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Introduction

Depuis D’antiquité, les ressources naturelles constituent la source principale de

remedes (Kemassi et al., 2014).

Selon le rapport de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 80 % de la
population mondiale utilise les plantes médicinales pour se traiter de diverses maladies (Yaya
et al., 2014 ; Schlienger., 2014 ; Picking., 2017). Ceci s’explique par les faibles coits de
production, la disponibilité, I’accessibilité et la faible toxicité des végétaux (Yehya et al.,

2016 ; Eddouks et al., 2017).

Les plantes constituant une grande source de principes actifs qui peuvent étre utilisés

pour traiter de nombreuses maladies (Holaly et al., 2014; Marisa et al ., 2015).

Parmi ces principes actifs, les polysaccharides qui sont capables d’assurer différentes
fonctions et activités biologiques, telles que I’activité anti-tumorale, immuno-modulatrice,
anti inflammatoire, anti oxydante, anticoagulante, antidiabétique, anti microbienne et hépato
protectrice (Wijeskara et al., 2011;Thakur et al., 2012 ; Zhang et al., 2014).

D'autre part, les polysaccharides représentent une classe trés intéressante de produits
bioactifs chez les champignons, les algues, et les plantes (Yu et al., 2017).

Les polysaccharides sont connus et exploités depuis de nombreuses années du fait de
leur abondance, de leur caractére renouvelable, et de leur biodégradabilité. Ils présentent de
multiples avantages dans les aliments, les médicaments et les biomatériaux en raison de leur

biocompatibilité, leur non-toxicité et de leurs propriétés thérapeutiques (Jia et al., 2018).

Ces macromolécules disposent de propriétés texturants exceptionnelles qui les
rendent incontournables comme additifs alimentaires et auxiliaires technologiques. Ces
biopolymeres établissent en effet des interactions spécifiques avec I’eau et peuvent

épaissir, stabiliser ou gélifier une solution, méme a faible concentration (Chouana., 2017).

Des membres académiques universitaires de la recherche et de I’industrie dans le
réseau de polysaccharide européen d'excellence (EPNOE) sont convaincus que les
polysaccharides seront au point central du monde de demain pour les combustibles durables,

la nourriture, les matériaux et la production de médicaments. Une telle vision, soutenue par la
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plupart des forces politiques, sociales et économiques, est & l'origine de la relance de la
recherche dans ce domaine au cours des dernieres décennies (Persin et al., 2011) .

Le désert algérien qui est caractérisé par des conditions climatiques édaphiques trés
restrictives (précipitations tres faibles et températures annuelles moyennes élevées) et une
flore bien adaptée a ces conditions suscite actuellement beaucoup d’intérét pour I'exploration
et D’exploitation de ses especes végétales endémiques (Chouana., 2017). On appelle
endémique d’un territoire les étres vivants animal et végétal dont I’aire de répartition est tout

entiére comprise a 1’intérieur des limites de ce territoire (UICN-Med).

Ces plantes sont souvent riches en polysaccharides du fait de leur physiologie qui
leur impose de conserver 1’eau et des substrats carbonés sur des périodes longues

(Chouana., 2017).

Notamment des espéces appartenant au genre Astragalus (Fabacée) est un ensemble
de plus de 3 000 espéces (Scherson etal., 2008) ; réparties dans des régions arides et
continentales en Asie du sud, Amérique et Afrique (Zarre et al., 2013). En effet, la flore
algérienne comporte 40 espéces d’astragales (Quézel et Santa.,1962). L’une de ces 40
especes, Astragalus gombiformis Pomel, récoltée au Sahara septentrional Sud Algérien a fait

I’objet de ce travail

C'est dans ce cadre que s'inscrit le présent travail dans I'évaluation de I’activité

anticoagulante, d'un extrait polysaccharidique des tiges d’Astragalus gombiformis Pomel.
Notre travaille est structuré en trois chapitres ;

Le premier chapitre porte sur la synthése bibliographique rappelant des généralités sur
les polysaccharides et de genre Astragalus et leurs activités biologiques, et décrit le choix et la

description botanique d'espéce végétale a étudier.

Le deuxieme chapitre, aborde la partie expérimentale, en décrivant 1’extraction de
polysaccharides hydrosolubles a partir de tiges de la plante en question; en déterminant leur
composition globale et en caractérisant les residus glycosidiques par CCM. Une étude

biologique de I’extrait polysaccharidique concernant I’activité anticoagulante.

Le troisieme chapitre porte les différents résultats obtenus et la discussion. Une

conclusion et perspectives achéves ce travail.
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Chapitre 1. Synthése bibliographique

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

polysaccharides végétaux et leur activité anticoagulante.
I. Généralités sur les polysaccharides

Les polysaccharides, ainsi que des acides nucléiques et des protéines sont I'un des trois
catégories de biopolymeéres qui existent partout dans la nature, et jouent de nombreux réles
essentiels dans la biologie des systémes vivants, y compris le stockage de I'énergie, la

transduction de signal cellulaire et le soutien structurel (Ruiging et al., 2017).

Ce sont des macromolécules glucidiques naturelles avec des unités répétitives de

monosaccharide reliés par des liaisons glycosidiques (Farzad et al., 2017).

Les polyholosides ou polyosides ou glucanes nommeés polysaccharides dont le degré
de polymérisation est supérieur a 10. lls sont classés soit comme macromolécule de structure

(cellulose, pectine, chitine ...) soit comme macromolécule de réserve (amidon, glycogene...)

(Delattre., 2005).

Ces polymeres peuvent étre linéaires ou ramifiés, avec un poids moléculaire de

dizaines de milliers voire de millions (Yue Yua et al., 2018).

IIs sont présents chez tous les étres vivants, dans les végétaux comme I'amidon, la
cellulose et les pectines; dans les animaux comme le glycogene et I'acide hyaluronique (Chen
et Huang., 2018b). la chitine chez les insectes et les crustacés dans les microorganismes

comme le xanthane chez bactéries (Salehizadeh et al., 2018).

Les glucides ou saccharides sont les molécules biologiques les plus abondantes. Leur
formule brute générale (CH,0), qui donne le nom d’hydrates de carbone ou carbohydrates.
Les unités de base des glucides sont appelées monosaccharides ou oses. Ce sont des
polyhydroxyaldéhydes ou des polyhydroxycétones contenants entre 3 et 7 atomes de carbone.
(Chouana., 2017).

IIs peuvent étre classés en fonction de leur charge dont polysaccharide cationique
(chitine, chitosan), polysaccharide anionique (héparine, acide hyaluronique, acide alginique et
chondroitine sulfate) et polysaccharide non ionique (dextrane, amidon et cellulose).
(Salehizadeh et al., 2018;Li et al., 2018).
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I.1.Classification des polysaccharides selon leurs composition

Les polysaccharides peuvent étre classés sur la base de leur composition en
monomeres en deux types, c'est-a-dire les homo-polysaccharides ou les homoglycanes, qui
sont composé d'un seul type de monosaccharide, comme la cellulose et le glycogéne qui sont
constitués de glucose (Naseri N., 2018); Les hétéro-polysaccharides ou les hétéroglycanes,
qui compose en plus d'un type de monosaccharide, tel que arabinoxylanne (Rosickaka et al.,
2018).

1.1.1. Homopolysaccharides

On classe les Homopolysaccharides d'aprés la nature de l'unité osidique qui les
compose. Les glucanes sont des polymeres de D-glucoses ; les galactanes sont des polymeres
de D- galactose et les xylanes des polymeres de D-xylose (Voet et al., 2005). Les
Homopolysaccharides peuvent étre linéaires (amylose, cellulose, chitine) ou ramifiés

(amylopectine, glycogéne) (Moussrd., 2007).

Les glucosanes (amidon, cellulose), ce sont des polysaccharides homogeénes les plus
importants, qui sont composés exclusivement d’enchainement de molécules de glucose, et ils
représentent les sucres de réserve et de structure, sont constitués aussi d’un seul type de

monosaccharides (Hames et al., 2006).
I. 1.2. Hétéropolysaccharides

Les hétéropolysaccharides comportent comme leur nom I’indique, plusieurs types
d’oses et jouent un role important dans le tissu de soutien et la matrice extracellulaire de
I’organisme. lls constituent de longues chaines d’oses indépendantes ou liées a un noyau
protéique, dans ce dernier cas, le volume de la chaine osidiques est bien plus important que

celui de la partie protéique (Widmer et al., 2000).

