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Résumés

Résumé

Le présent travail est porté sur 1’étude des polysaccharides hydrosoluble extrait des
graines et des feuilles de la plante spontanée a caractére medicinal Astragalus gombo Bunge
(Fabaceae), récoltée dans la région d’El Oued. L’étude est débutée par une extraction des
polysaccharides hydrosolubles suivie par I'étude de la composition en oses neutres. En ce qui
concerne I'évaluation des activités biologiques, I’activité antioxydante est évaluée a 1’aide de la
méthode de réduction de radicaux libre DPPH tandis que l'activité anti-inflammatoire est
mesurée par le test d'inhibition de la dénaturation thermique des protéines. L’étude note des
rendements massiques des grains (PHG) par 7.63% et des feuilles (PHF) par 8.86%. En outre, la
teneur en oses neutre des extraits des polysaccharides hydrosolubles isolés PHG et PHF est
56.85% et 62.24%, respectivement. Le pouvoir antioxydant des fractions obtenues PHG et PHF
indiguent des concentrations inhibitrices a 50% (IC50), soit 0.072mg/ml et 0.058mg/ml,
respectivement. Par addition, I'effet anti-inflammatoire de PHG signale une concentration
inhibitrice a 50% (IC50) de 1.34mg/ml. Les effets antioxydant et anti-inflammatoire observés
sont faibles par rapport aux références, dont l'acide ascorbique et le diclofénac de sodium.
L'utilisation de cette plante dans la médecine traditionnelle peut étre justifiée par des autres
métabolites secondaires ou par des polysaccharides de nature alcalisolubles, ce qui fait I'objecte
des recherches complémentaires.

Mots clés: Astragalus gombo Bunge, Polysaccharides hydrosolubles, Antioxydante, Anti-

inflammatoire.



Résumés

Abstract

The present work is focused on the study of water-soluble polysaccharides extracted from
the seeds and leaves of the spontaneous medicinal plant Astragalus gombo Bunge (Fabaceae),
harvested in the region of El Oued. The study begins with an extraction of the water-soluble
polysaccharides followed by the study of the composition of neutral sugars. With regard to the
evaluation of the biological activities, the antioxidant activity is evaluated using the method of
reduction of DPPH free radicals while the anti-inflammatory activity is measured by the protein
thermal denaturation inhibition test. The study notes mass yields of grains (PHG) by 7.63% and
leaves (PHF) by 8.86%. Furthermore, the neutral sugars content of the extracts of the isolated
water-soluble polysaccharides PHG and PHF is 56.85% and 62.24%, respectively. The
antioxidant power of the obtained fractions PHG and PHF indicate 50% inhibitory
concentrations (IC50), ie 0.072 mg/ml and 0.058 mg/ml, respectively. By addition, the anti-
inflammatory effect of PHG reports a 50% inhibitory concentration (IC50) of 1.34mg/ml. The
antioxidant and anti-inflammatory effects observed are weak compared to references, including
ascorbic acid and diclofenac sodium. The use of this plant in traditional medicine may be
justified by other secondary metabolites or by alkali-soluble polysaccharides, which is the
subject of further research.

Keywords: Astragalus gombo Bunge, Water-soluble polysaccharides, Antioxidant, Anti-

inflammatory.
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Introduction

La recherche sur la pratique traditionnelle des plantes médicinales a attiré une attention
considérable au sein de la société scientifique (MECHAALA et al., 2021). A I'échelle mondiale,
les plantes médicinales traditionnelles ont joué un role vital dans les systémes de santé et sont
utilisées pour traiter diverses affections aigués et chroniques sans effet toxique ou avec un
minimum d'effet toxique. Les plantes médicinales sont souvent utilisées comme reméde naturel
pour soigner divers problemes de santé, notamment la tuberculose, le cancer, le diabete sucré, les
maladies cardiaques, la cicatrisation des plaies, lI'asthme, la pharyngite, I'nypertension, etc.
(PRASATHKUMAR et al., 2021). Diverses herbes et plantes sont bien connues pour leurs
propriétés curatives et thérapeutiques (UR REHMAN et al., 2021).

Le genre Astragalus est I'un des plus grands genres des Fabaceae et est largement
distribué dans les régions tempérées et les régions arides comme arbustes annuels et vivaces et
sous-arbrisseaux. Il est estimé que le genre Astragalus contient plus de 3000 especes (Qader et
al., 2021), et représenté en Algérie par environ 40 especes, y compris Astragalus gombo Coss et
Dur. Cette plante vivace endémique se développe dans les paturages arides et désertiques de
I'Algérie (QUEZEL et SANTA, 1963). Elle est utilisée traditionnellement dans le traitement de
plusieurs maladies dont la douleur, la fiévre, et les blessures (BOUAL et al., 2014).

Les polysaccharides en tant que macromolécules biologiquement essentielles existent
largement dans les plantes, les animaux et les micro-organismes (CUI et al., 2021), ont attiré une
attention considérable en raison de leur utilisation répandue dans des domaines industriels tels
que les produits alimentaires et pharmaceutiques (SONG et al., 2019; MIRZADEH et al., 2019).
Ils représentent les candidats les plus attractifs pour les applications biomédicales a cause de
leurs propriétés physicochimiques exceptionnelles, de leur biocompatibilité, de leur
biodégradabilité et de leur non-toxicité (SALAMA et al., 2020).

L’objectif de la présente étude est d'identifier des polysaccharides issus d'Astragalus
gombo Coss et Dur. et de fournir des nouvelles connaissances au sujet de leurs activités
biologiques (antioxydant et anti-inflammatoire). Ainsi, il est visé une contribution a la
valorisation des plantes spontanées a caractére médicinal du Sahara septentrional Est algérien et

une justification de leurs utilisations en médicine traditionnelle.

