ait youssef .,2006) (figure2).

Figure 02 : Graines de Trigonella foenum-graecum L (Oueslati ., 2015).
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1.5. Classification botanique
- Régne : Plantae
- Sous-regne : Tracheobionta
- Embranchement : Magnoliophyta
- Sous-embranchement : Magnoliophytina
- Classe : Magnoliopsida
- Sous-classe : Rosidea
- Ordre: Fabales
- Famille : Fabaceae
- Genre : Trigonella L

- Espese : Trigonella foenum-graecum L (Rahmani et al.2015).

1.6. Composition biochimique

La graine de fenugrec est riche en protéine (20 a 30%), les acides aminés tels que la
4-hydroxyisoleucine (0,1 a 0,3% du poids de la drogue séche), les glucides (20 a 45%) , les lipides
(7 a 10%)., les sapogénines (0,1-2,2%), la trigonelline (méthylbétaine, 0,37%), du phosphore, du
calcium, du B-caroténe et une huile essentielle (environ 0,015%) mais aussi a des constituants
volatils (sesquiterpénes, lactones, etc.) (Ghédira et Oueslati., 2015).

La composition chimique de la graine dans le Tableau 1.

Tableau 01: La composition chimique de graine de fenugrec (Ghedira et al., 2010).

Classe de constituants chimiques Constituants chimiques

Protéine (28-30%) Nucléoprotéines

Fibres: cellulose, hémicellulose, mucilages,
Glucides (20-45%) galactomannane, phytine, inositol
hexaphosphat de Ca et de Mg
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Sapogénines et saponosides stéroidiques Foenugracine, trigofoenoside A et autres
(4,5%) hétérosides de la diosgénine ; nombreuses
sapogénines stéroidiques

Coumarine Scopolétine
Flavonoides Vitexine , vicénines , dérivés de l'orientine
Acides aminés 4-hydroxyisoleucine

Amide de I'acide nicotinique, trigonelline
Autres (méthylbétaine, 0,37%), gamma schizandrine,
phosphore, calcium, fer

Lipides, huile grasse (dans I'embryon: 6-10%) Acide linolénique et linolénique, lécithine

1.7. utilisation thérapeutiques traditionnelle de Trigonella foenum-graecum L

Le Fenugrec compte parmi les plus anciennes plantes médicinales et culinaires. Ses graines,
grace a leurs composés chimiques, se révelent étre d’une grande valeur alimentaire et présentent de
multiples vertus phytothérapeutiques (Harchane et al., 2012). Il est utilisé pour:

v' Stimuler I’appétit, soulager les troubles digestifs et respiratoires, et redonner de 1’énergie
aux convalescents et aux personnes déprimées. Il est également utilisé pour favoriser la
production du lait maternel.

v" Lutter contre la chute des cheveux.

<\

Traiter les ulceres de jambe, la goutte, les douleurs musculaires et I’eczéma.
v" Prévenir I’apparition de certains types de cancers, en particulier du colon, du sein, et de la
vésicule biliaire.

v Arréter la constipation.

<\

Eliminer les infections et les inflammations des voies respiratoires.

v Soigner les blessures cutanées et les douleurs rhumatismales (Yadav et al, 2014).
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1.8. Activités biologiques connues de Trigonella foenum-graecum L

Plusieurs études sur Trigonella foenum-graecum L rapportent que les extraits de cette plante
présentent des propriétés antioxydants. La supplémentation de la poudre de graines de fenugrec
dans l'alimentation conduit a une réduction des biomarqueurs de dommages oxydatifs chez les rats

diabétiques alloxanes (Ravikumar et al.,1999). En outre, les polyphénols des graines de fenugrec

ont empéché I'hémolyse oxydative et la peroxydation lipidique induite par H202 in vitro dans les
érythrocytes humains (Kaviarasan et al., 2007). Les extraites méthanolique et aqueux des graines de
fenugrec ont montré une activité antibactérienne contre des bactéries Gram positifs et négatifs
notamment vis-a-vis de Escherichia coli, S. marcescens, Bacillus cereus et P. aeruginosa (Oueslati
et al., 2015). Trigonella foenum-graecum L est riche en nombreux composés anti-inflammatoire tels
que les acides phénoliques, les flavonoides, les alcaloides et les saponines. 1l a été demontré que ces
composants réduisent le stress oxydatif et I'inflammation en réduisant les espéces réactives de
I'oxygéne (ROS) (Ahmadani et al., 2001).

De nombreuses études ont démontré que le fenugrec posséde d'autres activités comme : anti-
diabétique, gastroprotecteur, hépatoprotecteur, hypocholestérolémiant et hypoglycémiant (Oueslati
etal., 2015).
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I1. Polysaccharides

Les polysaccharides sont appelés les polyosides ou les glucanes sont de langues chaines
polymeres de monosaccharides liées entre eux par des liaisons glycosidiques de configuration a ou
B, et sans taille moléculaire définit. Ces chaines peuvent étre linéaires comme cellulose ou ramifiées
substitués (galactomannanes), ou ramifiés (gomme arabique). Ils sont composés de plus de
monosaccharides pouvant compter plusicurs milliers d’unités et avoir des poids moléculaires
considérables (Robyt.,1998). Les structures des polysaccharides sont majoritairement constituées
d'hexoses et/ou de pentoses liés les uns aux autres par des liaisons O-glycosidiques. Il est distingué
les homopolysaccharides constitués d’un seul type d’oses et les hétéropolysaccharides constitués de

plusieurs types d'oses (Shi., 2016).

Les polysaccharides sont retrouvés dans les algues, les plantes ou synthétisés par des
microorganismes qui produisent respectivement l'alginate, I'amidon et la gomme xanthane. Les B-
glucanes sont une famille de polysaccharides retrouvées dans plusieurs sources différentes (plante,
champignon, levure, etc.) qui sont largement étudiées. Ces derniers possédent la méme
caractéristique structurale soit d'étre majoritairement composés de 3-D-glucose mais le type de
liaison glycosidique et leurs poids moléculaires se different. Ces polymeéres possedent plusieurs
activités intéressantes (Rioux.,2010). parmi les quelles I’activité antioxydante [ activité

anticoagulante, I’activité antifongique , et I’activité antivirale (Youmbai.,2015).
11.1.Classification des polysaccharides

11.1.1. Selon la composition chimique en monomeéres

Selon leur composition chimique et en se basant sur les chaines de sucres répétitives dont ils
sont composés ces polymeres: La classification chimique permet de distinguer deux grands types de
polysaccharides : les homopolysaccharides et les hétéro-polysaccharides. Tandis que les
homopolysaccharides sont constitués d'un seul type de monomere d’ose, les hétéropolysaccharides

peuvent contenir plusieurs types d’oses (figure 03).
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Figure 03 : schémas montrant la déférence entre la structure des homopolysaccharides et les

hétéropolysaccharides (Larouci., 2017)
11.1.1.1.Homopolysaccharides

La synthese extracellulaire d'homopolysaccharides est réalisée par un enzyme sécrétée
spécifique, et la synthése peut se produire soit en dehors du cellule ou a l'intérieur de la paroi
cellulaire (Donot et al., 2012). Elles peuvent étre classées en fonction de la nature de leur unité
monosaccharides (Chouana., 2017) (tableau 02).

Tableau 02: Réles biologiques des quelques homopolyosides (Guilloton et al .,2013)

Hétéro- Unite osidique et Nombre
polysaccharide Enchainment d’unités Role biologique
Composant de la matrice
Acide - GlcA B -(1—4)- >10000 extracellulaire du tissu
hyaloronique B-GIcNAc- conjonctif ; constituent du
cartilage.
Chondritine B (1—4) GalNAc- <1000 Constituent de la matrice
sulfate +sulfaté extracellulaire.
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Pectine (1—4)-a-GalU partiellement <1000 Groupe hétérogene de
éstérifié (methyl);presente de polysaccharides des
pentose et d’hexoses. parois des cellules
vegeétale.
Héparine a(1—4)-GIcN . L Ido Variable Anticoagulant

11.1.1.2.Hétéropolysaccharides

Les hétéropolysaccharides sont une classe de polysaccharides formés de deux ou plusieurs
types de monosaccharide (répétition d'une unité disaccharidique). les principaux hétéro-
polysaccharides sont le chitosane, l'alginate, les glycosaminoglycanes (GAG), et dextran. Chacun
d'eux est composé de milliers de molécules. Dans la nature, les hétéro-polysaccharides fournissent

un support extracellulaire pour tous les organismes (Stefano et al ., 2019) (tableau 03).

Tableau 03 : Roles biologiques des quelques hétéropolyosides (Guilloton et al .,2013)

Hétéro- Unite osidique et Nombre Role biologique
polysaccharide enchainment d’unités

Composant de la matrice

Acide hyaloronique - GIcA B -(1—4)-B- >10000 extracellulaire du tissu
GIcNAc- conjonctif ; constituent du
cartilage.
(1-4)-a-GalU Groupe hétérogene de
Pectine partiellement éstérifié <1000 polysaccharides des parois
(methyl); presente de des cellules végétale.

pentose et d’hexoses

Héparine a (1—4)-GIcN . L Ido Variable Anticoagulant
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11.1.2. Selon leurs origines

Les polysaccharides naturels proviennent principalement des végétaux, mais il existe aussi

des sources animales, algales et bactériennes (tableau 04).

Tableau 04 : Origine des principaux polysaccharides (Sandrine ., 2004)

Origine des polysaccharides polysaccharides

Végetal Amidon
Cellulose
pectines
Gomme
Algale Alginates
Agars
Carraghénanes
Fucanes
Animal Héparine

Chondroitine

Microbien Dextranes

Xanthanes

11.1.2.1. Polysaccharides animaux
11.1.2.1.1 L'héparine

Les héparines sont des glycosaminoglycanes, de masse moléculaire variant de 5000 a 30000
daltons, d’origine biologique (particuliérement abondantes dans le foie, d’ou son nom héparine ).On
retrouve physiologiquement des molécules d’héparine dans les granules des mastocytes, ainsi qu’a
la surface de la cellule endothéliale, de tailles trés différentes. A partir d’un produit d’extraction
constituant 1’héparine non fractionnée (HNF), on obtient, par différents procédés de
dépolymérisation, des fractions de plus faible masse moléculaire appelées héparines de bas poids
moléculaire (HBPM), les héparines font partie des anticoagulants, c’est une famille de médicaments
antiprotéasiques agissant par voie indirecte en catalysant 1’activit¢ d’un inhibiteur naturel, cette
classe d’osides est constituée de polymeres dont le protomere est constitué d'un acide uronique avec

une osamine (D- glycosamine) liés par une liaison osidique (Benchekroun.,2010) (figure 04).