Les hétéropolysaccharides sont des molécules de haut poids moléculaire contenant au
moins deux per de monosaccharides formant un motif de base polymerisé (Fabre., 1989)

On classe les hétéropolysaccharides d'aprés la nature des principales unités osidiques
qui les composent. Les araboxylanes sont des polymeéres mixtes d'arabinose et de xylose. Le

méme principe s'applique pour classer les galactoarabanes, les galactomannanes etc.. .les
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hétéropolysaccharides sont généralement formés que de quelques types de monosaccharides

qui alternent selon une séquence répétitive (Voet et al., 2005).
1.2. Classification des polysaccharides selon leurs sources

La diversité des structures et des emplois des polysaccharides nous conduit a adopter

un classification fondée sur leur origine (Bruneton., 2009). (tableau 01)

Il existe dans la nature de nombreuses variétés de polysaccharides. Ces derniers
peuvent étre d'origine végétale, 1ls peuvent également étre issus des algues, ou encore étre

d'origine animale ou microbienne (Robyt., 1998).

Tableau 1: Origine des principaux polysaccharides (Sandrine., 2004).

Origine des polysaccharides Polysaccharides

Végétal Agar, agarose
Alginate
Amidon

Arabinogalactane
Arabinoxylane
B-glucane
Carraghénane
Cellulose
Galactomannane
Glucomannane
Pectine
Ulvane
Xylane (hémicellulose)
Xyloglucane
Bactérienne Curdlane
Gellane
Pullulane
Xanthane
Animal Chitine et chitosane
Héparine
Hyaluronane
Sulfate de chondroitine
Fongique Krestine
Lentinane
Schizophyllane
Scléroglucane
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I. 2.1- Polysaccharides végétaux

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

polysaccharides exsudats (gomme arabique) et enfin on mucilages (Soukoulis et al., 2018).

1.2.1.1.Polysaccharides de réserves

Les polysaccharides de réserve sont des ressources caloriques. Le plus connu d’entre

eux est ’amidon (aussi appelé dans certains cas fécule), qui n’est synthétis€ que par les

plantes (Yves .,2008).

1.2.1.1.2.Amidon

L’amidon est un homopolymeére de D-glucose, linéaire provenant de plantes. Il est
insoluble dans I'eau froide, l'alcool ou d'autres solvants, mais soluble dans I'eau chaude.
L’amidon brut comprend un mélange d'amylose et d'amylopectine. Selon la source d'amidon,

I'amylose et I'amylopectine sont présents a des niveaux allant jusqu'a 25% et 95%

respectivement (Salehizadeh et al., 2017).

L'amylose est essentiellement un polymere linéaire des unités de glucopyranose liées
par a-(1—4), L'amylopectine est une molécule fortement ramifiée de D-glucopyranosyl liés
en o-(1—4) ramifié selon la liaison a-(1—6). L'amylopectine est l'une des plus grandes

molécules présente dans la nature (Vanier et al., 2017).(Figure 01).

e : I 2 Jes
Amvlose > /SN | Amylopectlne {é’ﬁ :;f‘g ;‘Z‘:"
Chaine linéraire :(z"“_' Chaines ramifides "fﬁ;“‘f}ié
. > 2 o '_/:y y:.l'.-\ ‘*‘ 7]
\J(J‘-.’ ‘K.ﬁ) &F&? W
\(}' A HOCH2 HOCH, ‘f‘y ;“a?
{ P
\04\ \OA .v\o .
CH,O0H CH,;0H CH;OH CH0H |
p=-3 Q J=0 HOCH,  HOCH, CH, HOCH,
oo 'o\_( o A0 QLD
OH OH OH OH a 28 4Ah LB 4

Figure 1 : Schéma simplifié de la structure chimique de I'amylose et de I'amylopectine
(Ruiz., 2005)
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I. 2.1.2 Polysaccharides de structure

Les polysaccharides structurels sont les composants des parois cellulaires des plantes,

parmi lesquels les celluloses, les pectines et I'hémicellulose.
I. 2.1.2.1.Cellulose

La cellulose est une chaine linéaire d'unités  (1-4) -D-glucose qui se lient cote a cote

de facon parallele pour former des micros fibrilles d'épaisseurs variables (Figure 02).

La cellulose est produite par de nhombreux organismes, y compris les bactéries, les
algues, les plantes et certains animaux marins (Tuo Wang et al., 2017), mais sa principale
source est les parois cellulaires des plantes. Elle est insoluble dans la plupart des solvants.
L’ensemble de ces propriétés physico-chimiques et mécaniques, en plus de sa grande
abondance et disponibilité, font de la cellulose I'un des polysaccharides le plus étudié

(Chouana., 2017).

Nombreuses études constatent que la cellulose possede des propriétés uniques telles
que la capacité hydrophile et la cristallinité. De plus, elle est non toxique et insoluble dans

nombreux solvants dus aux liaisons hydrogene (Nursyazwani et al., 2018).

Cellulose Polymer and its beta-Glucose Monomer

HO HO
o H o o
: - ~] ™~ - S N
WG OH = = OH H
O = N X
=] OH - OH

om n

H OH
beta-Glucose monomer

Figure 2: structure chimique de la cellulose (Ruff., 2008)
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I. 2.1.2.2.Pectine

Les Pectines forme la classe la plus complexe de polysaccharide (Bayar et al., 2017).
et I'un des composants majeurs des parois cellulaires primaires et cellulaires moyennes des

plantes supérieures (Chen et al., 2019).

IIs peuvent également avoir d'autres résidus de sucre présents en tant que des chaines
latérale ou dans la chaines principale. Ceux-ci peuvent inclure le rhamnose, le galactose et
I'arabinose (Wang et al., 2018).

Le degré d'estérification du résidus acides galacturonique ont une influence
déterminante sur les propriétés physico-chimiques des pectines, principalement en termes de
complexation et de formation de gel (Bayar et al., 2017).

Trois classes principales de pectine sont reconnues (Wang et al., 2018) (Figure 03) :

Homo galacturonane (HG), qui comprend un squelette de résidus d'acide

a-(1 — 4)-D galacturonosyluronique .

2- Rhamnogalacturonan | (RG-I), comprenant des résidus a-D galacturonosyle
entrecoupés et des résidus rhamnosyle, avec des chaines latérales de résidus galactosyle et

arabinosyle.

3- Rhamnogalacturonan 1l (RG-II), qui est moins abondante que les deux autres

classes, mais a une composition complexe

Les pectines capables de piéger I'eau pour former des gels a faible concentration, de
sorte qu'elles sont largement utilisée comme agent gélifiant, épaississant ou stabilisant dans
les confitures, la boulangerie, les confiseries et les produits laitiers. En plus, elles peuvent étre
considérées comme des fibre diététique, prébiotiques et substituts de graisse, montrant des

propriétés bioactives et fonctionnelles (Nagash et al., 2017).
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Figure 3: Représentation schématique de la structure primaire des pectines (Pérez et al.,
2003).

I. 2.1.2.3.Hémicellulose

Le nom hémicellulose a été désigner tous les polysaccharides de la plante que 1’on
pouvait extraire par des solutions aqueuses alcalines. Elles different de la cellulose par

I’hétérogénéité de leur composition mono saccharidique (Mongi., 2015).

Il est considéré comme la deuxiéme plus abondante composante de la biomasse ligno

cellulosique qui représente 20% - 40% selon les especes (Ragab et al., 2018).

Contrairement a la cellulose, I'némicellulose est constituée d'un polymeére court et
hautement ramifié d'unités polysaccharidiques a cing et six atomes de carbone, comme les

xylanes, le mannane, les B-glucanes et les xyloglucanes (Luo et al., 2018).

Les hémicelluloses fonctionnent comme matériel de soutien dans les parois cellulaires.
Ils sont facilement hydrolysés par les acides a leurs composants en monomeres, composé de
D-glucose, de D-mannose, de D-galactose, est D-xylose, L-arabinose et de petites quantités de

L-rhamnose en plus de I'acide D glucuronique, de I'acide 4-O-méthyl-D-glucuronique et de

10
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I'acide D.galacturonique. En raison de leurs structures amorphes, les hémicelluloses ont une

réactivite plus élevée que celle de la cellulose (Zobiri et al., 2019).

Certaines formes d'hémicellulose commencent a se dissoudre dans l'eau a une
température de 150°C et sa solubilité augmente dans l'ordre du galactose, de l'arabinose, du
glucose, du xylose et du mannose; ce sont des différentes sucres qui sont soit des sucres
pentoses, soit des sucres hexoses. Il y a trois sous-groupes principaux d'hémicelluloses qui
présentent des fragments de résidus de B-(1— 4)-D-pyranose (sucres hémiacétal) a savoir les

mannanes, les xyloglucanes et les xylanes (Naidu et al., 2018).