Le présent travail est structuré en trois chapitres. En effet, le premier chapitre traite un
apercu sur les polysaccharides végétaux et des études antérieures sur leurs activités biologiques.

Le second chapitre porte essentiellement sur I'ensemble du matériel et des méthodes dont les

-
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techniques expérimentales d’extraction des polysaccharides hydrosolubles a partir des grains et
des feuilles d'Astragalus gombo, la détermination de leur composition biochimique en oses
neutres, et les tests réalisés pour I'évaluation des activités antioxydante et anti-inflammatoire. Le
troisiéme chapitre présente les principaux résultats obtenus suivis d'une discussion. Enfin, une

conclusion générale accompagnée par des perspectives soutenues acheve ce travail.




CHAPITRE |

Synthese bibliographique



Chapitre | Apercu sur les polysaccharides végétaux et leurs activités biologiques

Ce chapitre traite des géneralités sur les polysaccharides, en particulier les

polysaccharides végétaux et leurs activités biologiques.

I.1. Généralités sur les polysaccharides

Les polysaccharides sont des polymeres macromoléculaires naturels qui sont
biosynthétisé dans les plantes, les animaux et les micro-organismes (BACAKOVA, 2014). lls
sont les polyméres macromoléculaires les plus abondants d'origine naturelle issus de sources
renouvelable telles que les algues, les plantes et les micro-organismes comme les champignons
et les bactéries (MOHAMMED et al., 2021).

Les polysaccharides peuvent étre classés en deux classes principales, appelées homo-
polysaccharides et hétéro-polysaccharides. Le premier est constitué de structures composées
d'un type de monosaccharide, a savoir la cellulose, I'amidon et le glycogene. En revanche, les
hétéro-polysaccharides ont des unités répétitives de deux ou plusieurs types des oses aminés
comme l'acide hyaluronique, montrant différents propriétés de la premiere classe (SEIDI et al.,
2022).

1.1.1. Polysaccharides végétaux

Les polysaccharides vegétaux sont divisées en polysaccharides de réserve (amidon,
caroube), en polysaccharides de structure (cellulose, hémicelluloses et pectines), en
polysaccharides exsudats (gomme arabique) et enfin en mucilages (SOUKOQULIS et al., 2018).

1.1.1.1. Polysaccharides structuraux
Il est indiqué la cellulose, les hémicelluloses et les pectines.
1.1.1.1.1. Cellulose

La cellulose est le polysaccharide le plus abondant dans le monde (DINORO et al.,
2019). Elle peut étre trouvée dans les biomatériaux tels que les arbres, les plantes, les fruits,
Iégumes et bio-déchets (ZAINAL et al., 2021).

La cellulose est une substance non ramifiée et compliquée en raison de l'association
différents chaines de haut poids moléculaire, homo-biopolymére avec répétition des unités D-

glucose, reliées entre elles par des liaisons glycosidiques B (1—4). Une extrémité de la chaine

<
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cellobiose que, a trois groupes hydroxyle dans chaque résidu de glucose avec un degré de
polymérisation basé sur des unités de glucose allant de 1 000 a 15 000 (SEDDIQI et al., 2021).

Ils ont des avantages naturels, biocompatibilité, de biodégradabilité, de renouvellement,
de bonne résistance mécanique. a des propriétés insipides, inodores et insolubles dans I'eau et la

plupart des solvants organiques (ZAINAL et al., 2021).

OH

O HO O-
HO O
OH

OH .

FigureOl: Structure de cellobiose unité de cellulose (KITIR et al., 2018)
1.1.1.1.2. Hémicelluloses

Les hémicelluloses, représentant en moyenne jusqu'a 50% de la biomasse des plantes
vivaces (BENAOUN et al., 2017). lls sont hautement ramifiées, naturellement amorphes avec
un degré de polymérisation faible, ce qui facilite leur utilisation dans les matériaux
polymeriques, les aliments, I'énergie et la médecine. les plus connues des hémicelluloces sont

les arabinoxylanes et les 3-glucanes (ARZAMI et al.,2022).

Les hémicelluloses ont comme des principaux composants la ligno-cellulose et le
xylane (YE et al., 2021). Ce sont des polysaccharides hétérogenes comprenant a la fois des
molécules linéaires et ramifiées qui sont principalement constituées d'unités pentose (xylose et
arabinose) et hexose (glucose, galactose, mannose, rhamnose, acides glucuronique et
galactouronique), ainsi que par le type et la répartition des liaisons glycosidiques (BENAOUN
etal., 2017).

La fonction principale des hémicelluloses est d'agir comme agents de remplissage pour

les espaces entre les celluloses et les lignines (ARZAMI et al., 2022).

o
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Figure 02 : Structure de I'un hémicellulose (HU et al., 2020).

1.1.1.1.3. Pectines

Les pectines sont une fibre alimentaire qui s'accumule dans les parois cellulaires
primaires et les tissus intercellulaires des plantes terrestres (BLANCO et al,. 2021). C'est un

biopolymere naturel dérivé de diverses sources végétales (MOSLEMI et al., 2021).