10
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Figure 04: molécule d’héparine (Benchekroun.,2010)
11.1.2.1.2.Le glycogene

Le glycogene est I'analogue de 1'amidon dans les plantes, appelé parfois I’amidon animal,
ayant une structure similaire a I'amylopectine mais plus ramifié et compact que I'amidon. Le
glycogene est constitué de nombreuses unités de D-glucose 1ié en a (1—4) et est branché en a
(1—6) tous les 8 ou 12 résidus et une ramification tous les 20 a 30 résidus chez 1’amylopectine. Le
glycogene du foie contient ainsi 30000 unités de glucose. Son poids moléculaire varie de 1 a 5x106
g/mol selon son origine. Le glycogene est un polymere hydrosoluble homogéne avec des branches
réparties relativement uniformément (Chouana., 2017) dont les structures sont illustrées sur
(la figure 05).

O [ I PR OH

Figure 05:Structure chimique du glycogéne (Chouana., 2017)
11.1.2.2.Polysaccharides d’origine alguales

Une variété importante de polysaccharides tels que les ulvanes, les alginates, et la grande
famille des galactanes sulfatés incluant I'agar, l'agarose et les carraghénane peut étre obtenue a
partir de macroalgues marines (Laurienzo., 2010). Les trois grandes classes d’algues auxquelles
appartiennent les espéces actuellement utilisées ont chacune leurs polysaccharides caractéristiques :
acide alginique et fucanes des phaeophyceae ,galactanes sulfatés-Carraghénanes et agar agar-des
Rhodophyceae, polysaccharides complexes, souvent sulfatés, des Chlorophyceae (Tinamri et al,

2014). Les polysaccharides algaux forment une vaste famille au sein de laquelle on distingue :

11
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Les carraghénanes sont des galactanes, polyméres du D- galactose fortement sulfatés,
polyélectrolytes anioniques de masse moléculaire comprise entre 105 et 106. Tous les
carraghénanes ont une structure linéaire de type (AB) n a liaisons alternées (1 —3)- (1—4) ou A et
B sont des résidus galactopyranosyle. Les carraghénanes entrent également dans la formulation des
produits d'hygiene et de cosmétique : pates dentifrices, shampooings, crémes, gels, laits, lotions,
etc. Comme gélifiants, stabilisants, inhibiteurs de cristallisation de glaces,... etc., dans les produits
laitiers et dans des produits aqueux . Les carraghénanes sont normalement classés en fonction de
leurs caractéristiques structurelles. Il existe au moins 15 structures différentes de carraghénanes .
Les carraghénanes les plus pertinents industriellement sont les formes «, 1 et A. les carraghénanes,
sont au centre de nombreuses recherches pour leurs activités biologiques. Les carraghénanes, sont
capables de réduire l'absorption du cholestérolde de présenter des propriétés anticoagulantes,

antioxydantes, antitumorales, anti-inflammatoires,et antivirales (Chouana., 2017 ; Jiao et al., 2011).

Agar-agar (gélose) ,C’est un polysaccharide extrait d’algues rouge (chondres), il se compose
d’unités de D’et L- galactose associées en (1—3). Ce polysaccharide est un galactane complexe
c’est un mélange de deux fraction 1’agarose et 1’agaropectine .L’agar-agar est inscrit dans la
catégorie des agents autorises et utilisé par I’industrie agroalimentaire (Djabali et al.,2016)(figure
06).

(1) [... 3) (D-galactose) B(1-4) (L-galactose) a(l....]a
*CH,OH ‘CH,OH
H O O S (& ]
a4 1 af H 1O
o7, 2" 3 2
OH OH
(2)[... 3) (D-galactose) B(1-4) (D-galactose) a(l....]|a

Figure 06: Motif osidique de base des agarcolloides (1) et des carragenanes (2)

(Garon-Lardiere., 2004)
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Fucanes Ce sont des constituants de la paroi cellulaire de certaines algues brunes. I
semblerait que ces polysaccharides sulfatés ne soient pas présents chez toutes les Phaeophyceae, on
les trouve chez les Fucales et les Laminariales (Faller., 2011). Les fucanes, ou fucoidanes,
constituent une famille hétérogeéne de polymeéres a base d’unités de L-fucose liées en o- (1,2) et
sulfatés en C4 . Leur composition varie des molécules riches en fucose vers des molécules les plus
pauvres en cet ose. Ces dernieres comportent de grandes proportions de galactose, de xylose ou
encore d’acide uronique (Oudiai et al., 2019). Leur teneur peut varier de 3 & 30 % du poids sec de
I’algue (Faller., 2011).

L'acide alginique est um polymére linéaire constitué de deux unités monosaccharidiques:
I'acide B-D-mannuronique et son épimére en Cs l'acide a-L- guluronique, liés entre eux par des
liaisons glycosidiques de type (1,4). La molécule d'acide alginique comporte des fractions riches en
acides mannuroniques (appelées blocs M), des zones uniquement formées par des acides
guluroniques (blocs G), et une fraction ou les deux unités d'acides uroniques sont liées
alternativement entre elles (blocs MG ou GM). Chaque bloc pouvant contenir 20 a 30 unités. La
structure primaire de l'acide alginique dépend donc a la fois du rapport M/G, mais aussi des
proportions relatives des trois types de blocs dans la chaine. Ce rapport M/G varie généralement de
0,25 a 2,25 selon l'espéce, I'age des tissus et leur nature, ainsi que la saison et le lieu de récolte
(Garon-Lardiere.,2004).

Les propriétés biologiques des alginates sont également fortement dépendantes de leur
teneur en différents types de blocs. A titre d’ exemple il semble que les propriétés
immunostimulantes de ces polyuronides soient dépendantes de la teneur en blocs M. Les alginates
font I’ objet de nombreuses applications industrielles principalement comme texturant (agents
gélifiant et épaississant). Dans |’ industrie textile, la papeterie ou la céramique, ils sont utilisés

pour les traitements de surface. Le caractére gélifiant de I’ alginate est aussi utilisé pour I’

immobilisation d” enzymes ou de cellules (Chouana., 2017) (figure 07).

=
o HO_O HO
o P
» o
HO o o
-

Figure 07: Structure des alginates (Coviello et al., 2007)
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11.1.2.3.Polysaccharides bactériens et fongiques

Les microorganismes et les macromyceétes constituent une source importante de
polysaccharides dans le milieu naturel (Singh et al., 2015). Les bactéries produisent plusieurs types
de polysaccharides classés selon leur localisation cellulaire. Les principales familles identifiées
sont les lipopolysaccharides notés LPS, les polysaccharides capsulaires notés CPS et enfin les
exopolysaccharides ou EPS. Les EPS ne sont pas liés aux enveloppes bactériennes de fagon
covalente et présentent une grande variété de structures (souvent espece dépendante) ayant des
caractéristiques physiques et chimiques uniques. Ces macromolécules de trés haute masse molaire
sont généralement hydrosolubles et leur excrétion dépend des conditions de culture telles que le
rapport C/N ou I’environnement physico-chimique. La grande famille des glucanes bactériens
comprend une multitude de polysaccharides différents (Chouana., 2017), Les dextranes sont des
polysaccharides formés par des résidus glucose liés en o (1—6)-D-glucanes variablement ramifiés
par des chaines latérales composées elles aussi de courtes chaines de a-(1—6)-D-glucanes liés a la
chaine principale par des liaisons a-(1—2), a-(1—3) ou a-(1—4). lls sont synthétisés par des
bactéries du type Leuconostoc et Streptococcus et sont utilisés en microchirurgie comme
anticoagulant. Les dextranes sont disponibles commercialement dans une large gamme de poids
moléculaires allant de 10 000 a 150 000 Daltons. En présence d’eau, les dextranes forment des
mucilages visqueux ou des gels qui apres réticulation chimique sont utilisés pour la séparation des

macromolécules (gels Sephadex) (Yves., 2008 ; Chouana., 2017) (Figure 08).
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Figure 08: Chaine de dextrane avec trois points de départ de chaines latérales
(Chouana., 2017)
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La gomme xanthane est un Exopolysaccharide hydrosoluble naturellement synthétisé par
Xanthomonas campestris (Pseudomonaceae - Gram -). Cette gomme est un hétéropolysaccharide
ayant une structure primaire constituée d’unités pentasaccharidiques répétées. Cette unité est
constituée d’une chaine principale de f-(1—4)-D-glucane (cellulose like) ramifiée tous les 2 résidus
de glucose par une chaine latérale trisaccharidiques. Cette derniére contient un résidu D-mannose
lié¢ en a-(1—3), d’un acide D-glucuronique lié en B-(1—2) et d’'un D-mannose terminal 1ié en -
(1—4). Pres de la moitié des résidus D-mannose terminaux contiennent un résidu d'acide pyruvique
lie en O-4 et O-6 (Chouana., 2017).