L'hémicellulose est relativement facile a hydrolyser par rapport a la cellulose qui
présente plus de cristallinité et un plus haut degré de polymérisation, il est décomposée et
métabolisée avant d'autres composants structurels (Shrestha et al., 2017).

Xylanes sont des composés hémicellulosiques trouver dans les parois cellulaires des
plantes. Ce sont des hétéropolymeéres constitués des résidus D-xylosyle liés par B-(1 — 4).
Certaines enzymes impliquées dans I'utilisation du xylane et du xylose comme les
endoxylanases, nécessaires a la rupture du xylose li¢ au B-(1—4) et les B-xylosidases

nécessaires a la dégradation de xylane ramifié (Dinesh et al., 2016).
I.2.1.3.Exsudats et mucilages

Les gommes et les mucilages ont certaines similitudes. Le terme "gomme" est utilisé
pour décrire un groupe de polysaccharides d'origine naturelle qui trouvent des applications
industrielles généralisées en raison de leur capacité, soit a former des gels et a stabiliser des
émulsions. Ce sont des hydrocolloides végétaux généralement de  nature

hétéropolysaccharidiques partiellement anioniques pour la plupart (Jani et al., 2009).

Les gommes sont des produits exsudés suite a une blessure de la plante ou en raison de

conditions défavorables comme la sécheresse (formation extracellulaire) (Jani et al., 2009).

Les polymeres constitutifs des mucilages sont en général des xylanes ou des dérivés
pectiques et renferment le plus souvent des oses neutres (xylose, arabinose, galactose,
rhamnose,...) et des acides uroniques (acide galacturonique, acide glucuronique) (Delattre.,
2005).

11
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Ce sont des constituants normaux des plantes. Ils ont un réle protecteur ; préviennent
la déshydratation des graines et leur conservent leurs facultés germinatives (Vercaitere.,
2011).

Notons que la différence entre gommes et mucilages reste aujourd'hui encore ambigué
puisque les premieres sont plutdt collantes et proviennent de la surface des arbres alors que
les seconds sont des hydrocolloides visqueux issus de graines ou de tissus souples (\Voragen et
al,, 1995).

Les polysaccharides constituant ces mucilages sont souvent polaires et trés
hydrophiles, de trés hautes masse molaires, hautement ramifiés et composés de différents

monosaccharides (Petera., 2016).

Le rdle physiologique du mucilage n'est pas négligeable puisqu'il permet a la plante
d'absorber et stocker des quantités hydriques importantes. En cas de besoin, la libération
progressive de I'eau vers d'autres tissus est possible en période de sécheresse. Inversement, en
présence de quantités d'eau trop importantes, le gonflement du mucilage peut entrainer

I'éclatement des tissus (Fabrice., 2008).
I. 3. Activités biologiques des polysaccharides

La diversité structurale des polysaccharides quelle que soit leur origine (animale,
végétale ou microbienne) confére a ces macromolécules de nombreuses activités biologiques
(Colliec-jouault et al., 2004).

Ainsi grace a leurs propriétés interactives et régulatrices, les polysaccharides
participent au contréle de I’activité cellulaire (prolifération, différenciation, adhésion et
migration) mais €galement de 1’activité de nombreuses enzymes. De telles molécules aux
multiples fonctions spécifiques peuvent étre exploitées en thérapeutique (Colliec-Jouault et
al., 2004)

Les polysaccharides végétaux ont étée largement étudiés pour leurs propriétés
chimiques et leurs activités biologiques dans l'industrie alimentaire et médicale. Les activités
biologiques d'un polysaccharide dépendent de sa structure moléculaire, y compris I'unité de
sucre, la liaison glycosidique de la chaine principale, le degré de polymérisation de la branche

et la configuration de la chaine (Li et al., 2018).

12
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En médecines traditionnelles, le recours a I’utilisation des plantes et/ou de leurs extraits
est une approche biologique sans effets négatifs sur I’écologie (Sokovi¢ et Van Griensven.,
2006). Les essences semblent étre suffisamment efficaces sur les germes résistants aux
antibiotiques (Buchbauer et Jirovetz ., 1994). Le pouvoir antimicrobien des plantes
médicinales serait dii en totalité et/ou en partie aux essences qu’elles contiennent (Akgiil et

Kivanc, 1988).
I. 3.1. activités antimicrobiennes

Le terme "agent antimicrobien” désigne toute substance utilisée pour détruire les
micro-organismes ou empécher leur croissance, y compris, agents antibactériens. Les agents
antimicrobiens sont utilisés depuis des décennies pour traiter les maladies transmissibles et
prévenir les infections (Cce .; 2001). Le mode d’action de ces agents sur les bactéries, peuvent
étre : bactériostatique, lorsque la substance inhibe la multiplication des bactéries ou
bactéricides : lorsque la substance détruit totalement les bactéries. En général, bactérie
GRAM - sont plus résistantes que les GRAM + grace a la structure de leur membrane interne
(Ouis .; 2015) .

Beaucoup de groupes de recherches ont étudi¢ 1’activité antimicrobienne des extraits
de plantes médicinales, ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement contre les

bactéries (Jurgen et al ., 2009)

D’autres groupes de chercheurs ont franchi une étape plus loin, ils ont isolé et identifié
les métabolites responsables de I’activité antimicrobienne des extraits de plantes, cette étape
constitue une plateforme pour plusieurs implications incluant 1’industries pharmaceutique, la

médecine alternative, et la thérapie naturelle (Huang et al. ; 2008).
I. 3. 1.1. Principe

La méthode de diffusion sur gélose est une méthode préliminaire permettant de repérer

les produits qui sont actifs sur les souches indicatrices et d’évaluer la sensibilit¢ de ces

souches (Duval et al. ;1990).

Elle consiste a déposer, sur une culture de germes indicateurs préalablement
ensemences, des disques imbibés d’extrait. La diffusion de I’extrait sur le milieu peut inhiber

la croissance des souches a tester. Pour les bactéries et les levures, une zone claire ou zone
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d’inhibition est observée lorsque 1’extrait est actif, la mesure du diamétre de la zone
d’inhibition permet d’évaluer la sensibilité de ces germes qui peut varier en fonction de la

souche testée (Duval et al.; 1990; Ferron. ;1994).

1.3.2.Activité anti-inflammatoire

L'inflammation est une mécanisme de défense contre les agressions externes ou les

Iésions cellulaires (Espinoza et al., 2019).

Le processus de l'inflammation implique un réseau complexe de cascades de
signalisation cellulaires et moléculaires destinées a restaurer I'homéostasie des tissus ou des
organes, a leur réparation et a leur régénération. Cependant une inflammation aigué, grave et
systémique peut entrainer une pathologie, une défaillance d'organe et la mort, comme cela se
produit lors d'une septicémie. En outre, si I'inflammation persiste plus longtemps et devient
chronique, elle peut provoquer des maladies inflammatoires chroniques , notamment le cancer
et l'auto-immunité (Kumar., 2019). Les macrophages produisent des médiateurs
inflammatoires tels que l'oxyde nitrique, les prostaglandines (PG) et les cytokines. Ainsi,
I'inhibition des médiateurs inflammatoires est importante dans le traitement de I'inflammation
(Sornsiri et al., 2018).

En générale, le traitement d'inflammation fait appel aux anti-inflammatoires
stéroidiens (glucocorticoides) et non stéroidiens (AINS). Ces molécules bien qu’étant
efficaces, associées a des effets indésirables tels des dommages digestifs (ulcéres gastro
duodénaux, sténose, perforation) et des toxicités rénales (insuffisance rénale aigué, rétention
hydrosodée). (Yougbare Z et al., 2016).

En raison de ces problemes, des études et no botaniques menées en Afrique et
plusieurs manuels publiés qui tentent de donner un apercu des médicaments a base de plantes
(Pompermaier et al., 2018). L'utilisation de médicaments a base de plantes est largement lié
aux effets antioxydants et anti-inflammatoires des composés phytochimiques présents dans les

fruits, les légumes et les épices (Zahn et al., 2019)

I. 3.3. Activité Antidiabétiques

Le diabéte sucré ou diabétes mellitus (DM) est un trouble métabolique chronique qui

se manifeste par des taux de glucose plasmatique anormalement élevés qui sont soit
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supérieurs a 7.0 mmol/L (126 mg/dL) a jeun ou 11.1 mmol/L (200 mg/dL) deux heures apres
la prise de glucose ( Zimm et al., 2001).