Les pectines sont une famille de polysaccharides complexes contenant de l'acide a-D-
galactosyluronique. Les pectines sont des hétéro-polysaccharides acides hétérogenes et
complexes avec une masse moléculaire de généralement 50 000 a 150 000 g/mol. Il contient un
squelette linéaire d'au moins 65% de résidus acide galacturonique (GalA) (BLANCO et al,.
2021) lié en B (1—4)n, (BACAKOVA et al., 2014), qui peut étre libre ou méthyl-estérifié au
niveau des groupes carboxyle présents en C-6. La macromolécule de pectine contient des
fragments de régions linéaires et ramifiées de polysaccharides tels que I'nomogalacturonan, le

rhamnogalacturonan, le xylogalacturonan et lI'apiogalacturonan (BLANCO et al., 2021).

Les pectines sont résistantes aux enzymes digestives. Cependant, ils peuvent étre
facilement dégradés par le microbiote intestinal. Un mécanisme par lequel les pectines sont
considérés comme agents bénéefiques en termes de stimulation de la croissance et de la
diversité des communautés de microbiote, par amélioration de l'intégrité intestinale (SUN et
al., 2022).

o
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Figure03 : Structure des pectines (PEREZ et al., 2003)
1.1.1.2. Polysaccharide de réserve
Il est noté I'amidon, les inulines et les galactomannanes.
1.1.1.2.1. Amidon

L'amidon est un polymeére glucidique complexe produit par les plantes et surtout par les
cultures en quantités énormes (APRIYANTO et al.,, 2022).C'est une importante réserve
énergétique des plantes vertes, ou il est trouvé couramment dans les graines, les tubercules, les
racines, les fruits, les tiges et les feuilles. La plupart des amidons sont composés de deux
polysaccharides majeurs, soit l'amylose, D-glucopyranose lié en o (1—4) avec quelques
ramification des liaisons o (1—6), et I'amylopectine, une polysaccharide ramifié avec des
chaines linéaires liées en o (1—4) reliés par des liaisons de ramification o (1—6) (CHI et al.,
2021).

L'amidon est essentiel pour les étres humains et les animaux en tant que source de
nutrition et d'énergie. De nos jours, I'amidon est également utilisé dans les secteurs industriels
non alimentaires a diverses fins (APRIYANTO et al.,, 2022). En fonction de la source
botanique, l'amidon présente des caractéristiques specifique de gelatinisation comme
températures de cuisson, viscosité, clarté de la pate et capacité de gélification (DAVIDOVICH
etal., 2019).

N
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Figure 04 : Structures de I’amylose et de I’amylopectine (DUFRESNE et al., 2015)

1.1.1.2.2. Inuline

L'inuline, un polymére de fructose naturel lié par des liaisons B 2— 1 existe dans de
nombreuses plantes, dont le blé, I'oignon, la banane, I'ail et la chicorée. L'inuline est largement
utilisée comme ingrédient alimentaire industriel en raison de ses caractéristiques fonctionnelles
uniques ainsi que ses avantages pour la santé (SUN et al., 2022 GIRI et al.,2021). Des études
nombreuses montrent que I'inuline pourrait étre bénéfique pour les individus avec le diabéte de

type 2 en favorisant la croissance de la microflore intestinale (SUN et al., 2022).

L'inuline peut étre trouvée en abondance dans la nature, cette forme de glucide
(fructanes) est utilisée par les plantes comme stockage d'énergie et éventuellement pour d'autres
usages. L'nomme utilise I'inuline comme fibre alimentaire et prébiotique pour améliorer la santé
de son systeme digestif ou pour améliorer les propriétés physicochimiques et sensorielles des
aliments (PRAMANDA et al., 2022).
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Figure 05 : Structure I'inuline (MENISINK et al., 2015)
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1.1.1.2.3. Galactomannanes

Les galactomannanes sont des polysaccharides linéaires non ioniques hétérogénes avec
une caractéristique structurelle générale qui consiste en un polymere linéaires d'unités D-
mannopyranose liees en B (1 — 4) (M), qui sont remplacés de maniere variable par des unités
simples insérons D-galactose (G) liés a o (1— 6). Les galactomannanes peuvent étre dérivés de
I'endosperme de graines de plantes et synthétisé a partir de micro-organismes, principalement
les champignons, bien que les produits de ces derniers soient encore d'une applicabilité limitée.
Les galactomannanes dérivés de I'endosperme des graines sont présents dans certaines espéces
de légumineuses (Leguminosae) comme polysaccharides de réserve pour remplacer I'amidon.
Les galactomannanes ont déja eté identifies dans environ 70 espéces de légumineuses
(SANTOS et al., 2021 ;YADAV et al., 2020), avec un rapport mannose/galactose variable,
généralement compris entre 1,1 a 5,0.

Les fonctionnalités des galactomannanes sont fortement dépend du rapport mannose:
galactose. La distribution des unités galactose le long de la chaine principale affecte fortement
les propriétés de galactomannanes. La solubilité dans I'eau des galactomannanes
progressivement augmente avec la teneur en galactose et habituellement 10 % de substitution
de galactose est nécessaire pour la solubilité dans I'eau. Cependant, plusieurs autres especes
sont décrites comme source des galactomannanes. En raison de leur biocompatibilité, leur
propriété non toxiques, leur biodégradabilité, ils trouvent des applications dans les industries
alimentaire, cosmétique, et pharmaceutique. Dans les produits aqueux, ils ont comme role de
viscosifiants épaississants, et également d'excellents raidisseurs et stabilisants d'émulsions
(YADAV et al., 2020).

Figure 06 : Structure générale des galactomannanes (EBRINGEROVA et al., 2005).
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1.1.1.3. Gommes et Mucilages

Les gommes sont des biomolécules glucidiques qui ont le potentiel de lier I'eau et de
former des gels. Les gommes sont réguliérement associées a des protéines et des minéraux
dans leur construction. Les gommes ont plusieurs formes, telles que les gommes de graines, les
gommes d'exsudat, etc. Les gommes végétales sont I'une des gommes les plus importantes en
raison de leur biodisponibilité (AMIRI et al., 2021).