La chitine est, aprés la cellulose, le polysaccharide le plus répandu dans la nature. Dans le
regne animal, elle existe sous forme de complexe avec les protéines et les minéraux. Dans le régne
végétal, la chitine se trouve dans la paroi de la plupart des champignons et de certaines algues
chlorophycées (Djelad.,2010) .C’est le principal composant des parois cellulaires des champignons
ainsi que I’enveloppe externe relativement dure. La chitine est un polymére non ramifi¢ de N-

acétyle glucosamine liée par des liaisons osidique de type p (1—4) (Karp.,2005).
11.1.2.4. Les polysaccharides végétaux

La paroi végetale est une matrice extracellulaire qui délimite chaque cellule vegétale. C’est
un ensemble hétérogéne de polysaccharides (cellulose, pectines et hémicelluloses) et de
glycoprotéines ayant des structures et des compositions osidiques différentes (Angone
etal.,2010).Les polysaccharides végétaux ont des activités biologiques diverses, a savoir des
activités antitumorales , antioxydantes , antivirales, anticoagulantes , anti-compléments , anti-
inflammatoires antiulcéreuses , et hypoglycémiantes (Boual et al., 2015).Ces polysaccharides
pariétaux peuvent étre neutres ou acides, linéaires ou ramifiés par des chaines oligosaccharidiques,

ou encore substitués par des groupes méthyles ou acétyles (Angone et al., 2010).
11.1.2.4.1. Les polysaccharides de structure

La cellulose est le polysaccharide le plus abondant dans la nature. Il est principalement
végétal méme si certaines bactéries telles que Gluconacetobacter xylinus sont capables de le
produire comme exopolysaccharide C’est un polymeére non ramifié constitu¢ de résidus de D-
glucose unis exclusivement par des liaisons B-(1—4) . L’unité élémentaire de la cellulose est le
cellobiose constitué de deux molécules de D-glucopyranose unies par une liaison B-(1—4) (B-D
glucopyranosyl- (1—4)-a-D-glucopyranose) .Les résidus D-glucopyranoses (en conformation

chaise de type 4C1) des chaines de cellulose établissent de nombreuses liaisons hydrogéne intra- et
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interchaines ce qui permet aux chaines de s’organiser en microfibrilles insolubles dans la plupart
des solvants (Chouana, 2017). La cellulose est la molécule organique la plus abondamment
synthétisée sur la planéte hors de la photosynthese elle joue un réle essentiel dans la structure des

plantes et c’est la constituant majeur des fibres vegétale (Marouf et al; 2009) (Figure 09).

OH

Cellobose

Figure 09: Structure de la cellulose (Chouana., 2017)

Les pectines sont une classe de polysaccharides hétérogénes trouvés dans les parois
cellulaires de la plante. La pectine commerciale est extraite de citrus, de pomme, ou d'autres plantes
supérieures. Les pectines représentent un groupe de polysaccharides contenant de l'acide
galacturonique (GalA) tres présent dans les parois cellulaires de nombreuses plantes et plusieurs
taxons d'algues, monomeéres liés entre eux par des liaisons a-(1-4) et partiellement acétylés ou
estérifiés par des groupements méthyles (Chouana., 2017). La structure de la pectine varie
considérablement en raison de ses sources et méthodes d'extraction variées, mais elle peuvent étre
classés en trois types selon des caractéristigues communes : I'homogalacturonan |,

rhamnogalacturonan-1 et galacturonanes substitués. (Zhang et al.,2015).
11.1.2.4.2.Polysaccharides de réserve

Les plantes stockent des polysaccharides comme réserve. Les plus importantes de ces

réserves sont les amidons, les fructanes, les mannanes et les galactomannanes.
11.1.2.4.2.1.Amidon

L’amidon est la principale réserve glucidique des végétaux et I’aliment glucidique le plus
important pour ’homme. Il peut présenter jusqu'a 30 ou 60 % du poids sec d’un tissu végétal. 11 est
abondant dans les graines et les tubercules mais aussi largement répandu dans certaines cellules
vegetales. L’hydrolyse enzymatique de I’amidon par une amylase conduit a la formation du maltose

I’amidon est donc un polymere d’- glucose en liaisons 1 — 4. L’étude des propriétés de I’amidon
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ont permis de mettre en évidence deux constituants : I’amylose et I’amylopectine. (Berrada .,2009)
L'amylose est un polymeére linéaire constitué d’unités glucose liées par des liaisons glycosidiques de
type a-(1—4). L'amylopectine est un polymere hautement ramifié constitué de chaines relativement
courtes de a-D-(1—4) glucanes qui sont interconnectées par des liaisons glycosidiques de type a-

(1—-6). dont les structures sont illustrées sur la (figure 10) (Chouana, 2017).

Amylose

Figure 10 : Structures de I’amylose et de I’amylopectine (Chouana., 2017)
11.1.2.4.2.2.mannanes

Les mannanes, sont des polysaccharides qui sont a la fois décrits comme des hémicelluloses
et des polysaccharides de stockage dans les paroi cellulaire des graines des plantes. Ils sont
constitués essentiellement par la condensation de mannose par des liaisons  (1-4). 1ls sont divisés
en plusieurs groupes incluant des galactomannanes , des glucomannanes et des

galactoglucomannanes. (Chouana, 2017 ; Buckeridge., 2010).
11.1.2.4.2.2.1.Glucomannane (GM)

Le glucomannane est un type de fibre soluble dans I'eau . C’est polysaccharides composés
d'une chaine linéaire de B (1 - 4) D-mannose et d'unités de D-glucose dans un rapport de 1,6:1 avec
une petite quantité de ramification (8%) a travers B-liaisons (1- 6)-glucosyle. Il est dérivé des
racines tubéreuses de la plante konjac (Amorphophallus konjac). Le GM est non digestible dans
I'intestin gréle humain. Il a un poids moléculaire élevé (200-2000 kDa), et une viscosité élevée en
solution aqueuse. Il est beaucoup utilisé dans 1’industrie agro-alimentaire comme additif pour ses
propriétés émulsifiantes et epaississantes, et est également consommee sous forme de compléments

alimentaires (Katsuraya et al., 2003).
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11.1.2.4.2.2.2.Galactomannanes (GaM)

Les galactomannanes ont la structure d'une chaine polysaccharidique neutre, constituée d'un
squelette linéaire composé d'unités de D-mannoses B (1-4), et de branchements latéraux courts
formés d'unités de D-galactose o (1-6) .Les GaM sont les principaux polysaccharides de
I’endosperme de légumineuses. Ils sont considérés comme source d’énergie participant dans le

processus de la germination (' Youmbai .,2015)

Les GaM sont des polysaccharides de masse moléculaire élevée issus d’ endospermes de
graines de certaines Leguminosae (appartenant a la famille des Fabaceae) ou ils servent de réserve
de carbone et d'énergie lors de la germination. De par leurs nombreuses propriétés physico-
chimiques ils sont abondamment utilisés pour diverses applications (Chouana., 2017). Les GaM
extraits du fenugreek (Trigonellafoenum-graecum L), présentent des activités immunostimulantes
(Youmbai .,2015) (figure 11).

Galactose

Mannose

Mannose
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Figure 11:Structure moléculaire des galactomannanes (Chouana., 2017)

1.2.1.3. Exsudats et mucilages

Les gommes sont des produits végétaux glucidiques s’écoulant soit naturellement, soit a la
suite d’une blessure de 1’écorce. Les gommes ont la propriét¢ de gonfler au contact de I’eau et de

former des masses gélatineuses ou des solutions colloidales visqueuses (Marouf et al; 2009).

Les mucilages sont des complexes polysaccharidiques formes a partir de sucre et des unités
d'acide uronique. lls forment des masses visqueuses dans I'eau qui sont typiquement de composition
hétérogéne. Les mucilages sont obtenu principalement a partir de graines ou d'autres parties de
plantes. Certains sont obtenu a partir d'algues marines et de micro-organismes sélectionnés (Hassan
etal., 2015).
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I11. Les activités biologiques des polysaccharides

La diversité structurale des polysaccharides, quelle que soit leur origine (animale, végétal ou
microbienne), confere a ces macromolécules de nombreuses activités biologiques. Grace a leurs
propriétés interactives et régulatrices, les polysaccharides participent au contrdle de 1’activité
cellulaire (prolifération, différenciation, adhésion et migration) mais également a I’activité de

nombreuses enzymes (Chouana., 2017).
I11.1.Activité antimicrobienne

L'essor de la chimie a permis I'apparition de nouvelles substances antimicrobiennes. Ces
derniéres sont définies comme étant des substances utilisées pour détruire les micro- organismes ou

empécher leur croissance, y compris les antibiotiques (Ouis., 2015).

Un agent antimicrobien ou désinfectant est défini par son pouvoir de tuer des populations
microbiennes. On attend d'un agent désinfectant généralement une action a large spectre et plus
rarement une action ciblée sur un germe en particulier (désinfection sélective). Pour une action
bactéricide globale sur les bactéries on doit s'assurer de l'activité bactéricide de I'agent
antimicrobien aussi bien sur les espéces a Gram positif que négatif, sans exclure le groupe CNM
(Corynebacterium, Nocardia, Mycobacterium). Ces trois groupes de bactéries se distinguent par la
composition et la structure de leur paroi cellulaire dont dépend la perméabilité aux agents
antimicrobiens (Pibiri., 2006).

L’activité antibactérienne de D’extrait aqueux de la gomme arabique est probablement
effective grace aux différents agents chimiques présents dans cet exsudat polysaccharidique y
compris la saponine, les huiles essentielles, le tanin, les flavonoides, les polyphénols et les
alcaloides et la teneur élevée en terpenes (Benyagoub et al .,2016).Dans une étude récente, I'AMP
PMAP-36PW et PMAP-36PK se sont avérés avoir une extension spectre antibactérien, et dans
I'évaluation de I'efficacité in vivo avec des souris infectées par Salmonella choleraesuis C78-1 et
Listeria monocytogenes CICC 21533, ces analogues peptidiques ont présenté effet thérapeutique
impressionnant en réduisant les copies de génes bactériens et diminution des dommages
inflammatoires dans le foie et les poumons de la souris, entrainant en réduction de la mortalité
(Mbarga et al., 2022).

Les galactanes sulfatés possédaient une activité inhibitrice ainsi qu'une activité bactéricide
contre toutes les souches a Gram+ testées (Enterococcus faecalis ATCC 29212 et Staphylococcus

epidermidis CIP 444).le carraghénane était seulement capable d'inhiber la croissance de S.
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epidermidis avec une concentration inhibitrice minimale (CMI) de 0,325 mg / mL . En outre, la
spectroscopie infrarouge (IR) a révélé que le carraghénane isolé était de type Lambda. Corallina
pourrait donc étre considérée comme une source potentielle de molécules bioactives pouvant étre
utiles au développement de nouveaux agents pharmaceutiques (Sebaaly et al., 2014).