Le diabéte associé a des complications, telles que des défaillances organiques
multiples (Wang et al., 2019c). Les défis du systeme de prestation de soins de santé publique
avec les ressources humaines et financieres inadéquates aussi les antidiabétiques colteux
associes a une disponibilité limitées, toutes ces conditions ont ouvert de nouvelles
perspectives aux diabétiques de rechercher des médicaments complémentaires et alternatifs
(Chinsembu., 2018). Ainsi, les polysaccharides de sources naturelles ont un grand potentiel
dans la prévention de I'apparition et du développement du diabéte (Li et al., 2019b).

1.3.4.Activité anticoagulante

La coagulation est le processus qui aboutit a la formation de fibrine nécessaire a la
consolidation du clou plaquettaire. 1l s'agit d'une séquence de réactions enzymatiques
permettant I'activation de facteurs plasmatiques inactifs en protéases actives (Plaziat et al.,
2009).

Elle est divisée en deux voies, la voie extrinseque et la voie intrinseque, suivie d’une
voie commune apreés l'activation du Facteur X (FX) (De-Caterina et al., 2012., Pierce et al.,
1999).( Figure 04).

Elle nécessite I’intervention de nombreux facteurs plasmatiques, nommés de I a XIII
Ces facteurs sont présents sous forme de précurseurs inactifs dans le sang. Lorsqu’ils sont
activés par protéolyse, on leur adjoint la lettre « a ». Ces facteurs sont synthétisés par le foie
(Penche, 2015).

1.3.4.1.Voie extrinseque ou voie tissulaire

Elle utilise les facteurs tissulaires libérés lors de la lésion vasculaire. En présence de
calcium et du facteur tissulaire lié aux phospholipides des membranes cellulaires, le facteur
VII s’active en devenant la convertine (VIla). Le VIla li¢ au facteur tissulaire permet d’activer
le facteur X lorsque le facteur tissulaire est en exces. Mais, en présence de peu de facteur

tissulaire, le facteur Vlla pourra activer le facteur IX (Pench., 2015).
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1.3.4.2.Voie intrinséque ou voie cellulaire

Elle est ainsi dénommeée voie cellulaire car toutes les protéines nécessaires a cette voie

se trouvent dans le plasma (Harif., 2007).

Cette voie nécessite I’intervention du systéme contact. I comprend quatre facteurs
(XII, XI, prékalluikréine et kininogéne de haut poids moléculaire). L’activation du systéme
contact peut étre declenchée par le contact du facteur XII avec une surface chargée
négativement mouillable ou certains composés biochimiques. Le facteur IX activé en

présence du facteur VIII activé permet I’activation du facteur X.

La distinction de ces deux voies reste utile pour le diagnostic des pathologies de la
coagulation et de leur exploration. Toutefois les travaux récents ont montré que la voie
tissulaire est prépondérante in vivo. La voie intrinséque venant renforcer ou suppléer cette

voie dans certains cas (Pench., 2015).
1.3.4.3.Voie commune

Cette voie correspond aux réactions enzymatiques conduisant a la formation de
fibrine & partir du fibrinogene. Dans un premier temps il y a une activation de la prothrombine
en thrombine par le complexe formé par le facteur Xa, le facteur Va, le Calcium et les
phospholipides plaguettaires. La thrombine convertira le fibrinogéne en monomeres de
fibrines qui vont former le caillot de fibrine par des liaisons électrostatiques. Ce caillot reste
soluble. Le facteur XIII activé par la thrombine va agir sur le caillot pour le rendre insoluble
par la transformation des liaisons entre les monomeres de fibrine en liaisons covalentes
(Harif., 2007).

L’effet anticoagulant est défini comme l'inhibition de la formation de thrombine active
dans le plasma, alors que l'effet anti thrombotique est défini comme l'inhibition de la

formation de la thrombose et /ou de sa croissance (Colliec et al., 1990).

La thrombose est une maladie vasculaire les plus fréquentes qui résultent d'une
interaction complexe entre les protéines circulantes de la coagulation, les plaquettes et la paroi
vasculaire. Elle est ’'une des principales causes des troubles thromboemboliques affectant des

milliers de personnes dans le monde (Mansoor., 2013). Elle cause aussi la maladie cardiaque
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ischémique, les accidents vasculo-cérébraux (AVC) et les lésions traumatiques (Lance.,
2015).

La thrombose veineuse se produit dans le monde entier a une incidence annuelle de 1
par 1000 adultes. Le traitement de la thrombose utilise des agents thrombolytiques a activités

anticoagulantes et antiplaquettaires (Souza et al., 2015).

Les plus utilisés sont jusqu’a’ présent I’héparine et ses dérivés et les anti vitamines K
(AVK). De nombreuses études cliniques ont démontré leur action dans la prévention et le

traitement de complications thromboemboliques (Kortchinsky et al., 2013).

L'héparine est un polysaccharide linéaire hautement sulfaté contenant principalement
une unité¢ disaccharidique répétée (a-D-glucosamine en alternance avec de l'acide a-L-
iduronique).C’est le polysaccharide le plus largement utilis¢ cliniquement comme

anticoagulant et antithrombotique (Souza et al., 2015).

La consommation d'anticoagulants ou composés phytochimiques alimentaires ayant de
propriétés anticoagulantes, peut réduire ou éliminer les risques de maladies

thromboemboliques (Mansour., 2013).
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Figure 4: Cascade de la coagulation sanguine (Cesarman M et al., 2005)

1.4.Matériel végetal

Les especes végétales d'intéret médicinales sont impliquées dans différents secteurs a
I'état brut ou sous formes d'huiles, extraits, solutions aqueuses ou organiques (Attiy et., 1995).
Leurs préparation a base vegétales contiennent un ou plusieurs principes actifs utilisables a

des fins thérapeutiques (Farns worth et al., 1986).
1.4.1. Repartions geographique de genre Astragalus

L'Astragalus (Fabacée), est un genre largement distribué dans toutes les régions
tempérées du monde, localisées principalement en Europe, I'Asie et Amérique du Nord.
Environ 2000 des espéces avec plus de 250 sections taxonomiques dans le monde
(Maassoumi.,1998 ; Wojciechowski et al., 2004), Avec une prédominance dans la région de
1I’Asie du sud (1500 espéeces), en Europe (500 especes), en Amérique du Nord(500 especes) et
en Amérique latine (Zarre et al. , 2013).
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Les espéces d'Astragalus grandissant en Afrique du Nord (Quézel et al., 1963,
Ozenda,1991).En Algérie le genre Astragalus est distribué dans la zone pré-saharienne et
associee a la deésertification dans les zones arides en raison du surpaturage (Hirche.,
2010).Dans les regions du bassin Mediterranéen, pres de cing cents especes du genre
Astragalus (Bel kassaoui H., 2007).

1.4.2.Description morphologique de I’espéce Astragalus gombiformis:

Le genre Astragalus, est le plus important de la famille des légumineuses.
la classification botanique donner par (Quézel et al., 1962 ; Boumlik., 1995 ; Chehma .,
2006).

Plante vigoureuse au port dressé de 10 a 50 cm de haut. Tiges bien développées.
Feuilles de grande taille de couleur vert clair, avec de trés nombreuses petites folioles
(Ozenda p. ;1977). Les pétioles robustes perdant leurs folioles deviennent coriaces et piquant
a I’extrémité. Fleurs jaunes, en grappe axillaires denses. Gousse couverte d’un duvet soyeux.

Elle est tres résistante a la sécheresse (Chehma A .; 2006).

Timimoune en février 2021) (Haifa et Souad., 2021)

1.4.3.1 L’espece Astragalus gombiformis Pomel.

Astragalus gombiformis Pomel est une espéce de plante psammophyte du désert
sauvage appartenant a la famille des Fabaceées. Il s'agit d'une plante herbacée pérenne, d'un
sous-arbuste ou d'un arbuste qui contribue grandement a I'alimentation des dromadaires et des

cheévres élevées par les agriculteurs de la région aride du Maroc oriental, de I'Algérie et de la
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Tunisie, ou la production animale repose presque exclusivement sur le paturage de plantes

indigénes(Guerrouj et al., 2013).