Les mucilages sont constitués d'hydrates de carbone complexes de composition diverse.
Elles présentent une capacité d'absorption d'eau élevée, ce qui indique qu'elles possédent les
propriétés nécessaires pour une utilisation industrielle comme source alternative
d'’hydrocolloide. Les mucilages se présentent avec une grande diversité de nature et peuvent
étre d'origine microbienne, animale ou végétale. La composition du mucilage dépend de son
origine et des types de sucres qui le composent, car les polysaccharides peuvent avoir
différentes propriétés et différentes fonctions (DE OLIVEIRA et al.,2021).

Les mucilages sont des produits physiologiques obtenus a partir de la paroi cellulaire
des différentes parties de la plante, y compris les graines, les feuilles, les tiges, les écorces et
les racines. Le procédé d'obtention des polysaccharides mucilagineux peut étre avec de I'eau ou
diluer par des solutions acides ou alcalines en raison de leurs propriétés hydrophiles
(OLAWUYI et al., 2021).

1.2. Activités biologiques des polysaccharides

Depuis le dernier siecle, les polysaccharides ont trouvé leur place dans les domaines
biomédicaux, en raison de nombreuses propriétés de polysaccharides comme la
biodégradabilité, la biocompatibilité, la non-immunogénicité, la solubilité et la stabilité. 1ls sont
considérés comme des candidats potentiels dans de nombreuses applications biomédicales
(MOHAMMED et al., 2021). Les polysaccharides sont des macromolécules biologiques
importantes, qui se trouvent dans les plantes, les animaux et les micro-organismes (NIE et al.,
2018).

1.2.1. Activité Antioxydante

Les espéces réactives de I'oxygéne (ERO) peuvent endommager le corps humain par
une modification des différentes macromolécules telles que les lipides membranaires, les

protéines et 'ADN (MOHAMMED et al., 2021). lls provoquent la peroxydation et produisent

<
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des peroxydes qui détruire la structure de la membrane cellulaire et des organites en altérant
leur fonction. Il faut donc étudier I'antioxydation pour surmonter les dommages causés par la
suroxydation (SIMAY | et al., 2021).

Un polysaccharide hydrosoluble de poids moléculaire moyen de 1,92 x 10° Da est isolé
a partir du fruit d’Abelmoschus esculentus (L.) Moench, contenant le mannose, le galactose,
I'arabinose, le xylose, le fructose et le rhamnose. des essais in vitro révélé que ce
polysaccharide possede une activité antioxydante contre les radicaux de DPPH, d’hydroxyle et
des anions superoxydes (WANG et al., 2018).

1.2.2. Activité Anti-inflammatoire

L'inflammation est une réponse défensive de I'organisme aux dommages sous l'action
de facteurs inflammatoires. Cette réponse est une série de processus pathologiques complexes,
se manifestant principalement dans trois modifications des lésions tissulaires, de la réponse
vasculaire et de la prolifération cellulaire. La stratégie thérapeutique traditionnelle de
I'inflammation implique principalement des anti-inflammatoires stéroidiens et non stéroidiens
(SIMAY] et al., 2021).

Les polysaccharides extraites de sources naturelles ont suscité une grande attention ces
dernieres années en raison a leur innocuité, leur accessibilité et leurs puissantes activités anti-
inflammatoires (HOU et al., 2020). Certains polysaccharides ont un effet inhibiteur sur les
médiateurs liés a l'inflammation tels que les cytokines (IL-1b, IL-6, TNF-a) et le NO (oxyde
nitrique). Ils peuvent également diminuer l'infiltration des cellules inflammatoires. Les
polysaccharides sulfatées dérivés d'algues présentent leurs propriétés antiinflammatoires en
interférant avec la migration des leucocytes aux sites d'inflammation (MOHAMMED et al.,
2021).

2
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Dans le présent chapitre, il est traité le principe adopte, le matériel utilisé, les méthodes
d’étude des extraits bruts des polysaccharides hydrosolubles, a savoir leur extraction, et leurs

activités in vitro biologiques dont I’activité anti-inflammatoire et 1’activité anti-oxydante.
I1.1. Principe d'étude

Les substances naturelles obtenues a partir de plantes médicinales et leurs extraits sont
souvent utilisees comme remede naturel pour soigner divers problemes de santé, notamment la
tuberculose, le cancer, le diabete sucré, les maladies cardiaques, la cicatrisation des plaies,
I'asthme, la pharyngite et I'hypertension (PRASATHKUMAR et al., 2021; UR REHMAN et al.,
2021). La recherche au 21° siecle accorde plus d'attention aux plantes médicinales pour la
conception de nouveaux médicaments comme le criblage pharmacologique du composé bioactif
(SINGH et al., 2021).

Les polysaccharides sont des polymeres naturels abondants (ZHOU et al., 2021), et sont
considérés comme des substances efficaces a faible toxicité. Beaucoup de chercheurs indiquent
que les polysaccharides ont des activités bioactives telles qu’antibactérienne, anti-inflammatoire,

anti-oxydante, anti-tumorale et anti-hyper-glycémique (YANG et al., 2018).

