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Résumé.- L’étude des polysaccharides hydrosolubles des gommes résines de Ferula communis L., plante
spontanée de la famille des Apiaceae du Sahara septentrional Algérien, a permis d’isoler par
maceération une fraction polysaccharidique hydrosoluble (FC). Les gommes résines séchées sont
traitées a l’éther de pétrole. Apres une filtration, le résidu séché a température ordinaire est
maceéré a ['eau distillée. L’addition a cet extrait d’isopropanol a 95% précipite les
polysaccharides. Le rendement massique est de 43.08%. L ‘étude de la composition chimique des
extraits bruts, laisse apparaitre des taux d’oses totaux de 72.6%. Les 0ses neutres ont les teneurs
les plus élevées avec 60.45%. Les teneurs en protéines sont de 2.67%. L’ analyse de la composition
en monosaccharides par CCM aprés une hydrolyse par TFA (2M) durant 4 heures et 6 heures a
100 °C montre la présence d’arabinose, et de galactose. La mesure de TCA de [’activité
anticoagulante présente une valeur de 29.4s qui est inférieure a celle du contréle normal 30.9 s.
La fraction FC a une activité phagocytaire de 6%. Toutefois, le zymosan utilisé comme contréle
positif présente une activité de 18%.

Mots clés: Polysaccharides, plante spontanée, Apiaceae, activité biologique, Sahara.

PARTIAL CARACTERIZATION OF THE WATER-SOLUBLE
POLYSACCHARIDES OF Ferula communis L. GUMS (APIACEAE) :
BIOLOGICALS ACTIVITIES.

Abstract.- The study Crude water-soluble polysaccharides were extracted from the Ferula communis L.
gums; species of Apiaceae family, from the region of Septentrional Algerian Sahara helped by
maceration isolate a water-soluble polysaccharide fraction (FC). These polysaccharides were
obtained by elimination of the petroleum ether extract and sequential extraction in distilled water,
followed by precipitation in 95% isopropanol. The yield of extract is of 43.08%. The study of the
chemical composition of crude extracts, reveals total saccharide rate of 72.6% .The neutral
monosaccharides have the highest levels with 60.45%. Protein levels are 2.67%. The analysis of
monosaccharides composition by TLC after hydrolysis by 2 M TFA for 4 hours and 6 hours at 100
° C shows the presence of galactose and arabinose. The measurement of the APTT anticoagulant
activity provides for the fraction FC 29.4 s. This value is lower than that of the normal control
30.9 s. Fraction FC has an phagocytic activity of 6% f. However, zymosan used as positive control
has an activity of 18%.

Key words: Polysaccharides, spontaneous plants, Apiaceae, biological activity, Sahara.
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Introduction

Le genre Ferula comporte pres de 180 espéces poussant a travers le Monde,
principalement dans les régions arides. Cent trente espéces sont communes au bassin
méditerranéen et a 1’Asie centrale [1]. De nombreuses espéces du genre Ferula sont
connues depuis l'antiquité en tant que sources de gommes-oléorésines (des sécrétions
obtenues par entailles répétées de la partie supérieure des racines) surtout le galbanum et
I’ase fétide [2]. Le F. communis trées gommifere, la gomme qui suinte de la férule a la suite
de la pigdre d'un charancon est signalée par d'autres auteurs sous le nom de «résine» ou
«gomme résine» [3]. Cette espéce se développe dans une ambiance bioclimatique sub-
humide inférieure a semi-aride supérieure (Algérie) [4].

Des polysaccharides des gommes oléorésines extrait par des solutions alcooliques
font ’objet de quelques études scientifiques. Des chercheurs ont identifié la composition
des gommes par des méthodes chimiques.