Cette Iégumineuse fourragére est bien adaptée aux conditions arides, notamment aux
sols sablonneux, et est considérée comme ayant une plus grande valeur nutritive que de
nombreuses espéces de fougeres et de buissons. Astragalus gombiformis est également utilisé

traditionnellement contre les morsures de serpents et de scorpions (Guerrouj et al., 2013).

Tableau 2: classification botanique de Astragalus gombiformis Pomel (Quézel et al.,
1962. ; Boumlik., 1995 ; Chehma ., 2006).

Regne Plantes (\Végétal)
Embranchement Spermatophytes
Sous Embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Fables
Famille Fabaceae
Sous famille Papilionaceae
Genre Astragalus
Noms vernaculaire Djelban el hamir, Foul el hamir, Gelga

1.4.4.Intéréts médicinal de genre Astragalus

Les plantes appartenant au genre Astragalus sont traditionnellement utilisées

pour leurs vertus thérapeutiques. (Duke et al., 2008).

En medecine traditionnelle, I’Astragalus sont utilisées depuis des millénaires

par les Hindous et les Chinois (Chaudhary et al., 2008).

L'Astragalus contient de nombreux éléments actifs, tels que des flavonoides, des
polysaccharides.
Comme agent thérapeutique, elle est recommandée dans les cas de faiblesse,

engourdissements, asthme, nervosité, tendance aux infections, transpirations nocturnes,
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rhumes et grippes, douleurs arthritiques, déficience du systéeme immunitaire et insuffisance de
production d’urine (Saoudo M., 2007).

Les feuilles d’Astragalus sont utilisées en médecine traditionnelle pour le traitement
des hémorroides (Hassen T et al., 2012). L’Astragalus peut provoquer une dilatation
(expansion) des vaisseaux sanguins. La prudence est donc de mise chez les personnes ayant

déja un sang clair ou qui utilisent des anticoagulants. (Lori lyons et al., 2005).

Les especes du genre Astragalus sont utilisées dans la médecine traditionnelle dans le
monde entier comme des herbes médicinales contre l'ulcere de I'estomac, la toux, la
bronchite chronique, I'nypertension, les troubles gynécologiques, le diabete et les piqures

venimeuses de scorpion (Walter., 1991).

L’Astragalus a des nombreux effets sur la santé humaine tels qu’agir comme anti-
inflammatoire, stimuler le systéme immunitaire, effet anti-vieillissement, et protége le
systeme cardiovasculaire (Huang et al.; 2012 ; Piao et al., 2014). Et comme anti tumorales
(Liu et al.;2001), anti oxydantes (Zhang et al.;2013), anticoagulantes (Athukorala et
al., ;2006), anti compléments (Xu et al.,, 2007), antiulcéreuses (Xu et al., 2007), et
hypoglycémiantes (Tongh Liang et al., 2008).
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La méthodologie de travail porte sur principe d'étude, matériel d'étude, extraction des
polysaccharides hydrosolubles des tiges d’Astragalus gombiformis et leurs activités

biologiques.

I1.1. Principe d’étude

L’étude porte sur I'extraction aqueuse des polysaccharides hydrosolubles issus de tiges
d’Astragalus gombiformis Pomel. Ainsi, les extraits de polysaccharides sont caractérisés
partiellement par des méthodes colorimétriques, a savoir la détermination des teneurs en oses
totaux. De méme, une analyse qualitative des résidus glycosidiques constitutifs apres
hydrolyse par chromatographie sur couche mince est effectuée. Cette étude vise aussi les

propriétés biologiques dont I’activité anticoagulante (Figure 06).

Choix de plante, collecte, séchage et broyage de matériel
végetal (15 g de poudre fin séche).

'

Extraction des polysaccharides

hydrosolubles

1

Extrait brut
Etude de la composition Caractérisation Activités biologiques
d'extrait brut d’'extrait brut
%+ Dosagesdes oses /I::' Hydrolyse acide (/_*:' Activité \
totaux. des liaisons anticoagulante.
glysodiques.

%+ Chromatographie
sur couche mince
(CCM)

/N o v

Figure 5: Schéma globale de différentes étapes expérimentales
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11.2.Matériel d'étude
Le matériel d’étude est constitué de matériels biologiques, de produits chimiques et

des appareilles utilisés au cours de 1I’expérimentation.

11.2.1. Matériel biologique

Le matériel biologique est représenté par la plante médicinale spontanée Astragalus

gombiformis Pomel.
11.2.1.1. Préparation du mateériel végeétal

Notre étude a été réalisée sur la partie aérienne (tige) de la plante saine récolté dans la
région de Ouled Said de la wilaya de Timimoune (Latitude 29°25'00.6"N ; Longitude
0°14'58.8"E). A la fin de Février 2021, I’identification botanique d’espéce végétal a été fait
par Ms. Eddoud Amar enseignant a I’université de Kasdi Merbah Ouargla faculté de sciences

de la nature et de la vie (Figure 07)

Photo 5: Carte geographique de Ouled Said commune de la wilaya de Timimoune.
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Un séchage est effectué a l'abri de la lumiére et a température ambiante, afin de
préserver au maximum I’intégrité des molécules (Addoun et al., 2019), les tiges sont broyée
savec un mixeur électrique pour obtenir une poudre (Figure 08). La poudre est conservee

dans un endroit frais et sec a I’abri de la lumiere jusqu'a leur utilisation.

photo 3: Les tiges broyées d’Astragalus gombiformis (Haifa et Souad ., 2021)
11.3. Extraction des polysaccharides hydrosolubles issus des tiges d’Astragalus gombiformis

Une quantité de 15g de poudre de tiges sont décolorées par traitement a I’acétone (150
ml) (Yang et al., 2015) pendant 5 h sous agitation (100 rpm) a température ambiante deux fois
(Yan et al., 2019) Apres filtration sur papier filtre, et séchage, le broyat est macéré dans 150
ml d'eau distillée a 60°C pendant deux heures (He et al., 2017), la macération est répétée trois
fois (Wang et al., 2014).Le mélange a été ensuite centrifugé a 3500 rpm pendant 15 mn (Chen
et al., 2010Db). les 3 surnageants sont récupérés puis précipités a l'aide de 3 volumes d’éthanol
(750 ml) (80%) pendant une nuita 4°C (Holderness et al., 2011). Aprés centrifugation a 3500
rpm pendant 15, le culot obtenu a été lavé 3 fois par I’acétone (Tabarsa et al., 2018).A la fin,
une poudre blanc jaunatre et séche a été obtenue, c’est I’extrait brut de polysaccharides

hydrosolubles.
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Figure 6: Différentes étapes de 1’extraction des polysaccharides hydrosolubles (Liu et
al.,2011; Chidouh et al., 2014;Hu et al., 2013; Chen et al., 2010b; Yang et al., 2008;
Holderness et al., 2011; Zhu et al., 2014; Luo, 2014; Yan et al., 2008; He et al., 2013)

11.3.1.Calcul du rendement des polysaccharides

Le rendement massique, est un rapport entre la masse de I’extrait brut obtenu et la

masse de la matiere de départ. Il se calcule comme suit (Wang et al., 2018) :

Poids en de I’extrait brut des polysaccharides
Rendement (%)= _(g) Y X 100
Poids de la mati ere végétale sec en (g)
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11.3.2.Composition des extrais des polysaccharides hydrosolubles

L'étude de la composition de I'extrait brut polysaccharidique hydrosoluble des tiges

(PTAG) consiste a déterminer les teneurs en oses totaux par un dosage colorimétrique.
11.3.2.1. Dosage des oses totaux

La teneur des oses totaux dans polysaccharidique hydrosoluble des tiges d’Astragalus
gombiformis (PTAG) est déterminée selon la méthode phénol- acide sulfurique décrite selon
(Dubois et al., 1956).