Le présent travail s'oriente sur I'étude des polysaccharides hydrosolubles potentiellement
actifs dans la plante spontanée médicinale Astragalus gombo Bunge de la région d’El Oued et

I'évaluation in vitro de leurs activités anti-inflammatoire et antioxydante.
11.2. Matériel d’étude

Le matériel d’étude est constitué de matériel végétal, des produits chimiques et des
appareilles utilisés au cours de I’expérimentation. Le matériel végétal est composé des grains et
des feuilles d'Astragalus gombo Bunge , récoltés dans la wilaya d’El-Oued et séchés a I'ombre

avant d’étre broyés.
11.2.1. Choix de I'espéce végétale

Le genre Astragalus est le genre le plus important chez les plantes a fleurs et également
chez la famille des Fabacées (CHAOUANA et al., 2017). De plus, le genre Astragalus contient
de nombreux molécules actifs, tels que des flavonoides, des polysaccharides et des triterpenes
(SAOUDI, 2018).
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Pour la présente étude 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 d'Astragalus gombo
Bunge qui est utilisée par la population autochtone dans le traitement de nombreuses maladies,

notamment dans le traitement de I'insuffisance rénale et le traitement de la jaunisse.

11.2.2. Description botanique d'Astragalus gombo Bunge

Astragalus gombo Bunge . est une plante vigoureuse et basse a port chamaephytique dont
les bourgeons se situent prés du sol, de 10 a 50 cm de haut, aux tiges dressées, tomenteuses
(cotonneuses) recouvertes de poils épais blancs. Elles sont de couleur claire, pourvues de trés
longues feuilles aux nombreuses petites folioles. Les pétioles, deviennent coriaces et piquants a
I’extrémité en perdant leurs folioles (OZANDA, 2004). Les fleurs papilionacées de 25 mm sont
jaunes, regroupées en grappes compactes axillaires, sessiles (dépourvues de pédoncules) ou
presque, insérées a ’aisselle des feuilles terminales. Comme pour toutes les especes d’Astragale,
la caractérisation du fruit est déterminante. La gousse est divisée complétement en deux loges
par une cloison longitudinale, a paroi épaisse, ligneuse, renflée, trés dure, et couverte d’un duvet
soyeux dépassant 1 cm de diameétre. Elle a une forme saillante ornée de nervures superficielles,
terminée en bec robuste (QUEZEL et SANTA, 1962; OZANDA, 2004).

photo original Touil Lazhar
27/03/2022

Figure 07: Astragalus gombo Bunge a Debila Wilaya d'ElI Oued (Algérie)
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11.2.3. Position systématique

Selon QUEZEL et SANTA (1962) et OZENDA (1977), la position systématique

d’Astragalus gombo est la suivante:

Regne Plantae

Embranchement Spermaphyta

Sous embranchement Embryophyta

Classe Dicotyledonea

Famille Fabaceae

Genre Astragalus

Espéece Astragalus gombo Bunge.

11.2.4. Récolte et parties étudiées

Pour la présente étude, Astragalus gombo Bunge est récoltée le 27 Mars 2022 au niveau
de Debila Wilaya d'EI Oued (Algérie), dans un point caractérisé par les coordonnées
géographiques de latitude 33° 30’ 59.2” Nord, et de longitude 6° 57’ 21.6” Est. Apres la
récupération de la plante, ses différentes parties sont séparés ou les grains et les feuilles sont les

parties retenues dans ce travail pour I'extraction et I'étude de leurs polysaccharides.

11.3. Méthodes d'étude

Dans cette partie, il est développé la méthode d’extraction, et les tests biologiques

réalisés avec les polysaccharides isolés.
11.3.1. Technique de séchage et de broyage

Les échantillons sont lavés a I'eau courante, puis séchés a I'ombre sous ventilation a I'abri
de la lumiere et a température ambiante. Aprés séchage les feuilles et les grains sont broyées

pour obtenir une poudre fine, qui a servi pour la préparation des extraits (DIALLO et al., 2004).
11.3.2. Extraction hydrosolubles des polysaccharides

Les feuilles prétraitées par de 1’éthanol 75% durant 5 heures, a température ambiante et

sous agitation (BOUAL et al., 2011). Les grains sont dégraissés par I'éther de pétrole pendant
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12h. Les echantillons prétraités sont melangés avec d'eau distillée dans un bécher (LI et al.,
2016). Le bécher est placé dans un bain-marie a 95°C pendant 2h deux fois (YANG et al.,
2019)Apres une centrifugation a 3500 rpm pendant 10 min (XIA et al., 2019) Les surnageants
des deux extractions sont réunis, et précipités a l'aide de quatre volumes de éthanol a 4°C
pendant la nuit (YANG et al., 2019; KAKAR et al., 2020). Aprés centrifugation a 3500 rpm
pendant 10 min, les culots sont lavés par l'acétone, puis séchés a température ambiante
(TABARSA et al., 2018).

11.3.2.1. Calcul du rendement

Le rendement de I’extraction des polysaccharides bruts est calculé selon (MA et al.,

2020) par la formule suivante:
Rendement (%) = Poids de polysaccharide brut (g)/ Poids de la matiere premiére (g)x 100%
11.3.3. Dosage en oses neutres des extraits bruts de polysaccharides
La teneur des oses neutres est dosée par la méthode de MONSIGNY et al., (1988).
11.3.3.1. Principe

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

11.3.3.2. Mode opératoire

Dans des tubes en verres, 200 pL de solutions & doser sont mélanges avec 200 pL
derésorcinol et 1ml d'acide sulfurique (98%). Ensuite, les tubes sont placés durant 30 min dans
un bain marie a 90°C, puis placés dans un bain de glace et a I'abri de la lumiére durant 30 min.
La lecture est effectuée a la longueur d’onde 490 nm, au spectrophotométre UV visible 490nm
(MONSIGNY et al., 1988).
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Figure 08: Protocole d’extraction des polysaccharides hydrosolubles a partir de la de la poudre
des feuilles et des grains Astragalus gombo Bunge (BOUAL et al., 2011; Ll etal., 2016; YANG
etal., 2019; XIA et al., 2019; TABARSA et al., 2018).
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11.3.4. Activités biologiques

