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Introduction

Les polysaccharides représentent I’'un des biopolymeres les plus répandus dans la nature et
I’une des quatre macromolécules biologiques les plus essentielles de I’organisme. Ils jouent un réle
crucial dans le maintien d’un bon fonctionnement des activités vitales et ont des fonctions
biologiques variées, notamment le stockage de 1’énergie, la résistance structurelle et mécanique, la
protection, la communication, la reconnaissance cellulaire et I’immunité cellulaire [1,2]. Les
polysaccharides sont un sujet d’intérét considérable dans divers domaines de recherche. Plusieurs
propriétés contribuent a leur excellente réputation. lls sont non toxiques, hydrophiles, stables,
biocompatibles, biodégradables et économiques. Ces hydrates de carbone comprenant plus de 10
monosaccharides reliés par des liaisons glycosidiques dans une configuration ramifiée ou linéaire
et sont présents dans différentes sources naturelles (les plantes, les animaux, les bactéries, les

champignons et les algues) [3].

Les polysaccharides végétaux suscitent un intérét grandissant en raison de leur facilité de
culture et de récolte, de leur stable source de matieres premiéres végétales et de leur capacité a étre

produits de maniére durable a 1’aide de méthodes d’extraction simples et rentables [4].

Les polysaccharides présentent de nombreuses activités pharmacologiques, notamment
’activité antimicrobienne, antioxydante, anti-inflammatoires, anticoagulante, hépatoprotectrice,
antidiabétique, prébiotique, anti-obésité, anti-complément, immunomodulatrice et anticancéreuse
[5]. La relation structure-activité des polysaccharides fait principalement référence a I’effet de la
structure primaire, de la structure avancée et des propriétés physicochimiques sur 1’activité des
polysaccharides. Cela est lié au poids moléculaire des polysaccharides, a la composition en
monosaccharides, au type de liaison glycosidique et au degré de ramification [6]. Suite a une
compréhension approfondie de la structure et de la fonction des polysaccharides, il est a noter que

les polysaccharides de structures différentes possedent de nombreuses bioactivités [7].

Les plantes du genre Astragalus (Fabaceae) sont largement répandues dans le monde, y
compris dans le Sahara algérien [8]. Dans les régions semi-arides et arides, les stress abiotiques
sont plus intenses et plus fréquents, notamment la sécheresse, la salinité, la chaleur et la toxicité
par les métaux lourds. Les plantes de ces régions doivent faire face a des modifications
environnementales drastiques ainsi qu’a une variété¢ de facteurs de stress abiotiques. En général,

les plantes adoptent des stratégies d’évitement du stress ou de tolérance afin de faire face aux stress
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Introduction

abiotiques. L’accumulation de sucres et d’autres solutés compatibles est une réaction fréquente au

stress [9,10].

Les galactomannanes des graines d’astragales ont fait ’objet d’une attention particuli¢re en
raison de leurs propriétés attractives par rapport a d’autres sources de polysaccharides. Ce sont des
polysaccharides hydrosolubles constitués d’unités de galactose ramifiées attachées a une chaine
principale de mannose. Leurs utilisations dans différents domaines dépendent de leurs
caractéristiques structurelles, notamment de la structure fine de la chaine et du rapport

mannose/galactose (Man/Gal) [11].

Cependant, la nanotechnologie a attiré 1’attention des chercheurs en tant que nouveau
domaine scientifique multidisciplinaire. Dans ce domaine, les chercheurs ont exploré 1’utilisation
des galactomannanes en raison de leur potentiel en tant qu’agents stabilisants et réducteurs dans la
biosynthése des nanoparticules métalliques [12]. Parmi les différentes nanoparticules métalliques,
les nanoparticules d’argent (AgNPs) sont particulierement intéressantes en raison de leurs
caractéristiques intrinséques, notamment leurs propriétés électriques, optiques et catalytiques, ainsi
que leur activité antimicrobienne potentielle. C’est pourquoi elles sont largement utilisées dans la

recherche biologique et médicale [13].