Face a ce constat, la présente étude recherche les polysaccharides hydrosolubles
d’une plante spontanée du Sahara Algérien du genre Ferula. Il s’agit de Ferula communis
L.. L’étude porte sur la caractérisation partielle des polysaccharides hydrosolubles des
gommes reésines et de tester leur effet sur la cascade de la coagulation du sang, et d’évaluer
I’activité phagocytaire en présence des polysaccharides obtenus.

1.- Matériels et méthodes
1.1.- Matériel végétal

Les gommes de F. communis sont récoltées en été 2014 dans la région de Bechar
puis, transportées au laboratoire pour analyse dans des sacs en papier kraft ou sont notées
toutes les informations concernant la plante [5].

1.2.- Extraction des polysaccharides

Trente (30) grammes de poudre sont prétraités par I’éther de pétrole [6] pour
éliminer les lipides pendant 5 heures a la température ambiante avec une agitation
constante et douce. Les résidus sont séchés apres filtration a I'abri de la lumiére et a
température ambiante. Les gommes résines ainsi sechées sont macérées dans 1’cau distillée
[7] pendant 2 heures a 80°C et sous agitation constante. L’extraction est répétée trois fois.
Aprés une centrifugation a 4000 rpm pendant 15mn [8], les trois surnageant sont réunis et
concentrés. Les polysaccharides de 1’extrait concentré, sont précipités a I’aide de 3
volumes d’Isopropanol (95%) [9,10] pendant 24 heures a 4°C. Aprés une centrifugation a
4000rpm pendant 15mn, le culot est récupéré puis lavé trois fois par 1’acétone [11] et
lyophilisé pendant 24 heures. Le lyophilisat représente ’extrait brut de polysaccharides
hydrosolubles.
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1.3.- Composition de I'extrait brut de polysaccharides hydrosolubles

Le dosage des oses constitutifs des polysaccharides repose sur la réaction des
dérivés sulfuriques obtenus par action a chaud, d’un acide concentré comme [’acide
sulfurique (H2SO4), pour divers composés aromatiques, tels que le phénol pour le dosage
des oses totaux [12]. Le résorcinol pour le dosage des oses neutres [13], et le méta-
hydroxydiphényle pour le dosage des acides uroniques [14]. La concentration en 0ses
neutres et en oses totaux est obtenue par référence a une gamme étalon de glucose et celle
des oses acides avec une gamme étalon d'acide glucuronique [13]. La teneur en protéines
est déterminée par la méthode de BRADFORD (1976) [15]. La concentration en protéines
est obtenue par référence avec une gamme étalon de sérum albumine bovine, apreés
coloration au bleu de Coomassie [16].

1.4.- Caractérisation qualitative des résidus glycosidiques

Afin de déterminer la composition osidique d'un polysaccharide, on procede a son
hydrolyse [17].

1.4.1.- Hydrolyse acide des liaisons glycosidiques

Vingt cing (25) milligrammes de chaque extrait brut de polysaccharides
hydrosolubles lyophilisé sont hydrolysés par 1ml d'acide trifluoroacétique 2M, a 100°C
pendant 4 heures et 6 heures, dans des tubes fermés. Aprés refroidissement, I’hydrolysat
est récupéré. L'acide est co-évaporé par ’ajout de quelques gouttes de méthanol. Les
hydrolysats sont déposés dans un dessiccateur sous hotte pendant 24 heures jusqu’a
évaporation compléte [18].

1.4.2.- Chromatographie sur couche mince des résidus glycosidiques

Pour la présente étude, il sera utilisé différents étalons oses que peuvent renfermer
les polysaccharides. Il s’agit du galactose, de l'arabinose, du glucose, de xylose, du
mannose, et d’acide glucuronique [19]. La phase mobile est constituée d’acétate d’éthyle-
méthanol-n-butanol- eau dans les proportions de 16:3:3:1pour le premier systeme, et de
chloroforme-n-butanol-méthanol-eau-acide  acétique, dans les proportions de
4,5:12,5:5:1,5:1,5 pour le deuxiéme systéme. La phase stationnaire, des plaques en gel de
silice de type Silica gel 60 F 254 de 0,25mm d'épaisseur sur feuille d’aluminium, sont
utilisées [20]. Le réactif de Nigrum est utilise comme révélateur des spots [21].