11.3.2.1. 1.Principe

Le principe de dosage colorimétrique repose sur la condensation, En présence de
I'acide sulfurique concentré, les oses déshydratés en composés de la famille de dérivés
furfuriques, et en milieu acide fort et a chaud. Ces produits se condensent avec le phénol pour
donner des complexes jaune-orangés (Lecheb., 2010), Les chromophores ainsi formés
absorbent dans le domaine du visible entre 450 a 550 nm proportionnellement avec la quantité

de sucres présents (Warrand., 2004).
11.3.2.1.2. Préparation des réactifs et des solutions
v Préparation de la solution mére de I'extrait polysaccharidique 0,01% :
La solution est préparée avec 10 mg de I'extrait brut PTAG dans 100 ml d'eau distillée.
v Préparation de la solution mére de glucose 0,01% :
La préparation est effectuée par 0.01 g du glucose dans 100 ml d'eau distillée.
v Préparation de la solution du phénol 5% :

La solution est préparée avec 1g du phénol dans 20ml d'eau distillée .
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Tableau 3: Gamme étalon du glucose

Blanc 0.002% 0.004% 0.006% 0.008% 0.01%
Glucose
0 40 80 120 160 200
(D
Eau
distillée 200 160 120 80 40 0
(b

11.3.2.1.2.- Mode opératoire

La teneur en oses totaux est déterminée par la méthode de DUBOIS et al., 1956.

e Dans les tubes de dosage en verre, introduire 200 pul de la solution polysaccharidique

e Additionner 200 pl de la solution du phénol a 5%;

e Agiter le mélange;

e Iml d’acide sulfurique, est rapidement introduit dans le milieu réactionnel

e Les tubes sont ensuite incubés au bain marie & 100°C pendant 5 mn;

e Les tubes sont refroidis dans un bain de glace, puis placés a I’obscurité¢ pendant 30
min

e Lire la densité optique a 490 nm contre le blanc par un spectrophotométre UV-Visible.
11.3.3. Caractérisation des résidus glycosidiques

Pour la caractérisation des résidus glycosidiques, une déstructuration significative de
polymeres est nécessaire (Delattre ., 2005). La détermination de la composition des
monosaccharides libérés sont ensuite analysés aussi bien par chromatographie sur couche
mince (Ruthes et al., 2015).

11.3.3.1.Hydrolyse acide des liaisons glycosidiques
Principe

Le principe consiste a hydrolyser I’échantillon a analyser par un acide. La
dépolymérisation peut étre conduite avec des acides de forces et de concentrations variables

sous diverses conditions opératoires (température, temps de réaction) selon la nature et la
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structure du polysaccharide (Ruiz., 2005). Le clivage des liaisons glycosidiques est réalisé a
haute température (100 °C) dans des acides forts dilués (hydrolyse ménagée) ou concentrés
(2M) tels que I’acide Chlorhydrique (HCI), I’acide sulfurique (H2SO4), I’acide trifluoro
acétique (TFA), I’acide formique ou encore, 1’acide nitrique (Delattre., 2005).L’acide
trifluoroacétique est préféré a ’acide sulfurique car il présente de plus I’avantage d’étre

éliminé par une simple coévaporation avec du méthanol (Ruiz., 2005).
11.3.3.2. Mode opératoire (Athukorala et al., 2006)

Placer dans un flacon a vis de petit volume, 1ml de TFA de 2M ;

Ajouter & 10mg d’extrait brut polysaccharidique, et on le laisse dans 1’étuve a a 100°C
pendant 4h ;

Refroidir le flacon au bain de glace ;

L'acide est coévaporé par I’ajout de quelques gouttes de méthanol ;

Les hydrolysats sont déposés dans un dessiccateur sous hotte pendant 24 heures jusqu’a
évaporation complete.

Ajouter 1ml de I'eau distillée a I'nydrolysat et le récupérer dans un Eppendorf.

Les monosaccharides libérés, sont analysés par chromatographie sur couche mince (CCM).
I1.4.Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

La chromatographie est une technique de séparation, de quantification et/ou
d'identification des constituants présents dans des mélanges variés ; basée sur les phénomenes
d’adsorption est permet un contrdle ais¢ et rapide de la pureté d’un composé organique

(Chavannes et al., 2006).
11.4.1 Principe

La phase stationnaire est constituée par des adsorbants tels que le gel de silice et la
cellulose, étalés en couche mince sur une plaque de verre, d’aluminium ou sur une feuille de
matiere plastique (Delattre., 2005). Chacun des solutés est soumis a une force de rétention par

adsorption et une force d’entrainement par la phase mobile (Hainque et al., 2008).

La phase mobile est un solvant ou un melange de solvants appelé éluant. Elle

progresse le long de la phase stationnaire (Chavannes et al., 2006).
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Le choix de I’¢luant est le point crucial pour réussir une bonne séparation en
chromatographie sur couche mince. Il dépend de la polarité des constituants que 1’on a
séparés. Ces derniers entrainés par 1’éluant, migrent avec lui le long des grains de la phase

stationnaire (Chavannes et al., 2006).

Les substances migrent a une vitesse qui dépend de leur nature et de celle du solvant.
Si un constituant est plus entrainé par I'éluant, il est moins adsorbé sur la phase stationnaire
(Delattre., 2005).

Aprés migration, les spots sont révélés par une réaction colorée le Nigrum, basée sur
les réactions furfuraliques des sucres. Aprés chauffage a I'étuve a 105°C pendant 10 a 15mn
les aldohexoses donnent une coloration bleuatre, les aldopentoses donnent une coloration

verdatre, les cétoses donnent une coloration rougeétre (Paulsen et al., 2002).

Pour identifier un produit, le chromatogramme obtenu avec la solution du produit a
examiner est comparé avec celui obtenu avec la solution étalon du méme produit. 1l est
supposé qu’il s’agit de la méme substance il y a un méme tracé dans les deux cas, le calcul de
rapport frontal (Rf) permet d’identifier les composés qui ont été séparés, la mesure

s’effectuant a partir du point de dépét (Ballereau et al., 1993 ;Galy et al., 2012).
11.4.2.Mode opératoire
11.4.2. 1.Préparation de révélateur

Nigrum est le réactif de révélation des plaques (Ghebreg Z et al., 1975). Il compose de

deux solutions A et B

Solution A: 2 g de diphénylamine dans 50 mL d'acétone,
Solution B: 48ml d'acétone complété jusqu'a 50 mL par I'aniline. Apres mélangé les deux

solutions A et B, 10 mL d'acide ortho-phosphorique (85%), sont ajoutés (Paulsen et al.,2002)
11.4.2.2. Préparation des phases mobiles
Deux systemes de séparation sont utilisés.

* Systeéme I: la phase mobile est constituée d’acétate d'éthyle, pyridine, eau, n butanol,

acide acétique dans les proportions 5-4-4-10-2 (Hoton-dorge., 1976).
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« Systéme II : la phase mobile est constituée de chloroform, n butanol, méthanol, eau distillée,

a. acétique avec les proportions suivantes 4,5-12,5-5-1,5-1,5 (Yang et al., 2010).

11.4.2.3. Phase stationnaire

Les phases stationnaires sont des plaques en gel de silice prétes a I'emploi de type

Silica gel 60 F 254 de 0,25 mm d'épaisseur, sur feuille de plastique. (Wang et Fang., 2004).

Les plagues sont entierement utilisées. Une ligne de dépét est tracée a 1,5 cm du bord
inferieur de la plaque, puis activée dans I’étuve a 100°C pendant 10mn. Aprés activation, les
plaques sont prétes pour le dépbt des échantillons et des étalons sur la ligne a 1’aide d’un
applicateur (Boual et al., 2013a).

11.4.2 4. Dépot des hydrolysats et des étalons

A chaque 10 mg d'ose étalon (arabinose, galactose, glucose, mannose, rhamnose,
xylose et acide glucuronique) est ajouté 1 ml d'eau distillée (Boual et al., 2013). Les solutions

sont déposées a 'aide d'un applicateur, en utilisant une micropipette de 10 pl (Audigie et al.,

1995).

11.4.2.5. Préparation des cuves chromatographiques

Les cuves chromatographiques sont des récipients habituellement en verre, de forme
variable, fermé par un couvercle étanche ils sont préparées selon la technique inspirée de
(Audigie et al., 1995).

Les plaques sont placées verticalement dans des cuves contenant de la phase mobile de
fagon a ce que les plaques trempent sur une hauteur d’environ lem. Le solvant est laissé
monter le long des plaques par capillarité. Au cours de son ascension, il va entrainer les
différents constituants du melange deépose en bas des plaques, les constituants les moins
retenus par l'adsorbant étant entrainés le plus facilement. (Morot S., 1991), en évitant tout
déplacement ou vibration des cuves pendant 1’élution. Quand le solvant arrivera & 1cm du
bord supérieur, les plagues sont retirées doucement et le front du solvant est marqué avec un

crayon (Delattre .; 2005). Elles sont ensuite séchées a I’air libre et révélées par le Nigrum a
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I’aide d’un pulvérisateur. Les plaques sont incubées a I’étuve a 105°C jusqu’a I’apparition des

spots colorés (ou taches) environ 15mn (Boual .; 2011).
11.4.2.6. Calcul des facteurs de rétention (rapport frontal des spots)

Le facteur de rétention (Rf) est calculé pour chaque spot obtenu des hydrolysats et des
étalons (David et al., 1998). Pour but de comparer les Rf, et déterminer les différents types
d'oses constitutifs des extraits de (PTAG).