Les polysaccharides sulfatés extrait d’algue verte Chlamydomonas reinhadtii ont un
potentiel antibactérien treés important. Les concentrations élevés de ces polysaccharides montrent
une bonne activité inhibitrice sur la formation des colonies bactériennes notamment des souches :
Bacillus subtilis, Streptococcus, Neisseria muqueuse et Escherichia coli (Vishwakarma et Vavilala.,
2019).

L’¢tude de la composition des polysaccharides hydrosolubles de la gomme-résine de
Ferula communis (GFC) a révélé la prédominance des ON (72,7 %). Le polysaccharide est un AG
acide a potentiel antihyperglycémiant fort (IC50 = 9 mg/ml), ayant des effets antibactériens moyens
(CMI pour Pseudomonas aeruginosa et Salmonella enterica de 0,5 mg/ml, CMI pour Escherichia
coli et Klebsiella pneumoniae de 2,5 et 1 mg/ml, respectivement) (Youmbai et al., 2021).

111.2.Activité anti-oxydante

Les espéces réactives de I’oxygeéne (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 (Fakhfakhet al., 2017). Le DPPH ou 2,2-diphenyl-1-picryl(hydrazyl)est un radical stable
qui peut étre utilisé pour évaluer le pouvoir de réductions 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, excepté en présence d’antioxydants qui le maintiennent dans un

état réduit (Hanet al., 2016).

Les Polysaccharide extrait de (Abelmoschus esculentus (L.) Moench) Les résultats montrent
que ROP2 est composeé de glucose, de mannose, de galactose, d'arabinose, de xylose, de fructose et
de rhamnose avec des pourcentages molaires de 28.8, 12.5, 13.1, 15.9, 9.2, 13.7, et 6,8 c%,
respectivement. Activité de piégeage des radicaux hydroxyles : Les radicaux hydroxyles sont
considérés comme les plus nocifs de toutes les especes réactives de l'oxygene, car ils peuvent

endommager les biomolécules humaines telles que les protéines, les lipides, les glucides et I'ADN.

L'élimination des radicaux hydroxyles est donc censée aider a protéger le corps contre les
blessures liées a I'oxydation. L'activité de piégeage des radicaux hydroxyles de la ROP-2 dépendait

de la concentration. A 5 mg/mL, l'activité de piégeage était de 19,38 % avec une Cls de 11,99
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mg/mL, par rapport a l'activité de I'acide ascorbique (100 %), ces résultats suggerent que le ROP-2
n'a qu'une faible capacité de piégeage des radicaux hydroxyles. Activité de piégeage des radicaux
superoxydes. L'anion superoxyde est un radical libre faible, généré par le transport d'électrons
mitochondrial systéme. Cependant, il est important de noter qu'il peut créer d'autres radicaux libres
puissants qui augmentent le risque de divers types de maladies l'activité de piégeage des radicaux
superoxyde de ROP-2 dépendait également de la concentration. A 5 mg / mL, le taux de balayage
était de 61,18% avec une Clsode 3,12 mg / mL. Comparé au taux de balayage de I'acide ascorbique
(100 %),la capacité de piégeage des radicaux superoxydes du ROP-2 est relativement faible Activité
de piégeage des radicaux DPPH bien que la DPPH soit un radical libre relativement stable, les
antioxydants peuvent étre utilisés pour réduire les niveaux en fournir des électrons ou des atomes
d'hydrogene (Wang et al.,2018 ).

Une étude de ( Mengome et al.,2014) montre que parmi les fractions polysaccharidiques
sont extraites des plantes endémiques du Gabon évalués dans cette étude, certains d'entre eux
présentent des taux de réduction élevés capacité et activités de piégeage des radicaux libres mais
pas de métal activité chélatante. Des études antérieures rapportent que les polysaccharides
d'origines diverses présentent des activités antioxydantes. Cependant, les motifs glycaniques ou
polysaccharide lié a un ester les substituants impliqués dans les activités observées n'étaient pas
étudié dans les détails. Les données rapportées dans cette étude fortement suggérent que des motifs
specifiques sont impliqués dans I'antioxydant activité. En conséquence, d'autres fractionnements de
la cellule les fractions de paroi et les dosages sur des fractions homogeénes doivent étre réalisées
pour mieux définir ces motifs puis détecter et quantifier leur occurrence dans les plantes .En outre,
les résultats obtenus a partir de cette étude peuvent étre utilisés étant donné que ces plantes sont des
sources facilement accessibles de antioxydants naturels et comme complément alimentaire possible
ou dans l'industrie pharmaceutique.

111.3.L"activité immunomodulatrice

Plusieurs polysaccharides d'origines fongiques sont capables de stimuler simultanémentles
différentes composantes du systeme immunitaire, ce qui leur confere différentes propriétés
thérapeutiques, notamment des propriétés anti tumorales et anti-inflammatoires. Pour cette raison,
ils sont appelés immunomodulateurs, immunostimulateurs ou modificateurs de la réponse
biologique. Puisque les polysaccharides, y compris les 3 glucanes, ne peuvent pénétrer dans les
cellules en raison de leur grande taille moléculaire, lls exercent leur action en se liant a des
récepteurs spécifiques a la surface des cellules Immunes telles que les macrophages, les
neutrophiles, les cellules cytotoxiques naturelles (NK) et les lymphocytes T. Parmi ces récepteurs,
le CR3, un des plus importants récepteurs membranaires chez les phagocytes impliques dans la
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reconnaissance des pathogénes, a été identifi¢é comme un des récepteurs des B -glucanes. L'affinité
différentielle montrée par les récepteurs vis-a-vis les différents B-glucanes varie en fonction du
poids moléculaire, de la conformation acquise en solution, ainsi que du degré de ramification de ces
molécules. Cette affinité différentielle affecte de maniere significative leur activité

immunomodulatrice (Sanchez., 2006).

Avec les progres récents dans la compréhension de la maniére dont les cellules
communiquent avec leurs autres fonctions de vecteur, il est devenu possible de concevoir des
stratégies pour manipuler ces voies de signalisation afin d'influer sur les réponses de I'hote. Le fait
que certains composés ameliorent ou suppriment les réponses immunitaires peut dépendre d'un
certain nombre de facteurs, notamment la dose, la voie dadministration et le moment
d'administration du composé en question. Le type d'activité de ces composes peut également
dépendre de leur mécanisme d'action ou du site de l'activité. La stratégie de base de
I'immunomodulation consiste a identifier les aspects de la réponse de I'h6te qui peuvent étre
améliorés ou supprimés de maniére a augmenter ou compléter une réponse immunitaire souhaitée.
Cette approche, qui devrait permettre a I’hote de mieux se défendre contre les microorganismes
envahisseurs au cours de I’infection(Tzianabos.,2000).Activités immunostimulantes des
polysaccharides de la paroi végeétale des plantes en Afrique Les polysaccharides pectiques sont
parmi les constituants principaux de la paroi cellulaire des plantes et sont I'une des classes les plus
complexes des polysaccharides. Beaucoup de polysaccharides pectiques de plantes, de bactéries, de
lichens et de champignons exercent des effets sur le systtme immunitaire humain. Certains de ces
polysaccharides pectiques sont acides ou neutres. Plusieurs articles récents ont décrit la
caractérisation et I’immunomodulation des polysaccharides pectiques isolés dans diverses plantes
utilisées en médecine traditionnelle, avec des effets variant du systéme de complément aux activités
prolifératives des cellules B. Ci-dessous, nous traitons les activités immunologiques des pectines
acides et des pectines neutres (Angone et al., 2010).La complexité structurelle de I'arabinoxylane de
polysaccharide peut étre responsable de I'activité immunomodulatrice dans les jeunes feuilles d'orge
Jles cultivars de haute altitude (1200~3500 m) ont montré une activité plus élevée d'arabinoxylane
(39,8-68,6%), d'anthocyanine (11,0-60,9%), de B-glucane (7,5-30,8%) et de chélation des métaux
(16,6-43,2%) 97-126 m) . B-1,3-1,4-Le glucane est un composant accumulateur majeur dans la
paroi cellulaire de la BG . Le glucuronoarabinoxylane et le polysaccharide de
rhamnogalacturonane-I ramifiés avec la chaine latérale d'arabinogalactane Il avec immunostimulant
peuvent étre importants pour I'expression étant donné l'association avec l'activité stimulante des

macrophages dans la feuille d'orge ( Zeng et., al 2018).
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I11.4.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.Le traitement
actuel de l'inflammation fait appel aux anti-inflammatoires stéroidiens (glucocorticoides) et non
stéroidiens comme l'aspirine. Ces molécules bien qu'étant efficaces présentent le plus souvent des
effets indésirables qui peuvent géner leur utilisation au long cours (Ndiaye et al., 2006).qui sont
exprimés sur les tissus-résidents des macrophages et induisent la production de cytokines
inflammatoires (par exemple, TNF, IL-1, IL-6) et des chimiokines (par exemple, CCL2 et CXCL8),
ainsi que des prostaglandines. Ces médiateurs inflammatoires alors agir sur les tissus cibles, y
compris locaux vaisseaux sanguins, pour induire une vasodilatation, extravasation de neutrophiles
et fuite de plasma dans les tissus infectés. Des neutrophiles recrutés dans la circulation, des
macrophages résidents des tissus, et les mastocytes cherchent et détruisent les envahisseurs
pathogenes. Ce processus est facilité par des composants plasmatiques, y compris les anticorps et le
complément. En outre, IL-1, Le TNF et I'lL-6 peuvent avoir des effets systémiques lorsqu'il est
sécrété en quantités suffisantes. Ils induisent les cellules hépatiques (hépatocytes) a produire des
protéines en phase aigué telles que Protéine C-réactive et facteurs de coagulation, et ils activent
I'endothélium cérébral pour produire des prostaglandines, y compris le prostaglandine pro-
inflammatoire majeure, PGE2. PGE2 produit localement, a son tour, induit des populations
spécifiques de neurones dans le systeme nerveux central pour favoriser un comportement dit de

maladie: fiévre, anorexie, fatigue, somnolence et troubles sociaux retrait (Medzhitov., 2010).