1.5.- Activité biologique
1.5.1- Activité anticoagulante

L’effet des polysaccharides hydrosolubles sur la coagulation du sang, est évalué par
un test de coagulation qui est le temps de céphaline activée (TCA) a I’aide d’un

coagulomeétre. Le plasma utilisé est obtenu a partir du sang de sujets sains (25-45ans). Le
prélevement est fait par ponction veineuse. Le sang est mélangé au citrate tri-sodique
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(3,8%) et centrifugé (2400 g/mn, 20 mn) pour obtenir un plasma pauvre en plaquettes. Le
plasma citraté est recueilli et stocké a -80°C jusqu'a utilisation [22].

Mesure du temps de céphaline activée (TCA)

A 90ul de plasma humain normal citraté sont ajoutés 10ul de solution
polysaccharidique, puis 100ul de réactif de TCA est ajouté. Le mélange est incubé Smn a
37°C. Aprés I’ajout de 100ul de CaCl; (0.025 mol/l), le temps de céphaline (kaolin) activée
est enregistré [23].

1.5.2.- Activité phagocytaire in vitro

Quarante (40) microlitres d’extraits polysaccharidiques sont mélangés avec 200 pl
du sang hépariné et incubé dans un bain Marie fermé avec agitation (60 rpm) a 37°C
pendant 30 mn. Pour arréter la réaction, les tubes sont mis sur la glace [24]. Les cellules
stimulées sont lavées deux fois par le PBS [25] a 4°C et centrifugées a 250 g pendant 5mn.
Quarante (40) microlitres de solution de levures C. albicans sont ajoutés au mélange des
échantillons a 0°C. Les échantillons sont incubés dans un bain Marie avec agitation a 37°C
pendant 10 mn. Tandis que, pour le contrdle négatif les échantillons sont places sur la
glace [24]. Aprés incubation, la phagocytose est arrétée par I’addition de 2ml de PBS
refroidi et les cellules sont ensuite lavées trois fois du PBS froid [26]. Les levures
extracellulaires sont éliminées par centrifugation a 100g, pendant 5mn a 4°C [27]. Le teste
de phagocytose se fait par 1'évaluation de 1’activité phagocytaire des C. albicans par les
macrophages in vitro. Les cellules phagocytaires isolées a partir du sang qui sont des
leucocytes stimulés par des particules opsonisées; zymosan (contrdle positif). L’activité
phagocytaire des polysaccharides et celle du contrdle positif sont calculées selon [28],
I’activité phagocytaire est représentée comme suit : PA% = CP test %- CP blanc%.

Une centaine de cellules adhérentes sont comptées pour déterminer le pourcentage
de la phagocytose a I’aide d’un microscope optique (G:10x100). Les valeurs de
phagocytoses représentent le pourcentage de cellules qui contiennent des particules de
zymosans ou de levures intériorisées [29, 30, 31]. La capacité phagocytaire est représentée
comme suit:

CP% = (nombre des cellules ingérées/ nombre totale) x 100%

2.- Résultats et discussion
2.1.- Caractérisations de I’extrait brut de polysaccharides

Il apparait que le rendement massique des polysaccharides hydrosolubles des
gommes-résines de F. communis est de 43.08%. Le rendement est plus elevé que celui
obtenu pour les gommes de Ferula gumosa Boiss qui est de 5% [32]. Par contre il est
inférieur au rendement massique obtenu a partir des gommes oléorésines de Ferula
gummosa qui est de 67% [33].