Le facteur de rétention selon (Audigie et al., 1995) :

_ Distanceparcourueparl’échzmtillonouletémoin>< 00

Rf

- Distanceparcourueparlesolvant (phasemobile)
I1.5.Activités biologiques de I’extrait polysaccharidique

Les activités biologiques concernent ’activité anticoagulante de PTAG qui a été

réalisée dans le laboratoire de I’EPH hopital Mouhamed Boudiaf Ouargla.
11.5.1 Activité anticoagulante

L’effet des polysaccharides hydrosolubles sur la coagulation du sang, est évalué¢ par
des tests de coagulation qui sont le temps de prothrombine (TP), le temps de céphaline Kaolin
(TCK) a I’aide d’un coagulométre. Le plasma utilisé est obtenu a partir du sang de sujets sains
(25-45ans). Le prelevement est fait par ponction veineuse. Le sang est mélangé au citrate tri-
sodique (3,8%) et centrifugé (2400 g/mn, 20 mn) pour obtenir un plasma pauvre en plaquettes
(PPP). (Zhang et al., 2010).

Le temps de prothrombine (TP), est un test de la voie extrinseque (indication des
facteurs V, Vil et X, 1) (Rizzo et al ., 2008).

Le temps de céphaline Kaolin (TCK), est un test de la voie intrinséque (indication
des facteurs VIII, IX, Xl et XII) (Rizzo et al ., 2008).)

Une solution mére de polysaccharides hydrosolubles de 1mg/ml est préparée a I’eau
ultra pure a une concentration de 0.1% (Yoon et al., 2002), puis différentes dilutions sont
préparees (0.01% et 0.001%).
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11.5.2. Mesure du temps de céphaline Kaolin (TCK)

A 90ul de plasma humain normal sont ajoutés a 10ul de solution (PTAG) des
différentes concentrations allant de 0.001 , 0.01 et 0.1 % ,et 50ul de plasma humain normal
sont ajoutés a 50ul de (PTAG) des différentes concentrations allant de 0.001 , 0.1 et 0.1 % ;
puis 100ul de réactif de TCK est ajouté a les deux échantillons. Le mélange est incubé 5mn a
37°C. Apres I’ajout de 100ul de CaCl2 (0,025 mol/l), le temps de céphaline (kaolin) activée
est enregistré (Wang et al., 2013).

Des tests de coagulation sont aussi effectués sur I’héparine comme témoin positif a des

concentrations allant de 10 a 200pug/ml.
11.5.3. Mesure du temps de prothrombine (TP)

A 40ul de plasma sont ajoutés 10ul de (PTAG) des différentes concentrations allant de
0.001, 0.1 et 0.1 %et 25ul de plasma sont ajoutés 25ul de (PTAG) des différentes
concentrations allant de 0.001, 0.1 et 0.1 % ; les deux échantillons sont incubés a 37°C
pendant 2mn. La réaction est déclenchée par addition de 100 ul de thromboplastine. Le temps
de coagulation est mesuré. Les résultats de tests sont exprimés en taux de prothrombine (%) et
en International Normalised Ratio (INR) (Yoon et al., 2002).
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Chapitre 111. Reésultats et discussion

Le présent chapitre porte sur la calcule de rendement d’extraction de PTAG, ainsi que
la dosage colorimétrique des oses totaux, Une analyse qualitative des oses constitutifs de cette
fraction est effectuée par chromatographie sur couche mince, en outre d’une évaluation de

leur activités anticoagulante.
I11.1. Rendement d’extraction des polysaccharides

Ce rendement relatif est calculé par rapport au poids de matiere séche ayant servi a
I'extraction (Wang et al., 2018), A partir de 15 g de la matiere seche des (TAG) on a obtenu
un rendement massique de 1.07%. Il est faible a celui trouvé par Chouana (2017) qui trouve le
rendement massique obtenu a partir des tiges d’Astragalus gombo.bége 02%. Et inférieur que
celui décrit par Boual (2014), qui trouve le rendement d’extraction de polysaccharide

hydrosoluble des graines d'Astragalus armatus est 4,21%.

Le rendement des polysaccharides peut varier en fonction des facteurs
environnementaux et des conditions climatiques (Kaewmanee., 2014). Par ailleurs, le type de
polysaccharide et la procédure d'extraction, le type et la quantité de solvant, agissent sur le
rendement massique de polysaccharides hydrosolubles (Ebringerova., 2003). De méme,
(Kaushik et al. 2017) ont signalé que la température d'extraction est également une variable
importante qui influence sur le rendement d'extraction. Ainsi, le temps représente I’un des
facteurs affectant le rendement massique de I'extraction (Wang et al., 2016a).les interactions

entre ces parameétres ont également influencé le rendement d'extraction (Brebion., 2013).

Le rendement des polysaccharides extraits peut varier en fonction de [’état
physiologique des plantes (sa source, I'age des arbres a partir de laquelle il a été obtenu, les

conditions climatiques et I'environnement du sol),

AKROUT et al. (2010) ont expliqué que le rendement varie selon le type d'espéce
investiguée. Dans le méme type varie considérablement et dépond de I'emplacement et la
séparation géographique et la saison de récolte. L'hétérogénéité des rendements d'extraction
est a la fois due aux plantes concernées et aux parties analysées mais aussi au protocole

d'extraction utilisé.
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Tableau 4: Caractéristiques de I’extrait de PTAG

Caractéristiques | Poids(g) Aspect Couleur Rendement(%o) | Solubilité
Extrait 0,16 Poudre Blanc 1,07 Eau distillé
polysaccharidique jaunatre

Photo 4:Extrait brut des polysaccharides hydrosolubles de tige d’Astragalus
gombiformis (Haifa et Souad ; 2021)

111.2 .Composition de I'extrait brut des polysaccharides

Apres le dosage colorimétrique, la concentration d’oses totaux est évaluée dans le

tableau 05

Selon les résultats qui sont obtenus, I'extrait polysaccharidique hydrosoluble renferme
des oses totaux avec une teneur de 11,5% qui est inférieur a celui des tiges d’Astragalus
gombo.B soit 69,4% (Chouana., 2017).
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Tableau 5: Composition biochimique de I'extrait de PTAG

Oses Oses totaux

Pourcentages 11,5%

Les différences entre les compositions chimiques des polysaccharides peuvent étre
dues aux matiéres premieres (Liu et al., 2017b), et diverses conditions telles que
I'environnement climatique, la localisation, l'origine geographique, la période de récolte
(Saenz et al., 2004) et les méthodes d'analyse utilisées (Wang et Zhu, 2019).

I11.3.Caracteérisation par chromatographie sur couche mince des polysaccharides
L’hydrolyse de PTAG permis d’obtenir de hydrolisat de couleur transparente.

La CCM est un outil de choix pour I’analyse phytochimique de routine d’extraits
hydro solubles des polysaccharides, De ce fait nous avons opté pour cette technique dans le
but de caracteriser les différents constituants des extraits de (PTAG). Le systéme de solvants
de migration a permis d’avoir une bonne résolution chromatographique et une visibilité des

spots révélés sous observation ultraviolette a 450 nm, et par révélation par le Nigrum
Dans le premier systéme, le suivi d’hydrolyse est représenté sur la (photo 5).
Le profil de CCM montre quatre taches.
Dans le deuxiéme systéme, le suivi d’hydrolyse est représenté sur la (photo 6).

Le profil de CCM montre quatre taches aussi.
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D’aprés les rapports frontaux (Rfs) de 1’échantillon et témoins (Tableau 06), il
ressort que le D.Glucose la L.Arabinose, le L.Ramnose et la Xylose sont présents dans
I’extrait (PTAG). En effet, quatre spots de cet extrait ont donné lieu a des rapports frontaux

similaires a ces quatre témoins.

Tableau 6: Rapports frontaux des spots issus de la séparation de ’extrait de (PTAG) ainsi que

ceux des témoins utilisés.