La synthése biologique des nanoparticules d’argent (AgNPs) a I’aide d’agents réducteurs
naturels extraits de plantes peuvent étre une alternative possible aux conséquences nocives
potentiellement dangereuses de la synthése chimique et physique. Les nanoparticules ainsi
synthétisées sont biocompatibles, moins cytotoxiques et moins phytotoxiques, plus stables, et
peuvent étre utilisés dans diverses applications. La synthése biologique des nanoparticules d’argent

est facile, stable, rapide et économique [7,8].

Face a ce constat, la présente étude s’oriente dans la recherche d’une nouvelle source de
polysaccharides aux propriétés et potentiels biologiques intéressants. Elle porte sur I’extraction et
la caracterisation de polysaccharides hydrosolubles de graines d’Astragalus gombiformis Pomel.
Elle vise I'utilisation de D’extrait polysaccharidique ainsi obtenu dans la biosynthése des
nanoparticules. L’étude concerne la caractérisation des nanoparticules synthétisés par les
polysaccharides hydrosolubles obtenus, 1’évaluation de leurs activiteés anti-inflammatoires mais

aussi leurs activités antimicrobiennes et antioxydantes.
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Le présent travail est divisé en trois chapitres distincts. Le chapitre | présente une analyse
globale des polysaccharides, incluant leurs structures, les techniques d’extraction et de
caractérisation, leurs activités biologiques, ainsi qu’un apercu général des galactomannanes. Aussi,
il est examiné la définition des nanoparticules d’argent, les différentes méthodes de synthése, les
techniques de caractérisation et leurs propriétés antimicrobiennes. Le chapitre 11 est une description
du matériel étudié et des différentes protocoles et techniques utilisées pour I’extraction et la
caractérisation des polysaccharides hydrosolubles d’Astragalus gombiformis Pomel, la biosynthése
et la caractérisation des nanoparticules d’argent et les différentes testes biologique. Le chapitre II1
regroupe les résultats obtenus suivi de leur discussion. Une conclusion suivie de perspectives

achéve cette étude.




Chapitre I. Synthese
bibliographique




Chapitre | Syntheése bibliographique

Le chapitre I est une revue genérale sur les polysaccharides, englobant leurs structures, leurs
méthodes d’extraction et de caractérisation, leurs activités biologiques, ainsi qu’un apergu général
sur les galactomannanes. De méme, la définition, les diverses méthodes de synthése et les
techniques de caractérisation des nanoparticules d’argent et leurs activités antimicrobiennes sont

abordés.
1.1 Apercu bibliographique sur les polysaccharides

Les polysaccharides sont des substances biotiques les plus abondantes présentes dans la
biosphere [14,15]. Ce sont des bio-macromolécules riches en ressources naturelles, avec une
structure complexe et diverses activités fonctionnelles. Le domaine de la recherche sur les
polysaccharides a été ouvert par le célébre scientifique allemand Dr. Fischer. De 1950 a 1960, les
principales recherches sur les polysaccharides se sont concentrées sur leur composition chimique
et leurs structures primaires. Vers 1970, la combinaison de deux domaines de recherche
traditionnels, la chimie des glucides et la biochimie, a permis aux chercheurs d’explorer les
influences potentielles des polysaccharides sur la biologie cellulaire et moléculaire, et la recherche
sur les polysaccharides a été relancée. Dwek (1988) de 1’Université d’Oxford en introduisant le
concept de glycobiologie, a ouvert un nouveau domaine de recherche comprenant la chimie des
glucides, I’'immunologie et la biologie moléculaire. Ce concept vise a déterminer les roles
fonctionnels des polysaccharides ou des chaines glucidiques. Le terme « glycobiologie » au sens
large, est défini comme 1’étude de la structure, de la biosynthese, des interactions biologiques et de

I’évolution des glucides répandus dans la nature [16].