L’évaluation des effets anti-inflammatoire et antioxydant par 1’extrait polysaccharidique

d’Astragalus gombo est effectuée a partir des tests in vitro.
11.3.4.1. Activité antioxydante par le teste du piégeage du radical libre DPPH
11.3.4.1.1. Principe

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH") posséde un électron non
apparié sur un atome d’azote du pont N-N. En présence des piégeurs de radicaux libre, le radical
DPPH de couleur violette se réduit en 2.2 diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune
mesurable a 517nm (BENTABET et al.,, 2014; MATTAOUI et al., 2006), ou le degré de
changement de la couleur est proportionnel a la concentration et a la puissance des antioxydants.
Pareillement, cette réaction s'effectuée a température ambiante, ceci permettant d'éliminer tout

risque de dégradation thermique des molécules testées (MISHRA et al., 2012).

2,0, O
) \___J il
O,N NO, > O,N NO,
NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)
purple yellow

Figure 09: Principe du test DPPH (TEIXEIRA et al., 2013)
11.3.4.1.2. Mode opératoire

L'activité anti-oxydante des extraits polysaccharidiques est mesurée par la méthode de
réduction du radical DPPH comme décrit par (BRAND-WILLIAMS et al. 1995). Cing cent
(500) ul de I’extrait avec différant concentrations et 2 ml de solution de DPPH sont mélangés et
agités. Ensuite, le mélange est incubé a I'obscurité pendant 30 minutes. Un spectrophotometre

UV-Vis est utilisé pour mesurer I'absorbance a 517 nm avec 1ml de I'eau ajoutée a 1 ml de
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DPPH comme blanc (control négatif) et lI'acide ascorbique comme control positif (HU et al.,
2013).

L'effet de piégeage des radicaux DPPH est calculé selon I'équation suivante:

Effet de piégeage du radical DPPH (%) = (A blanc - A échantillon) / A blanc x 100

* A blanc : absorbance de control négatif

* A échantillon : absorbance d’échantillon (GHLISSI et al., 2019)

11.3.4.1.3. Détermination de concentration inhibitrice a 50% (1C50)

La concentration inhibitrice a 50% est définie comme étant la concentration
d’antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration du radical libre a 50 %. Les valeurs
d’IC50 sont déterminées a partir d’une courbe graphique de I’absorbance de DPPH en fonction

de la concentration de 1’extrait ou de I'acide ascorbique (CHEURFA,2015).

1.3.4.2.- Activité Anti-Inflammatoire

L'effet anti-inflammatoire est évalué par le test d'inhibition contre la dénaturation des
protéines.

1.3.4.2.1. Principe

Le principe de cette technique est basé sur la capacité d’extrait a empécher la

dénaturation thermique de protéine (CHANDRA et al., 2012).

1.3.4.2.2. Mode opératoire

Deux cent (200) ul d'albumine d'ceuf (provenant d'un ceuf de poule frais), 2,8 ml de
solution saline tampon phosphate (PBS, pH 6,4) et 2 ml de concentrations variables de 1’extrait
de sorte que les concentrations finales deviennent 0.5, 1, 1.5, 2 et 3 mg/ml sont mélangés.
Ensuite, les mélanges sont incubés a 37°C au bain-marie pendant 15 min, puis chauffés a
70°Cpendant 5 min. Apres refroidissement, leur absorbance est mesurée a 660 nm ou la solution
PBS est utilise comme blanc (KENDUR et al., 2017). Le diclofénac de sodium avec différentes
concentrations est utilise comme control positif et traité de maniere similaire pour la
détermination de I'absorbance (SANGITA et al., 2012).
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Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines est calculé en utilisant la

formule suivante:
Inhibition% = 100 x (Ac - As) / Ac

» Ac : l'absorbance de control

* As : l'absorbance d’échantillon (CHANDRA et al., 2012).

Chaque valeur représente la moyenne de trois expériences indépendantes. 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).

I1.4. Analyse 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). Le test dANOVA suivi par
Tukey (HSD) est effectué pour indiquer les différences statistiquement significatives. 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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Dans ce chapitre, il est indiqué les différents résultats obtenus lors de I’extraction et de la
caractérisation des polysaccharides hydrosolubles obtenus des graines (PHG) et des feuilles

(PHF) d’Astragalus gombo Bunge, et leurs activités biologiques.

111.1. Rendement d'extraction des polysaccharides

Rendement

8,86
9,00 7.63 e
8,00
7,00
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1,00

'Pourcentage % |

PHG PHF

Figure 10 : Rendements massiques d'extraction hydrosoluble des polysaccharides d'A. gombo

Le rendement massique de I’extrait brut des polysaccharides hydrosolubles des grains
d'Astragalus gombo, nommé PHG, par rapport a la matiére séche est de 7.63%.Ce rendement
était supérieur a ceux décrits pour les autres especes de I'Astragale comme A. cicer, soit 5.9
%(OLENNIKOV et al.,2010), A. lehmannianus, soit 4.8 %(MESTECHKINA et al.,2000),A.
armatus, soit 4.2 % (BOUAL et al.,2015). Par contre, il est inférieur de celui obtenu par
MEHELLOQOU (2015), soit 12.77% d’un extrait PHG d’A. gombo. Il est proche de celui obtenu

par CHAUANA et al., (2017), soit de 6.8 % de polysaccharides hydrosolubles d'A. gombo
Bunge.