Une étude visait a évaluer les propriétés anti-inflammatoires de l'acide 2-[3-Acétyl-5-(4-
chlorophényl)-2-méthyl-pyrrol-1-yl]-4-méthylsulfanyl-butyrique (composé 3e). Composé 3e ( 2-[3-
acetyl-5 -(4-chlorophényl- 2- ( méthyl-pyrrol-1-yl] - 4-méthylsulfanyl-butyrique acide) montre une
activité anti-inflammatoire significative, inhibant les phases vasculaires et cellulaires de
inflammation aprés administration multiple (14 jours) chez le rat. L'effet anti-inflammatoire est
similaire a celui induit par le diclofénac, ce qui suggere pertinence du composé en tant que nouveau
potentiel médicament anti-inflammatoire (Zlatanova et al.,2018).le polysaccharide hydrosoluble
purifié (ALP-1) d'Arctiumlappa a été utilisé pour intervenir macrophage RAW264.7 induit par les
lipopolysaccharides et souris inflammatoires systémiques. Nos résultats ont montré que ALP-1
pourrait accueillir efficacement les niveaux de cytokines inflammatoires dans les macrophages et le
sérum des souris, y compris une augmentation de la cytokine anti-inflammatoire (interleukine-10) et

des cytokines pro-inflammatoires régulées a la baisse (interleukine-1p, interleukine-6 et facteur de
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nécrose tumorale-a). De plus, selon nos données de 16 s séquencgage a haut débit, par rapport au
groupe modele LPS, de la composition du microbiote intestinal chez la souris a été amélioré dans le
groupe de traitement ALP-1. Il y avait des niveaux plus élevés de plusieurs probiotiques dans les
selles d'ALP-1 groupe de traitement, tel que Lactobacillius,Alistipes,Odoribacter
et Phascolarctobacterium Simultanément,des bactéries symbiotiques comme Bacteroides ont été
inhibées par ALP-1. En outre, ALP-1 pourrait considérablement améliorer la production d'acides
gras a chaine courte (AGCC) dans l'intestin (Zhang et al.,2019).

Un effet anti-inflammatoire est observé in vivo chez les rats Wistar méles nourris avec les
polysaccharides d’Astragalus constitu¢ d’une chaine de type glucane et de masse moléculaire de
3,6.104 Da vis-a-vis de la glomérulonéphrite induite par sérum albumine bovine cationique
(CBSA). Le C-BSA augmente les niveaux de toutes les cytokines et réduit les concentrations de IL-
2, IL-6 et de TNF-a dans le plasma. Pendant ce temps, I'APS a diminué de fagon significative la
protéinurie et les changements morphologiques induits par la C-BSA, ce qui indique que I'APS
pourrait étre utilise comme agent thérapeutique pour la glomérulonéphrite. L’APS a également
montré des effets thérapeutiques sur l'arthrite induite par adjuvant (AA) chez les rats Wistar
males.IL a ainsi trouvé que le traitement avec I’APS peut réduire 1'accumulation cellulaire, le
gonflement des articulations et les concentrations sériques de TNF-1 et IL-1 de maniére dépendante
chez les rats atteints d’arthrite induite par adjuvant (AA) (Chouana, 2017).

Deux récentes études ont montré que d’autres polysaccharides sulfatés, plus précisément des
polygalactofucanes sulfatés issus de 1’algue brune Sargassum wightii et des polygalactanes sulfatés
issus de deux algues rouges Kappaphycus alvarezii et Gracilaria opuntia, présentaient également
une activité anti-inflammatoire. Cette activité a été démontrée via le potentiel inhibiteur de la 5-
lipoxygénase avec une Cl 90 de 1,02 mg/ml pour les polygalactofucanes sulfatés de S. wightii et
des CI50 de 0,34 mg/ml et 0,24 mg/ml pour les polygalactanes sulfatés de K.alvarezii et G. opuntia
respectivement (Mathilde .,2021).

la fraction polysaccharidique extraite de Morinda citrifolia Linn montre une efficacité anti
inflammatoire, ils servent a réduit la migration de leucocytes au site d'inflammation et inhibé la
production des cytokines pro-inflammatoire(Sousa et al., 2018).

I11.5.Activité antiviral

Les maladies infectieuses virales mettent gravement en danger la santé humaine. Dans la
recherche de médicaments antiviraux efficaces, les chercheurs ont trouvé que les polysaccharides
ont une bonne activité antivirale. En tant que composant antiviral efficace et peu toxique, les
polysaccharides ont de larges perspectives d'utilisation médicinale et méritent d'étre étudiées plus
avant (YU et al ., 2018).
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L'adhésion des organismes pathogenes aux tissus hotes et a condition préalable a I'initiation
de l'infection. Habituellement, les lectines présentes & la surface virale se lient aux glucides
complémentaires sur la surface des cellules hétes. Aprés I'adhésion, le virus peut obtenir accés au
cytoplasme par endocytose médiée par les récepteurs ou entrée médiee par les récepteurs

indépendante de I'endocytose. Le génome viral est libéré et traduit en protéine polymérase virale.

L'ARN viral et la protéine structurale sont répliqués, transcrits ou synthétisés dans le
cytoplasme, puis traduit dans le ribosome héte. L'ARN viral et les protéines sont assemblés pour

former un virion mature, puis libiré des cellules hotes pour une infection ultérieure (Lu et., al 2021).

Dans I'étude de (Guo et al.,2021) il existe une gamme restreinte de médicaments antiviraux
avec certains effets secondaires toxiques, mais avec I'émergence de nouvelles souches de virus
mutants et résistants, la disponibilité de médicaments antiviraux hautement efficaces et peu toxiques
est de plus en plus importante. Recherche sur les médicaments antiviraux pour les virus résistants
est imminente. Le polysaccharide EMPs présente les caractéristiques d'un effet multi composant,
multivoies, multi cibles, et a des avantages uniques en antiviral, pas facile de générer une résistance
aux médicaments. L'avantage unique des polysaccharides EMPs contre les virus est leur capacité a
agir directement sur les virus, inhiber leur prolifération et, plus important encore, moduler la
réponse immunitaire de I'hote, atténuer les dommages inflammatoires et exploiter pleinement les
effets antiviraux grace a de multiples voies et cibles, recherchant ainsi des polysaccharides EMPs
naturels est un moyen important de développer de nouveaux médicaments antiviraux tres efficaces
et peu toxiques, in vivo En tant que médicament antiviral potentiel, son effet antiviral reste doit étre
validé par la pratique clinique. Les espéces de polysaccharides EMPs sont nombreuses, et leur
absorption et leur distribution dans le corps étaient tres variés.

La nouvelle pneumonie a coronavirus, nommée COVID-19 par I'Organisation mondiale de
la santé, est devenue une pandémie. Il est hautement pathogene et se reproduit rapidement. Il
n'existe actuellement aucun médicament spécifique pour prévenir la reproduction et la propagation
de la COVID-19. Certaines médecines traditionnelles chinoises, en particulier la Décoction
Nettoyante et Détoxifiante des poumons (Qing Fei Pai Du Tang), ont montré des effets
thérapeutiques sur les patients COVID-19 légers et ordinaires. Les polysaccharides sont des
ingrédients importants dans cette décoction. Cette revue résume les activités pharmacologiques
potentielles des polysaccharides isolés par extraction a I'eau chaude d'une décoction nettoyante et
détoxifiante des poumons, ce qui est conforme a sa methode de production, afin de fournir la base

théorique des recherches en cours sur son application (cao et al.,2021).

25



Partie experimentale



Chapitre 01

Matériels et méthodes



Matériels et méthodes

Matériels et méthodes

Dans le present chapitre, il est traité le principe adopté, les matériaux utilisés, la méthode

d’étude de I’extrait brut de polysaccharides hydrosolubles et leurs activités anti-inflammatoires.
I .Matériels
I.1.Principe adopté

Le présent travail est une contribution a I'étude de l'activité anti-inflammatoire des
polysaccharides issus d'une plante a caractere médicinal; Trigonella foenum-graecum L de la
famille des Fabacées. L'étude porte sur l'extraction des polysaccharides hydrosoluble et la
détermination de leurs compositions en oses totaux, en oses neutres, et en protéines et 1’étude

I’activité anti-inflammatoire par différents tests in vitro.
I.2.Matériel d’étude

Le matériel d'étude regroupe les appareillages de laboratoire, les solvants et les produits

chimiques en plus du matériel biologique (Annexes 0let 02).
1.2.1.Matériel biologique

Dans cette partie, il est présenté par I'espece végétale choisie (Trigonella foenum-graecum

L), du sang humain et de blanc d’ceuf.
1.2.1.1. Choix de I'espece végétale

Trigonella foenum-graecum L est une plante médicinale et aromatique trés ancienne
(Rahmani., 2017). L’organe végétal choisi pour la réalisation des expérimentations de cette étude
est les grains car c'est le lieu de stockage des réserves comme les polysaccharides (Boual et al.,
2015).Ce type a été choisi pour I'étude en raison de son utilisation fréquente en médicine
traditionnelle depuis I’antiquité (soulager l'inflammation par exemple) et d'autre part peu d'études

sur les activités anti-inflammatoires in vitro de cette plante.
1.3. Méthode d'étude

Dans cette partie, il est développe les étapes d'extraction, les dosages colorimetriques et les

tests biologiques effectués.
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1.3.1. Extraction des polysaccharides

Quinze (15g) grammes de poudre sont prétraités quatre fois par 2 volumes d'éther de pétrole
pendant 5 heures a la température ambiante avec une agitation constante et douce (Wang et al.,
2013). Les résidus sont séchés aprés filtration a I'abri de la lumiére et a température ambiante. Les
graines ainsi séchées sont macérées dans I'eau distillée (Chidouh et al., 2014) pendant 1lheures a
80°C et sous agitation constante. L'extraction est répétée deux fois. Apres une centrifugation a
3500rpm pendant 10 min (Chen et al., 2010), les deux surnageant sont réunis . Aprés une filtration
sur papier filtre, le filtrat récupéré est précipité par addition de trois volumes d'éthanol a 95% a 4 °C
pendant 24h (Wang et al., 2017). Les culots obtenus, aprés une centrifugation a 3500rpm pendant
10 min (Zhang et al., 2010), sont lavés avec l'acétone trois fois (Li et al.,, 2018). Les
polysaccharides obtenus sont séchés a température ambiante (Bahramzadeh et al., 2018), il

représente 1’extrait brut de polysaccharides hydrosolubles.
1.3.1.1.Calcule du rendement

Le rendement polysaccharidique a été calculé selon la formule suivante : (Jing et al., 2017)

Poids de I'extrait brut des polysaccharides hydrosolubles
() x100

%R =

Poids de la poudre sec de la plante (g)
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Figure 12: schéma général de différentes étapes de I'extraction des polysaccharides
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1.3.2 Composition de I'extrait polysaccharidiques

L'étude de la composition de I'extrait des polysaccharides hydrosolubles consiste a
déterminer les teneurs en oses totaux, en 0ses neutres, et en protéines par des dosages

colorimétriques.