Comme les acides nucléiques et les protéines, les polysaccharides sont présents dans toutes
les formes de vie et jouent un r6le important dans la survie et les activités des organismes vivants.
Ils existent en tant que paroi cellulaire des plantes (alginate) et supports végeétaux (cellulose) [17],
matrice extracellulaire humaine (acide hyaluronique) [18], substances de stockage d’énergie
(amidon et glycogéne) [19], exosquelette d’insecte (chitine), participent a des processus

biologiques tels que I’adhésion et la reconnaissance cellulaire, et servent d’agents protecteurs [20].

Les polysaccharides suscitent un vif intérét en recherche en raison de leur richesse, de leur
capacité de renouvellement, de leur excellente biocompatibilité, de leur non-toxicite, de leur

biodégradabilite, de leur faible immunogénicité, de leur photostabilité décente et de leur capacité
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d’absorption améliorée [3]. Ces propriétés leur conférent des avantages inhérents dans
I’administration de médicaments, les applications agricoles, la fabrication de cosmétiques,
I’emballage alimentaire, et d’autres applications [20-22]. De nombreuses études ont montré que
I’activité des polysaccharides est liee a leur structure, et que ces caractéristiques structurelles

contribuent de maniére significative a leurs propriétés fonctionnelles [23,24].

Les polysaccharides servent de substrats métaboliques qui régulent activement plusieurs
processus métaboliques a différentes phases de croissance et du développement des plantes [25].
La synthése du sucre est un processus crucial pour les plantes qui se produit par photosyntheése, ou
le dioxyde de carbone est réduit et I’énergie solaire est utilisée pour oxyder les molécules d’eau

[26].

Les régions arides et semi-arides sont caractérisées par une intensité sévere et une incidence
plus fréquente des stress abiotiques, en particulier la sécheresse, la salinité, la chaleur et la toxicité
par les métaux lourds. Les plantes de ces régions doivent tolérer les changements
environnementaux drastiques ainsi qu’un large éventail de facteurs de stress abiotiques. Elles
utilisent généralement des mécanismes d’évitement du stress ou de tolérance pour faire face aux
stress abiotiques. L’accumulation de sucres et d’autres solutés compatibles est une réaction

fréquente a ces stress [9,10].

Les polysaccharides extraits de plantes attirent de plus en plus I’attention des chercheurs et
sont devenus un sujet de recherche important. Le nombre d’articles sur ce domaine a augmenté ces

dernieres années (Figure 1.1).
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2000 NN 331

2001 N 3783

2002 NN 406

2003 NN 418

2004 NN 489

2005 NS 551

2006 NN 554

2007 NN 595

2008 I 714

2009 I 334

2010 I 336

2011 I 9830

2012 ——— 1077

2013 I 1151

2014 I 1312

2015 |— 1404

2016 I 1463

2017 I 1478

2018 I 1613

2019 | ——— 1775

2020 | —— 2060
2021 . 2058
2022 I —— 2216
2023 I EEEEEEEEEE———— 2163

Année

0 500 1000 1500 2000 2500
Nombre du publications

Figure 1.1: Nombre annuel de publications relatives au terme de recherche «polysaccharides

végetaux » en anglais (Scopus, 2000-2023)
1.2 Structure et classification des polysaccharides

Le terme « glucide » comprend en général les monosaccharides, les oligosaccharides et les
polysaccharides. Les glucides peuvent contenir soit des fonctions hydroxyle et aldéhyde, soit des
fonctions hydroxyle et cétone. Par conséquent, les glucides peuvent étre définis comme des
polyhydroxyaldéhydes ou des polyhydroxycétones et leurs dérivés simples [27].

Les monosaccharides sont les glucides les plus simples avec la formule générale CrnH2nOn
(n >3). Dans cette structure, I’'un des atomes de carbone est doublement li¢ a un atome d’oxygene
formant un groupe carbonyle (C=0). Il y a un groupe hydroxyle (OH) sur chacun des autres atomes
de carbone. Les unités monosaccharidiques les plus fréquentes des polysaccharides se trouvent

dans la structure cyclique a six chainons, bien que les pentoses ne soient pas rares, mais les sucres

I
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a huit et neuf atomes de carbone sont moins fréquemment trouvés. Les unités monosaccharidiques
sont liées par des liaisons covalentes appelées « liaisons glycosidiques ». La liaison relie I’atome
de carbone en position 1 (C1) a un atome de carbone de 1’unité suivante par un pont oxygene
[28,29].