81

M DS

sco.svs Tel/Fax : (+213) 029 71 56 89 e-mail : polysac2017@gmail.com




24 séminaire International Polysaccharides de plantes de milieux arides (POLYSAC 2017)  &u<Tsns

Ouargla, les 21et 22 Novembre 2017
Toutefois, les résultats des analyses physico-chimiques de I'extrait brut des
polysaccharides hydrosolubles des gommes-résines de F. communis, montrent des valeurs
de 2.67 % de protéines totales et 72.60 % d'oses totaux. Parmi les oses, 60.45% sont des
0ses neutres et 14.22% sont des oses acides (tableau I). Le rapport des pourcentages [oses
acides] / [oses neutres] pour I'extrait brut de polysaccharides hydrosolubles des
inflorescences gommes-résines de F. communis est de 20%.

Tableau I.- Composition de I’extrait brut de polysaccharides

Teneur en oses (%)
Totaux Neutres Acides Protéines (%)

72.60 60.45 14.22 2.67

Au vu de tableau I, et les figure let 2 de CCM le polysaccharide hydrosoluble des
gommes-résines de F. communis est constitué¢ d’arabinose, et de galactose avec une
dominance des taches de galactose donc peut étre un polysaccharide de type
arabinogalactanes.

AL FC1 FC2 Ara  Gal Glc Man Xyl acglc AL FC1 FC2 Ara  Gal Glc Man Xyl Ac.glc
Figurel.- Chromatogramme de premier Figure2.- Chromatogramme de deuxiéme
systeme systeme

Tableau I1.- Composition en monosaccharides de 1’extrait des polysaccharides
hydrosolubles des gommes résines de F. communis dans les deux systémes de CCM (Ara :
arabinose, Gal : galactose, Glc : glucose, Man : mannose, Xyl : xylose, Ac.gluc : acide
glucuronique)

Systéme 1 Systeme 2
F;;:g)nn:/ Ara | Gal | Glc | Man | Xyl | Ac.gluc | Ara | Gal | Glc | Man | Xyl | Ac.gluc
TFA(2M/ 4h) FC x | X X X
TFA(2M /6h) FC x | x X
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2.2.- Activité anticoagulante

Activité anticoagulante (TCA)

31 1
30,5 1
30 A
29,5 A

Temps (8)

28,5 T 1
control normal FC

Figure 3.- Temps (seconde) de céphaline activée (TCA) de la fraction FC pour une
concentration de 100 pg/10pl

D’aprés la figure 3 La valeur de TCA remarqué est de 29.4s. L’étude in vitro de
I'activité anticoagulante de la fraction FC montre que la fraction n’a aucun effet sur la voie
endogene de la coagulation dans le test TCA par rapport au contrdle normal 30.9 s. Un

temps de coagulation des plasmas contenant 25 pg/ml de I’héparine 115s (TCA) est
enregistré par [34].

2.3.- Activité phagocytaire

Activité Phagocytaire (%o)

20 1
15 -+

10 -

pourcentage (%)

FC zymosan

Figure 4.- Activité phagocytaire de la fraction polysaccharidique FC

La figure 4 présente la valeur de I’activité phagocytaire des extraits bruts des
polysaccharides hydrosolubles de la fraction obtenue FC. Elle est de 6% inférieure a celle
obtenue par le zymosan 18%. Ce résultat montre que la fraction pourrait sensiblement
améliorer la phagocytose des macrophages par la liaison des polysaccharides avec un
récepteur spécifique a la surface des macrophages [35].
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Conclusion

L'étude de la composition de I'extrait des polysaccharides hydrosolubles des
gommes résines de Ferula communis révéle la prédominance des oses neutres. L'analyse
des polysaccharides hydrosolubles montre une hétérogénéité et une diversité d’oses; on
trouve, en fait, les oses neutres et acides (pentoses et hexoses). lls sont constitués
principalement d’arabinose, et de galactose. La fraction FC ne prolonge pas le temps de la
coagulation mais, elle accélére un peu le temps de coagulation donc elle a peut étre 1’effet
inverse.
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