Préparation de solution mere: la solution mere préparé a une concentration de 0.1%, cette
solution est diluée 1/10 pour obtenir une solution de 0.01% soit la concentration testées dans les

difféerents dosages.
1.3.2.1.Dosages des oses totaux

La teneur des oses totaux dans I'extrait polysaccharidique brut Trigonella foenum-graecum
L est déterminée selon la méthode phénol-acide sulfurique décrit selon (Dubois et al., 1956).En
présence de I’acide sulfurique concentre. Les oses sont déshydratés en composes de la famille de
dérivés furfuraliques. Ces produits se condensent avec le phénol pour donner des complexes jaune-
orange. La teneur en oses totaux est déterminée par spectrométrie a une longueur d'ordre de 490 nm
par référence a une gamme étalon de glucose est réalisée avec des concentrations comprises entre
0.1et1 g/l (Boual etal., 2013 ; Du et al. 2016 ; Akram et al., 2017)(Annexel).

1.3.2.1.1.Principe

Les oses et leurs dérives méthyles réagissent avec phénol et acide sulfurique concentré pour
donner un produit de coloration jaune-orangée stable pendant plusieurs heures, le maximum

d'absorption se situe a 492nm pour les hexoses et a 480 nm pour les pentoses (Dubois et al., 1956).
Préparation Réactifs
Préparation de la solution de réactif de phénol 5%

La solution de réactif de phénol 5% est préparée par I'ajout de 100ml d'eau distillée a 5g de
phénol. La solution mere d'étalon est préparée par l'ajout de 0.1g de glucose dans 100 ml d'eau
distillée.
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1.3.2.1.2. Mode opératoire

Dans des tubes en verres placer un mélange de 200ul d'échantillon et 200ul de phénol 5%.
Aprés homogénéisation, 1 ml d'acide sulfurique H2SO4 (96%), est rapidement introduit dans le
milieu réactionnel. Les tubes sont ensuite incubes 100°C pendant 5 min, puis ils sont laisses 30 min
a température ambiante et abri de la lumiere. L'absorbance est mesurée a 492 nm (Brudieux et al.,
2005; Genestie et al., 2006).

1.3.2.2.Dosage des oses neutres

Pour la détermination de concentrations des oses neutres dans les extraits bruts, il est fait

appel aux méthodes de (Monsigny et al., 1988) (Annexe 03).
1.3.2.2.1.Principe

En milieu acide et a chaud, les oses neutres produisent des dérivés du furfural (dérivés aldéhydiques
du furane) qui se condensent avec le résorcinol pour donner un complexe de couleur brun jaune
(Dupois et al., 1956).

e Preparation des réactifs

e Préparation de la solution du résorcinol 0,6 %

La solution est préparée avec 0,3g du résorcinol dans 50ml d'eau distillée selon la méthode

de (Monsigny et al., 1988) modifiée.

1.3.2.2.2.Mode opératoire

Deux cent (200ul) microlitres de solution a doser sont mis dans des tubes en verre; 200ul de
solution résorcinol sont ajoutés, puis 1 ml d H2SO4 a 96% .est rapidement introduit dans le milieu
réactionnel. Aprés agitation les tubes sont incubés a 1’étuve a90°C, pendant 30 mn jusqu'a
I’apparition d’une couleur jaune brun. Apres refroidissement dans un bain de glace pendant 30 mn

et a I’abri de la lumiére, 1’absorbance est mesurée a 480 nm. (Monsigny et al., 1988).
1.3.2.3.Dosages des protéines

La concentration en proteines dans le extrait des polysaccharides hydrosolubles est
déterminee par la méthode de (Bradford et al., 1976).
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1.3.2.3.1.Principe

En milieu acide, le réactif de Coomassie se lie aux protéines provoquant la formation
d'un complexe de coloration bleue qui absorbe entre 465 et 595 nm. Sérum d'albumine bovine
(SBA) est utilisé comme référence (Le roux, 2012).

1.3.2.3.2.Mode opératoire

Dans des tubes en verre, il est additionné un volume 400ul de solution & doser, puis 2ml de
réactif de coomassie. Le mélange est homogénéisé pendant 30 secondes. L’absorbance est mesurée

a 595 nm aprés 2mn. La coloration est stable pendant une heure (Bradford, 1976).
1.4.Activités anti-inflammatoires des extraits bruts polysaccharidiques in vitro

Pour mettre en évidence de I’activité anti-inflammatoire de 1’extrait polysaccharidique, nous
avons réalisés le test in vitro de la méthode déstabilisation membranaire des globules rouges et

I'inhibition de la dénaturation des protéines.
1.4.1.Préparation de tampon Phosphate Buffer Saline (PBS)

La solution contient (200ml) de mélange réactionnel constitué de 19ml NaH2PO4 (la
solution est préparée avec 2.780g du mono sodium phosphate dans 100ml d'eau distillée), 81ml
Na2HPo4 (2.8392g du di sodium phosphate dans 100ml d'eau distillée) dans 100ml I'eau distillée,
ce dernier donne tampon PBS (PH 7.4).

1.4.1.1.La méthode de stabilisation membranaire des globules rouges (méthode 1)
1.4.1.1.1.Principe

Le principe de cette méthode est basé sur la capacité des extraits & empécher I’hémolyse des
GR humaine, induite par ’hypotonie et la chaleur et donc prévenir a libération de I’hémoglobine.
Ce test a été réalisé selon la méthode décrite par (Sadique et al., 1989 ;Oyedapo et al., 2004). Le
sang a été prélevé chez un donneur humain en bonne santé ne consommant aucun médicament
stéroidien depuis deux semaines. Le sang a été soumis a une centrifugation et le surnageant a eté
soigneusement pipet¢ a I’aide d’une pipette stérile. Les cellules emballées ont été remises en
suspension avec un volume égal de sérum physiologique normal (pH 7,4) et centrifugés a nouveau.
Le processus a été répété quatre fois jusqu'a ce que les surnageant seront clairs (Gadamsetty et al.,
2013).
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1.4.1.1.2.Mode opératoire

La solution contient (4.5ml) de mélange réactionnel constitué de 2 ml de solution saline
hypotonique (0,25%NaCl), 1 ml de tampon phosphate de sodium (pH:7,4) et 1 ml d'extrait ont été
dissous dans du serum physiologique normal. Ensuite, 0,5 ml de HRBC a également été ajouté. Le
mélange a été incubé a 56 ° C pendant 30 minutes. Les tubes ont été refroidis sous courant de I'eau
pendant 20 minutes et le melange a été centrifugé a3000 tr / min, les surnageant ont été sépareés lus a
560 nm (Gadamsetty et al., 2013). Le diclofénac sodique a été utilisé comme médicament de
référence. Dans la solution de contréle au lieu de hypo saline, 2ml de I'eau distillée a été ajoutée.
Dans les mémes conditions et les mémes démarches expérimentales, un contrdle incluant 0.4 ml de
la suspension de globules rouges et 1.6 ml d’eau physiologique ou de 1’eau distillé, a la place de
I’extrait, a ¢été préparé pour vérifier 1’état des globules rouges ou le 100 % d’hémolyse,
respectivement. Le pourcentage d'hémolyse et de stabilisation ou de protection de la membrane a
été calculé en utilisant la formule suivante(Ukwuani-Kwaja ,2015).

%hémolyse = (densité optique de I'échantillon a tester / densité optique du
controle) x 100

%protection = 100 — (densité optique de I'échantillon a tester / densité
optique du controle)

1.4.1.2. La méthode d’inhibition de I’hémolyse des érythrocytes (méthode 2)
1.4.1.2.1.Principe

Le principe de cette méthode est basé sur la capacité des extraits a empécher ’hémolyse des
GR humaine, induite par ’hypotonie et la chaleur et donc prévenir a libération de I’hémoglobine.

Ce test a eté réalisé selon la méthode décrite par (Sadique et al., 1989 ;Oyedapo et al., 2004).
1.4.1.2.2. Mode opératoire

L'inhibition de I'némolyse érythrocytaire a été a eté évaluée selon la méthode précédemment
rapportée (Yan et al., 2011) avec une modification mineure. L'némolyse des érythrocytes a été
réalisée avec H,O, comme initiateur de radicaux libre. En bref, 0,25 ml des échantillons (extrait
polysaccharidique) (de différentes concentration0, 1 a 1 mg/ml) et 1,0 ml de H,O, (10mmol/L)
ont été ajoutés successivement a 0,5 ml de suspension d'érythrocytes a 10 % (v/v). Le mélange a
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été incubé a 37°C pendant 1 h tout en secouant doucement a l'obscurité. Ensuite, la solution
réactionnelle a été diluée 10 fois avec une solution saline tamponnée au phosphate (PBS; pH 7,4) et
centrifuge & 2000 x g pendant 10 min. L'absorbance du surnageant résultant a été mesurée a
540nm (Cheng et al, 2013).