Le rendement de [’extrait brut des polysaccharides hydrosolubles des feuilles
d'Astragalus gombo, nommé PHF, par rapport a la matiére séche est de 8.86%.Ces résultats
semblent supérieurs de ceux rapportés par BOUAL et al., (2015), dont un rendement d'extraction

des PHF de Zizyphus lotus, obtenus par macération dans 1’eau distillé a 60°C, soit de 1’ordre de
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3.7%. En revanche, ces résultats semblent inferieurs de ceux rapportés par KHALID et al.,
(2008), dont un rendement d'extraction des polysaccharides hydrosolubles des feuilles de Piper

sarmentosum de ’ordre de 9.83%.

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 et comme source d’énergie. IIs peuvent
étre expliqués également par la saison et la période de la récolte, ou par les différences des
conditions expérimentales au laboratoire tel que le type d’extraction (décoction, infusion ou par
macération...), et le degré de pureté et le volume d’alcool utilisé dans la précipitation
(EBRINGEROVA et al.,2003).

En général, deférentes méthodes d'extraction influencent significativement les
rendements, les propriétés physicochimiques caractéristiques et bioactivités des polysaccharides
extraits de ressources naturelles. Pour extraire les polysaccharides d'origine végétale, I'extraction

traditionnelle a I'eau chaude est couramment utilisée (Wu et al., 2019).

L’extraction par I’eau chaude présente 1’avantage d’augmenter le rendement d’extraction,
de minimiser ’altération de structure des polysaccharides, et de préserver au maximum ces
activités biologiques (BOUAL et al., 2017).

111.2. Dosage en oses neutres des extraits brute de polysaccharide

La composition de 1’extrait polysaccharidique hydrosoluble des grains d’A gombo est
montrée dans la figure 11. Les teneurs en oses neutres pour les extraits PHG et PHF sont 56.86%
et 62.24%, respectivement. La teneur en oses neutres dans les extraits issus des grains d'A.gombo
est plus élevé que celui obtenue par MEHELLOU (2015), soit un taux de 44.17% dans les grains
d’A.gombo Bunge. La teneur en oses neutres dans les extraits issus des feuilles d'A. gombo est
plus élevé que celui obtenue par BOUAL et al.,(2011), soit 15.50 pour les feuilles Asphodelus

tenuifolius.

@
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Figure 11 : Teneur en oses neutres des extraits polysaccharidiques PHG et PHF
111.3. Activités biologiques de I'extrait polysaccharidique

Les potentialités biologiques de PHG et PHF d'A. gombo sont évaluées par I’activité
antioxydante et par l'activité anti-inflammatoire.

111.3.1. Activité antioxydante au test DPPH

Le radical DPPH est I'un des composés les plus utilisés pour I'évaluation directe de
I'activité antioxydante en raison de sa stabilité sous forme radicalaire et de la simplicité de
I'analyse (BOZIN et al., 2008). Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d'inhibition
de 50 % du radical libre DPPH, par rapport a la molécule de référence, soit acide ascorbique.

E
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Figure 12 : Concentrations inhibitrices a 50 % pour la réduction du radical DPPH

Les résultats obtenus, par le test de réduction du radical DPPH, signalent que les
concentrations inhibitrices a 50% (ICs0) de PHG et de PHF, soit 0.072mg/ml et 0.058mg/ml
respectivement sont inférieures de maniére trés hautement significative par rapport a celle de
I’acide ascorbique, soit 0.011mg/ml. La concentration inhibitrice & 50% (ICso) est définie comme
étant la concentration de 1’antioxydant nécessaire pour réduire ou inhiber 50 % du radical DPPH
en solution, dont plus la valeur de ICso est petite, plus I’activité antioxydante de 1’extrait testé est
élevé (POKORNY et al., 2001).

Il est proposé que le mécanisme antioxydant possible des polysaccharides, puisse
impliquer le don d'hydrogéne afin de briser la chaine des réactions. La capacité de piégeage des
radicaux libres résultant de I'abstraction de [I'hydrogéene anomérique des unités

monosaccharidiques internes de polysaccharides (HAN et al., 2015).

Les radicaux libres sont des substances qui ont des électrons non appariés dans leur
structure et se produisent largement dans la nature. En raison de leur instabilité, les radicaux
libres peuvent causer des problemes de santé nocifs induisant des dommages aux cellules et
altérant I'ADN, les protéines et les membranes lipidiques, ce qui peut entrainer plusieurs
maladies telles que le cancer, I'athérosclérose et le vieillissement (HAN et al., 2016).
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La structure des polysaccharides est l'origine de leur activité biologique. De nombreux
facteurs affecter I'activité biologique des polysaccharides, y compris le poids moléculaire, la
teneur en groupes acides, la composition en monosaccharides et la structure de la chaine
principale (ZENG et al., 2015).Les polysaccharides peuvent éliminer les radicaux libres in vitro
et agissent comme des antioxydants pour protéger les organismes vivants de dommages
oxydatifs(\WANG et al., 2018).De plus, les propriétés des polysaccharides naturels tels que la
solubilité dans I'eau, la conformation, la polarité et les liaisons hydrogene intramoléculaires sont

découvert comme étant lié a son activité antioxydante (YARLEY et al.,2021).
111.3.1. Activité anti-inflammatoire

Les polysaccharides, se trouvent a possédent des activités de régulation immunitaire, qui
représentent une nouvelle approche thérapeutique pour I'anti-inflammation comme
immunothérapie (HOU et al., 2020).L'activité anti-inflammatoire de PHG d'A. gombo est

déterminée en utilisant le test d'inhibition de la dénaturation de I'albumine.
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Figure 13 : Concentrations inhibitrices a 50 % de I'effet antiinflammatoire contre la

dénaturation des protéines

Les résultats obtenus notent que la concentration inhibitrice a 50% (ICso) du PHG, soit
1.34mg/ml est faible par rapport a celle de diclofénac de sodium, soit 0.32mg/ml. Le mécanisme
exact de l'inhibition de la dénaturation des protéines n'est pas encore trés bien connu. Pour la

voie biologique globale, I'analyse de BSA réalisée par RMN a montré que ce dernier contient
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Chapitre 111 Résultats et discussion

deux sites actifs formés par les acides aminés thréonine, lysine et tyrosine auxquels les molécules
bioactives peuvent se lier (ABBOU et al., 2019).