Extraits / Témoins | Systeme | Systéme Il
Extrait PTAG 0,46. 0,5. 0,59. 0,68 0,15. 0,43. 0,65. 0,55
A.glucoronique 0,16 0,15
A.galactoronique 0,22 0,21
L.Arabinose, 0,50 0,47
D. mannose 0,51 0,48
D.Galactose 0,41 0,39
D.Glucose 0,46 0,43
L.Rhamnose 0,68 0,65
D.Xylose 0,59 0,55

L’hydrolyse acide d’extraits polysaccharidiques permet d’observer des taches ayant
des différents Rf et différents couleurs marans et grise. On a observé ’apparition de quatre

taches pour 1’échantillon : De L.Rhamnose Xylose L.Arabinose, D.Glucose.

Ces résultats semblent proches a ceux de I’étude analytique par CPG menée par
(Chawana .; 2017) sur D’extrait des polysaccharides hydrosolubles d’Astragalus gombo
Bunge a permis d’identifier sept composés des monosaccharides : Acide galacturonique (32,7
%), de galactose (14,7 %), d’arabinose (13,8 %), d’acide glucuroniqueO (14,9 %), de
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rhamnose (10,7 %), de xylose (7,3 %) et de glucose (6,8 %).qui est le rhamnogalactane
(Chawana .; 2017).

La composition en monosaccharides des extraits PTAG est proche de celle des
hémicelluloses. Les hémicelluloses regroupent tous les polysaccharides de la paroi végétale
qui ne sont ni cellulosiques, ni pectiques (Chambat et al.,1984) .

Toujours ces différences en compositions en ose constitutifs des polysaccharides issus
de I’Astragalus sont expliqués par leurs source, I'dge des plante a partir de laquelle elle a été
obtenu, les conditions climatiques et I'environnement du sol (Alassaf et al., 2005; Anderson et
al., 1968; Idris et al., 1998; Islam et al., 1997; Karamalla et al., 1998; Verbeken et al., 2003).
Ainsi, Il est souhaitable de suivre ’identification par d’autres techniques d’analyse afin de

déterminer la nature et la ration des oses. Et donc de confirmer en plus ces résultats.
I11.4.- Activité anticoagulante

La Figure 11 laisse apparaitre que les valeurs enregistrées de TCK d’extrait de PTAG
pour différentes concentrations : 0.001% (concentration 1), 0.01% (concentration 2) et 0.1%

(concentration 3) ; par rapport au control normal (test sans ajout de polysaccharide).

C': PTAG : 50ul /plasma : 50ul C2 : PTAG : 10ul / plasma : 90ul
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Figure 7 : TCK (sec) d’extraits de PTAG, pour différentes concentrations par rapport au

control normal.

Les résultats de I’activité anticoagulante obtenus (Figure 12) révélent que les
extraits des PTAG possedent une activité anticoagulante par rapport au control
normal en C' (C' : PTAG : 50ul /plasma : 50ul), le résultat situé entre 09 a 14 secondes
par rapport le temps du témoin.

Pour le C2 (C2: PTAG : 10 ul / plasma : 90ul), le résultat situé entre 1 a 2
secondes par rapport le temps du témoin .

Remarqué que les valeurs sont proportionnelles aux volumes de (PTAG) (Figure
12).

Figure 8 montre des valeurs de test (TP) pour différentes concentrations de 1’extrait de
PTAG. Pour le test TP, il est remarqué que les valeurs sont proportionnelles aux
concentrations dont les valeurs enregistrées sont 65%, 66,41%, 69%, pour des concentrations
de 0,001% ; 0,01% ; 0,1% respectivement pour T Etle TP pour T2 il est remarque que les
valeurs sont proportionnelles aux concentrations aussi 79,6% ; 86% ; 90,9% pour des

concentrations de 0,001% ; 0,01% ; 0,1% respectivement.

Ti= PTAG: 25ul, Plasma: 25ul  T2=PTAG : 10ul, Plasma : 40ul
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Figure 8: TP (%) d’extraits de PTAG, pour différentes concentrations par rapport au control

normal.

Les résultats de I’activité anticoagulante obtenus (Figure 08) révélent que les extraits
des PTAG possedent une activité anticoagulante par rapport au control normal en Tt et T2

aussi .Ce résultat est similaire au résultat obtenu par (A-Qureshi et al., 2020)

Il est remarqué que Dactivité anticoagulante in vitro de PTAG prolonge
significativement le taux de prothrombine TP, et faible effet sur le temps de céphaline kaolin
TCK. L’extrait de PTAG inhibe la voie extrinséque de la coagulation ; mais possedent un

faible effet sur la voie intrinseque.
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Conclusion

L’étude des polysaccharides hydrosolubles des tiges d’Astragalus gombiformis Pomel,
une plante spontanée de la famille des Fabacée, récoltée dans la région d’Ouled Said de
Timimoune en 2021, débute par un prétraitement des tiges par 1’acétone, puis macéré dans
l'eau distillée a 60°C. La précipitation des polysaccharides hydrosolubles se fait par 1’éthanol,
un lavage par 1’acétone, afin d’obtenir un extrait brut PTAG, Le rendement massique de cet
extrait est 1,07%.

L’étude de la composition de 1’extrait brut des polysaccharides hydrosolubles donne

des valeurs 11,5% d'oses totaux.

L'analyse qualitative des oses constitutifs de I'extrait de polysaccharides des tiges
d’Astragalus gombiformis, se fait par chromatographie sur couche mince (CCM) en utilisant
deux systémes. L'analyse a montré la présence du glucose, d’arabinose, du rhamnose, et de la
xylose. L’extrait PTAG est constitue une hétérogénéité et une diversité en oses constitutifs

(pentoses et hexoses).

L’activité anticoagulante par le test TCA (voie endogene), et le test TP (voie exogene)
de I’effet des extraits de PTAG de la coagulation a permet d’avoir que I’extrait a un effet
anticoagulant sur les deux voies de la coagulation avec un effet plus marquée sur la voie

exogene que sur la voie endogéne.

Perspectives

Il est souhaitable d'optimiser les conditions d'extraction, a savoir la temperature, le
temps d'extraction, le type et le pourcentage d'alcool-eau ajouté pour augmenter le rendement

d'extraction des polysaccharides.

A fin de confirmer les résultats obtenus par CCM, on suggere de faire appel a des
techniques plus avancees comme CPG/SM et la HPAEC-PAD pour caractériser précisément
les résidus glycosidiques constituant les polysaccharides de cette plante. En plus une analyse
structurale par spectrométrie de masse SM et par la résonance magnétigue RMN est

recommandée pour éetablir la relation structure fonction entre I'extrait et les activites signalées.



Il est souhaitable de compléter cette étude par d’autres tests afin d’envisager d’autres
activités biologiques. Et études de la pharmacocinétique des principes actifs pour la
détermination des doses préventives et thérapeutiques.

faire des tests in vivo pour confirmé les teste in vitro de 1’activité anticoagulante .
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Résumé

L’objectif du présent travail est d’évaluer I’activité anticoagulante de polysaccharides
hydrosolubles issus des extraits d’une plante a caractére médicinal dont 1’Astragalus
gombiformis pomel, récoltée dans la région Ouled Said de Timimoune en 2021 , située
au Sahara du Sud Algérien, sont obtenus par extraction a l'eau distillée, puis leur
précipitation est faite par 1’éthanol . Le rendement des extraits de polysaccharides
hydrosolubles est de 1,07%. L'étude de la composition de I’extrait brut des
polysaccharides hydrosolubles a donné de valeur suivante : oses totaux 11,5%. Laissent
apparaitre apres analyse par chromatographie sur couche mince (CCM), du glucose,
d’arabinose, du rhamnose, et du xylose. Une activité anticoagulante a permet d’asseoir
que D’extrait exercent un effet anticoagulant a ¢té observée surtout avec le test TP
qu’avec le test TCK

Mots clés: Activité anticoagulante, Astragalus gombiformis, TCK, TP, Polysaccharides.

Abstract
The objective of this work is to evaluate the anticoagulant activity of water-soluble
polysaccharides derived from extracts of a medicinal plant including Astragalus
gombiformis pommel, collected in the Ouled said region of Timimoune in 2021, located
in the Sahara of South Algeria, are obtained by extraction with distilled water, then their
precipitation is made by ethanol. The yield of the water-soluble polysaccharide extracts
is 1,07%. The study of the composition of the crude extract of water-soluble
polysaccharides gave the following value of total oases 11,5%.Show after analysis by
thin layer chromatography (TLC), glucose, arabinose, rhamnose, and Xxylose.
Anticoagulant activity found that the extract exerted an anticoagulant effect was
observed especially with the TP test than with the TCK test.

Keywords : Anticoagulant activity, Astragalus gombiformis, TCK, TP, Polysaccharides.
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