1.4.1.3.Méthode de I'inhibition la dénaturation des protéines
1.4.1.3.1.Principe

Le principe de cette technique est basé sur la capacité d'extrait & empécher la

dénaturation thermique de protéine (Chandra et al., 2012).
1.4.1.3.2.Extraction de I’ovalbumine

L'ovalbumine a été extraite a partir du blanc d’ceuf de poule selon la méthode décrite par
(Datta et al., 2009). Un ceuf frais a été cassé et le jaune est séparé du blanc, le blanc d'ceuf
a eté récupéré dans un bécher mis dans un bain de glace et mélangé a 50ml du tampon phosphate
(0,I1M, PH=6,6) puis homogénéisé sous agitation magnétique pendant Smn, ensuite I’homogénat
obtenu a été centrifugé a3000rpm (4°C) pendant 5 mn, le surnageant obtenu a été filtré a travers une
bande de gaze pour éliminer le précipitant. Enfin le filtrat obtenu, a été partagé dans des aliquotes

de volume de 2 a 2,5ml puis stockés a -20°C.
1.4.1.3.3.Mode opératoire

La solution d'essai (2,5 ml) est composée de 0,1 ml d'albumine (& partir des ceufs frais de
poule), 1,4 ml de tampon de phosphate saline ((PBS, pH 6,4) et 1 ml de concentrations variables
de l'extrait ou de la solution standard (diclofénac de sodium). Ainsi, les concentrations finales
deviennent 1000, 2700, 2900ug/ml. Les mémes volumes sont pris pour le contrble (eau distillé).
Ensuite, les échantillons sont incubés a 37°C pendant 15 min au bain marin et puis a 70°C pendant
5 min. Apres refroidissement, leur absorbance est mesurée a 660 nm par le spectrophotomeétre
UV/visible. Les résultats sont comparés avec le diclofénac de sodium (Chandra et al., 2012). Le
pourcentage d'inhibition de dénaturation a été calculée en utilisant la formule suivante: (Osman et
al. ,2017).

%d'inhibition = (Vt/ Vc -1) x 100
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Vt =absorbance moyenne de I'échantillon a tester.

V¢ = absorbance moyenne de control.

1.4.1.4. La méthode de dénaturation de sérum albumine bovine(SAB)
1.4.1.4.1.Principe

Le principe de cette technique est basé sur la capacité a inhiber la dénaturation thermique
de la BSA (chakou et al., 2021).

1.4.1.4.2.Mode opératoire

La technique est menée selon la méthode décrite par (Kar et al., 2012) 0.45 ml de BSA a 5%
avec 0.05 ml de I’extrait polysaccharide (2.7, 2.97mg/ml) Les échantillons ont été incubés a 37 °C
pendant 20 min puis chauffés a 57 °C pendant 3 min dans un bain marie. Aprés refroidissement, on
ajoute 2.5 ml de tampon phosphate a pH 6,3. L’absorbance des échantillons a €été mesuré par un
spectrophotométrie a 255nm. Le controle représente 100% de la dénaturation des protéines.
L’inhibition de la dénaturation de la protéine est déterminée en % par rapport au contrdle, en

utilisant la formule suivante:

% Inhibition de dénaturation = [(Abs de controle/Abs de I’extrait) /Abs de
controle] x 100
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CHAPITRE 02 Résultats et discussion

Au vu des résultats obtenus, des polysaccharides hydrosolubles ont été extraits du Trigonella

foenum-graceum L. L'étude de I'activité anti-inflammatoire sont développés dans ce chapitre.
11.1. Etude des polysaccharides
11.1.1. Rendement d'extraction des polysaccharides hydrosolubles

Les résultats relatifs portent sur I'extrait brut des polysaccharides hydrosolubles sont
obtenues par macération a chaud dans I'eau distillée et précipitées par I'éthanol a 95% (jing et al.,
2017) et apreés lavage par 1’acétone est seché et pesé pour déterminer le rendement. Ce rendement
relatif est calculé par rapport au poids de matiere séche ayant servi a I'extraction (wang et al ., 2018)
(figurel3) .

Figurel3: Extrait des polysaccharides hydrosolubles de graines de Trigonella foenum-graecum L

Le rendement de I'extrait des polysaccharides hydrosolubles issus des graines de Trigonella
foenum-graecum L est obtenue par rapport a la matiere végétale séche est de 11.09% (tab.5). Ce
rendement est plus élevé par rapport au rendement d'extraction des polysaccharides des graines de
quelques espéces de la famille des Fabaceae comme pour 1’Astrgalus armatus lam, soit de 6.3 % et
Astragalus gombo de 6.8% observé par (Boual et al., 2017), pour Astragalus mongholicus
del0.73%(Zhang et al., 2011). Tandis qu'il est proche des rendements massiques obtenus par
(Mehellou., 2015) soit de 12.77% pour I’Astragalus gombo et inférieur de polysaccharides
hydrosolubles extrait de la famille des Apiaceae étudie par (Youmbai et al., 2021), dont ils

rapportent un rendement pour Ferula communis L de 33.5% .
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Les différences de rendements peuvent étre expliquées par 1’état physiologique des plantes
sachant que les polysaccharides sont des métabolites primaires donc ils sont utilisés comme des
précurseurs d’autres métabolites secondaires, comme source d’énergie, la saison et la période de la
récolte , ou par les différences des conditions expérimentales au laboratoire type d’extraction
(décoction, infusion ou par macération,...), et le degré de pureté d’alcool utilis¢ dans la

précipitation et le volume utilisé (Youmbai, 2015).

Tableau05: Caractéristiques des polysaccarides hydrosolubles de graines de Trigonella foenum-

graecum L
Caractéristique Aspect Couleur Rendement Solubilité
Trigonella foenum-graecum L Solide Brune 11.09% Eau distillé

11.1.2. Composition de I'extrait polysaccharidique hydrosoluble

L’analyse biochimique des polysaccharides hydrosolubles extraits des graines de Trigonella
foenum-graecum L, est effectuée par des dosages colorimétriques en oses totaux, en oses neutres et
en protéines. La fraction de polysaccharides hydrosolubles de Trigonella foenum-graecum L

renferme 96. 83% d'oses totaux, 61.80% d'oses neutres et 1.56% de protéines (Figurel4).

© 120.00%

96.83%
- 100.00%

80.00%

61.80%
W1 ose totaux

M 2 ose neutre - 60.00%

m 3 protéine

- 40.00%
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Figurel4: Histogramme de la Composition de 1’extrait brut des polysaccharides hydrosolubles des

graines de Trigonella foenum-graecum L

36



CHAPITRE 02 Résultats et discussion

Selon Boual et al., (2014) les fractions polysaccharidiques extrait a partir les bulbes
d’Urginea noctiflora (Fabaceae) dont les teneurs en oses totaux sont 85,44%.plus proche de teneur
d’oses totaux des graines Trigonella foenum graecum L.. Youmbai., (2015) rapporte une teneur
de72,60% en oses totaux des gommes résines de Ferula communis L un peu plus loin de teneur
d’oses totaux des graines de Trigonella foenum graecum L. 1l est remarqué que ce résultat obtenue
est plus supérieur que celui trouvé chez la fraction isolé des tiges PS3 (Extraction a 1’acide
chlorhydrique pH= 1,3 ) d’Astragalus gombo 46,6% (Fabaceae) par chouana .,(2017) et supérieur
de celui obtenu par Atkhamova et al., (1997). rapportent une teneur de 52.2% pour les parties

feuilles M. mavritana .

La teneur en oses neutres est inférieure de celle obtenue par Benaoun, (2017) dans les
graines Plantago notata Lagasca (Plantaginaceae) avec un taux de 78.0%, et en oses neutres est
¢levée de celle obtenu par Mehellou, (2015) a partir des graines d’Astragalus gombo est de
44.17%, des inflorescences d’A.leucotrichus est de 31.74% Youmbai, 2015.

Les teneurs en protéines obtenues par chouana .,(2017) de 1.8% que celui trouvé chez la
tiges d’Astragalus gombo et de 1.43% pour feuilles des malva parviflora L boual et al.,(2013) sont
plus proche a celles trouvées pour Trigonella foenum graecum L, Les teneurs en protéines est
supérieur que de I'extrait polysaccharidique de graines de Plantago notata .obtenues par Benaoun
(2017) égal 2 0.64% .

Comme largement décrit dans la littérature la composition chimique des polysaccharides
hydrosolubles varient suivant diverses conditions telles que I’environnement climatique la

localisation, 1’origine géographique et la période de récolte (Benjamin, 2016).

11.1.3. Activités anti-inflammatoire de I'extrait polysaccharidique in vitro

Les activités anti-inflammatoires testées in vitro de I'extrait polysaccharidique Trigonella
foenum-graecum L. Sont présentées par deux méthodes d’inhibition de 1’hémolyse des érythrocyte

et par la méthode d'inhibition de la dénaturation des protéines.
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11.1.3.1. Effet des polysaccharides hydrosolubles de Trigonella foenum-graecum L sur la

stabilisation de la membrane des érythrocytes (méthode 1)

L'activite anti-hémolytique de Trigonella foenum-graecum L. est évaluée en provoquant
I’hémolyse par une solution hypotonique qui induit la désorganisation de la membrane et la

libération d’hémoglobine.

Les résultats des pourcentages de stabilisation de la membrane des globules rouges sont

représentes dans le (tableau6).

Tableau 06: Résultats des pourcentages de stabilisation de la membrane des globules rouge

Polysaccarides Concentration %d'hémolyse %Protection
(mg/ml)
Trigonella foenum- 2.7 35.67 (64.33 £0.514)
graecum L
2.97 25.54 (74.46 +0.595)
Diclofénac 25 27.39 (72.61 £0.342)

D'apres le (tableau6) les pourcentages de stabilisation HRBC sont de 64.33% +0.514;
74.46% +0.595 pour des concentrations 2.7; 2.97 mg/ml respectivement. Cette stabilité augmente
avec I’augmentation des concentrations, et de maniére dose dépendante. Solen Boukemara (2017)
montre un effet anti- inflammatoire significatif des polysaccharides extraits d’Anvillea garcinii et
de Zygophyllum gaetulum avec le pourcentage de 61,21 + 7,347 %, et 45 + 8,461% a 300 mg/kg
respectivement. Ce résultat est inférieur au pourcentage des extraits de Trigonella foenum-graecum
L (64.33% 74.46%) a 2.7, 2.97mg/ml respectivement.