Le mécanisme possible de la dénaturation consiste de 1’altération des liaisons
électrostatiques, telles que les liaisons hydrogenes, hydrophobes et disulfures qui maintien la
structure tridimensionnelle des protéines (MIZUSHIMA et al., 1968).
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Conclusion et perspectives

Conclusion

Le présent travail a pour objectif d'étudier I'un des principes actifs des plantes
médicinales de point de vue structurel et fonctionnel, soit les polysaccharides. Aprés une
extraction par macération a chaud avec de I'eau distillée des polysaccharides hydrosolubles issus
des grains et des feuilles de la plante spontanée Astragalus gombo de la famille des Fabaceae, il
est noté les rendements d’extraction obtenus par rapport a la matiére séche sont 7.63% et 8.86%
issus des grains (PHG) et des feuilles (PHF), respectivement. L'étude montre que la composition
en oses neutres de PHG et PHF est 56.85% et 62.24%, respectivement.

L’évaluation de I’activité anti-oxydante de I'extrait polysaccharidique par la méthode de
piégeage de radical libre DPPH, montre que les extraits polysaccharidiques isolés présentent un
pouvoir antioxydant avec un pourcentage d'inhibition a 50% relativement faible par rapport a
I'acide ascorbique (0.011mg/ml) de maniére tres hautement significative, soit 0.072mg/ml pour
PHG et 0.058mg/ml pour PHF.

L’étude de I’activité anti-inflammatoire in vitro des polysaccharides hydrosolubles des
grains d’Astragalus gombo prouve une activité de protection des protéines contre la dénaturation
thermique avec une concentration d'inhibition & 50% de 1.34mg/ml inférieure a celle de
diclofénac de sodium, soit 0.32mg/ml.

Les effets antioxydant et anti-inflammatoire observés sont faibles par rapport aux
références, a savoir l'acide ascorbique et le diclofénac de sodium. L'utilisation de cette plante
dans la médecine traditionnelle peut étre justifiée par des métabolites secondaires ou par des
polysaccharides de nature alcalisolubles. Les polysaccharides hydrosolubles peut avoir un effet

plus notable in vivo ce qui fait I'un des objectifs des études complémentaires.
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Perspectives

Pour I’obtention d’un rendement plus élevé d'extraction des polysaccharides, il est
nécessaire d’optimiser les conditions d’extraction (température, temps et le nombre d'extraction,
type et pourcentage d'alcool- ajouté au cours de la précipitation des polysaccharides). De plus,
une utilisation des techniques de purification des polysaccharides est indispensable pour I'étude
de leurs propriétés biologiques diverses. De méme, ’analyse par chromatographie échangeuse
d'anions, de haute performance (HPAEC) est essentiel pour déterminer la composition en oses

constitutifs des polysaccharides hydrosolubles obtenus.

Il est souhaitable d’utiliser des autres méthodes et/ou tests in vitro et in vivo pour une
meilleure évaluation des potentiels antioxydants et anti-inflammatoire de s fractions PHG et
PHF d'A. gombo. Malgré les recherches avancées sur les polysaccharides, les études restent
encore trés peu en comparant leurs grands nombres. Il sera intéressant donc d’identifier et de
caractériser de nouvel activités biologiques des polysaccharides surtout celles d’origines
botanique, afin d’augmenter I’utilisation des remedes naturelles dans les domaines médicaux et
alimentaires. Pour une meilleure évaluation des potentialités biologiques des polysaccharides, il

est souhaitable d'exploiter et d'élargir les différentes recherches investigatrices.
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ANNEXES



Annexe 01

Les différentes courbes d'étalonnage au cours de I'étude sont presentées par la suite.
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Figure 14.- Courbe d’étalonnage de dosage des 0ses neutres
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Figure 15 .- Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de l'acide

ascorbique
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Figure 16.-Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de 1’extrait brut

PHF d’A. gombo
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Figure 17.-Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de 1’extrait brut

PHG d’A. gombo



o
o O
1 ]

y = 28,548x + 8,7231 *
R>=0,9636

o O
1 1

o O
1 1

Pourcentages d’inhibition%
P N W b 01 O =~
o o
1 1

o

0 0,5 1 15 2 25
Concentration

Figure 18.- Pourcentages d’inhibition contre la dénaturation des protéines en fonction de la

concentration de diclofénac de sodium
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Figure 19.- Pourcentages d’inhibition contre la dénaturation des protéines en fonction de la

concentration de PHG



Annexe 02

Les photos ci-dessous presentent les étapes d'extraction de polysaccharides hydrosolubles
des graines et des feuilles d'Astragalus gombo.

Figure 22.- Etape de précipitation



Annexe 03

Les types des appareils utilisés au cours de I’expérimentation sont illustrés ci-dessous.

Bain marie Etuve

Spectrophotometre Centrifugeuse

Balance de précision