Nos résultats montrent que les polysaccharides hydrosolubles des graines de Trigonella
foenum-graecum L posséde une activité anti-inflammatoire en comparaison a 1’élément référence le
Diclofénac qui montre un pourcentage de stabilisation HRBC de 72.61% =+0.342 pour de

concentration 25mg/ml.
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11.3.1.2 Effet des polysaccharides hydrosolubles de Trigonella foenum- graecum L sur

d’inhibition de I’hémolyse des érythrocytes (H202) (méthode 2)

L'activité anti-hemolytique des polysaccharides hydrosolubles de Trigonella foenum -
graceum L est évaluée en empécher I'némolyse des GR humaine, induite par I'hypotonie et la

chaleur et donc prévenir a libération de I'némoglobine par une solution H,0..

Apres avoir fait une expérience d’inhibition de I’hémolyse des érythrocytes (H20,).
Plusieurs fois, nous n‘avons pas obtenu le résultat souhaité en raison du manque de temps et de

I'épuisement de certains produits chimique.
11.3.1.3. Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines

Pour évaluer l'activité anti-inflammatoire in vitro d'extrait polysaccharidique des graines
Trigonella foenum-graecum L, il est utilisé le test de I'inhibition de la dénaturation des protéines de
blanc d'ceuf de poule. Les taux d'inhibition obtenus sont représentés dans le tableau7 suivante:

Tableau 07: Résultats des pourcentages d'inhibition de la dénaturation des protéines (ovalbumine)

Polysaccarides Concentration Pourcentage d’inhibition %
(mg/ml)
Trigonella foenum-graecum L 2.7 61.11 £0.023
2.97 66.66 = 0.029
Diclofénac 25 91.66 + 0.046

Nos résultats montre que les polysaccharides hydrosolubles des graines Trigonella foenum-
graecum L posséde une activité anti-inflammatoire en comparaison a 1’élément référence le
Diclofénac qui montre un pourcentage de dénaturation des protéines 91.66% =+ 0.046, pour les
concentrations de 25, 2.7, 2.97mg/ml avec des pourcentages d'inhibition de la denaturation des
protéines de 61.11% + 0.023; et de 66.66% = 0.029 respectivement. Le pourcentage a une dose
2.7,2.97mg/ml est élevée a celui de diclofénac de sodium. Activité anti-inflammatoire de

polysaccharide de graines Trigonella foenum-graecum L.
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Selon Hanaia et Messaoudi (2019) le reésultat de la dénaturation des protéines a un
pourcentage par apport de feuilles d'Oudneya africana est de 88.22 + 0.8%, cette valeur est élevée
le pourcentage de dénaturation des protéines de Trigonella foenum-graecum L., est de 66.66% =+
0.029.

Selon Boussaha et al., (2018) I’extrait hydro-éthanolique de propolis présente une inhibition
maximale de la dénaturation des protéines a un pourcentage de (15,65 +0.0001) % a 0,25mg/ml et

plus inferieure que celui obtenue par 1’extrait Trigonella foenum-graecum L.

Le test d’inhibition da la dénaturation des protéines est utilisée in vitro est un test
d’évaluation de I’activité anti-inflammatoire. La dénaturation d’une protéine provoque 1’induction
de la réaction inflammatoire par la production des auto-antigénes, facteurs important pour
développer une inflammation chronique. Ce teste dans le but de mesure le pouvoir inhibiteur de la
dénaturation thermique de protéine par I’extrait éthanoique des graines de nigelle et 1’albumine
sérique humaine est la protéine utilisée comme model pour ce test. Mais a cause de I’indisponibilité
de cette protéine, nous avons utilisé 1’ovalbumine extrait du blanc d’ceuf, représente la fraction
majoritaire des protéines de I’ceuf (54%), elle est une source essentiel des nutriments et une

importance dans les études immunologiques (Karthik et al., 2013).
11.3.1.4. Le pourcentage d'inhibition de dénaturation de serum albumine bovine (SAB)

La dénaturation des protéines est parmi les causes de l'inflammation. La production
d’antigénes dans les maladies inflammatoires peut-étre due a la dénaturation des protéines. Le
mécanisme possible de la dénaturation consiste a 1’altération des liaisons électrostatiques qui
maintiennent la structure tridimensionnelle des protéines (Belaid, 2017). Les taux d'inhibition

obtenus sont représentés dans le tableau 8.

Tableau 08: Résultats des pourcentages d'inhibition de la dénaturation des protéines(BSA)

Polysaccarides Concentration Pourcentage d’inhibition
(mg/ml) %
Trigonella foenum- 2.7 97.68 £0.011
graecum L
2.97 93.06 £ 0.033
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Diclofénac 25 90.12 + 0.047

D'apreés le tableau 8 les pourcentages d'inhibition de la dénaturation de protéines (BSA) sont
de 97.68% = 0.011; 93.06% = 0.033 pour des concentrations 2.7, 2.97mg/ml respectivement. Plus la
concentration est élevée, plus le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines est faible.

Nos résultats montrent que les polysaccharides hydrosolubles de Trigonella foenum-
graecum L possédent activité anti-inflammatoire en comparaison a 1’¢lément référence le
Diclofénac qui montre un pourcentage de dénaturation des protéines 90.12% + 0.047, pour la

concentration de 25mg/ml.

Selon Rashid et Shafi (2018) I’extrait de méthanolique de la fleur de la grenade a présente
une inhibition maximale de la dénaturation des protéines a un pourcentage de (71.24%) a une
concentration de 500ug/ml, cet effet est inférieure que celui obtenue par I’extrait des graines de
Trigonella foenum-graecum L (97.68%).

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

biologique globale (Duganath et al., 2010).
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Conclusion et Perspective

La présente étude est mise en évidence des propriétés anti-inflammatoires de
polysaccharides des graines de la plante Trigonellafoenum-graecum L. L’étude des polysaccharides
hydrosolubles de cette plante, débute par une macération a chaud avec de I'eau distillée a 80°C, puis
la précipitation des polysaccharides par 1’éthanol. L’extrait brut des polysaccharides hydrosolubles
de Trigonella foenum-graecum L obtenus, présente un rendement massique soit de 11.09 %.
L’analyse biochimique des polysaccharides hydrosolubles des extraits des graines de Trigonella
foenum-graecum L, est effectuée par des dosages colorimétriques en oses totaux, en oses neutres et
en protéines. Nos résultats montrent que la fraction de polysaccharides hydrosolubles de Trigonella

foenum-graecum L renferme 96. 83% d'oses totaux, 61.80% d'oses neutres et 1,56 % de protéines.

Les activités anti-inflammatoires testées in vitro de I'extrait polysaccharidique de Trigonella
foenum-graecum L. Sont présentées par la méthode d’inhibition de I’hémolyse des érythrocytes
(deux méthode), Nos résultats montrent que les polysaccharides hydrosolubles de Trigonella
foenum.graecum L possedent une activité anti-inflammatoire remarquable en comparaison a
I’¢lément référence le Diclofénac qui montre un pourcentage de stabilisation HRBC de 72.61%
+0.342 pour de concentration 25mg/ml. L'activité anti-inflammatoire évaluée par la méthode de
dénaturation de protéines in vitro dextrait polysaccharidique des graines Trigonella foenum-
graecum L, Nous avons utilisé deux tests d'inhibition de la dénaturation des protéines de sérum
albumine bovine(SAB) et d’ovalbumine de blanc d’ceuf. Nos résultats montre que les
polysaccharides hydrosolubles des graines de Trigonella foenum-graecum L posséde une activité

anti-inflammatoire en comparaison a 1’élément référence le Diclofénac.

L’ensemble des résultats montrent que les polysaccharides hydrosolubles de Trigonella
foenum-graecum L sont doués d’activités anti-inflammatoires. En effet, la stabilisation de la
membrane des globules rouges et la méthode d'inhibition de la dénaturation des protéines suggere
leur possible utilisation comme protecteur contre I’inflammation.

Des études complémentaires approfondies sont envisagées pour mieux comprendre les
extraits polysaccharidiques impliquées dans chacune de ces activités anti-inflammatoires, et les
mécanismes par lesquels ces composés agissent. Ces investigations peuvent étre résumees dans les
points suivants :

v Tester d’autres méthodes d'extraction pour un extrait trés pur et leur influence sur la
composition chimique et leur capacité biologique.

v' Compléter cette étude par d’autres tests afin d’envisager d’autres activités biologiques.
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Annexes

Annexes
Annexes 01: Les produits chimiques et I'appareillage utilisé

Tableau 01 : origines et caractéristiques physico-chimiques des produits utilisés au cours
d'expérimentation

Produit Forme Formule  Caractéristiq  Densité Pureté
chimique ues Masse (g/cm3) (%)

molaire

(g/mol)

Acide sulfurique Liquide Hzso,

Phenol Liquide  C gy, 94.11

Méthanol Liquide  CHzoy 32.04

Ether de pétrole Liquide / /

Sérumalbumine Solide / / /
Bovine (BSA)

Di sodium Solide NaZHpo
phosphate *




Annexes

Tableau 02:Origines et types d'appareils utilisés au cours de I'expérimentation

Appareil type Type Lieu de fabrication

Bain marie / /

Centrifugeuse SIGMA Allemagne

Micropipette / /

Spectrophotométre JENWAY France
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Annexe 02: la composition chimique des polysaccharides hydrosolubles de Trigonella foenum-

graecum L
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Figure0l1: Courbe d'étalonnage des oses totaux
3.5
¥ =43.695x+ 0.4884
3 RT=—0.8479
—_ 2.5
£ /
=
g ? *
&
=
5 1.5
2
|
0.5 "~
0 T T T 1
0 gbql%entration %g‘élucose[mg(}'r?l?) 0.08

Figure02: Courbe d'étalonnage des oses neutres
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Figure03: Courbe d'étalonnage de protéine

Annexes03: Composition de I'extrait polysaccharidiques hydrosoluble de Trigonella foenum-
graecum L de I'activité anti-inflammatoire.

Figurel : Dosages des oses neutres
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Figure2 : Dosages des oses totaux