Les polysaccharides sont généralement composées de plus de 10 monosaccharides [30].
Comme spécifi¢ par 1’Union Internationale de Chimie Pure et Appliquée (IUPAC), les termes
glycane (glyc-pour sucré ou sucre ; -an pour polymeére) et polysaccharide sont utilisés comme
synonymes pour décrire « des composés constitués d’un grand nombre de monosaccharides liés de

maniere glycosidique » [27].

Le nombre d’unités de monosaccharide dans un polymeére de polysaccharide est appelé
degré de polymérisation (DP) et cette valeur varie selon le type de polysaccharide. La plupart des
polysaccharides naturels ont des DP inférieurs a 100. Cependant, des polysaccharides plus gros
existent également ; comme la cellulose (7 000 a 15 000 DP) et le composant amylopectine de
I’amidon (DP supérieur a 100 000) [28]. La dépolymérisation des polysaccharides peut étre obtenue
par des enzymes spécifiques, un chauffage, une hydrolyse catalysée par un acide, une oxydation
dans un systeme alcalin et des traitements par ultrasons [31]. Leurs groupes de chaine latérale sont
abondants en groupes chimiques, tels que carboxyle, hydroxyle, amide ou autres fractions utiles
hydrophiles, qui peuvent étre conjugués pour transformer les caractéristiques des polymeéres et
satisfaire le besoin d’application [32,33].

En raison de leur diversit¢, un schéma de classification idéal n’existe pas pour les
polysaccharides (Figure 1.2). Une combinaison de différentes propriétés, y compris la source
(plantes, animaux, champignons, bactéries et méme algues), la structure (linéaire, ramifiée ou
fortement ramifiée), les types de monomeres (homopolysaccharides et hétéropolysaccharides),
fonction (stockage ou structurel) et charge (cationiques, anioniques ou neutres), peuvent étre
utilisés pour décrire un polysaccharide. De plus, le type de liens entre les monosaccharides (liaisons
glycosidiques sur différents carbones des monosaccharides) peut étre utilisé pour la classification.
Les polysaccharides sont caractérises sur la base de la combinaison de ces facteurs qui détermine
finalement les rdles biologiques ainsi que les applications industrielles et pharmaceutiques des

polysaccharides [27,34].
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Polysaccharides
| | — |
Sources [ Fonction Charge Composition
Plantes Stockage Neutre Hétéropolysaccharides
Cellulose, pectines, Amidon, inuline, Cellulose, dextrane, | | Héparine, hémicellulose, acide
hémicellulose glycogene pullulane hyaluronique
Animaux Structure Cationique Homopolysaccharides
Chitosane, chitine, Cellulose, pectine Chitosane, chitine, | Glycogéne, fructane,
glycogéne chit'ine ' gomme de guar galactane
[ Microbes ) Anionique
—| Xanthane, gellan, Héparine, acide
pullulan alginique, acide
J hyaluronique
@ Algues h
—|  Alginate, agar,
carraghénane

Figure 1.2: Classification des polysaccharides [4]

1.3 Extraction des polysaccharides : méthodes et approches

Les polysaccharides végétaux, issus de diverses ressources naturelles telles que les feuilles,

les gousses, les fruits, les noix, les céréales, les tiges, les racines, les rhizomes, les exsudats, etc.,

suscitent beaucoup d’attention en raison de leurs utilisations potentielles dans diverses applications

industrielles. Différentes techniques d’extraction sont utilisées pour produire des polysaccharides

naturels, avec le principe fondamental de préserver les propriétés intrinséques de ces

polysaccharides sans aucun changement tout au long de la progression de I’extraction et d'assurer

une haute efficacité [35,36].

L’extraction a I’eau chaude demeure la méthode la plus couramment utilisée, bien qu’elle

entraine souvent un rendement faible [37]. Les méthodes actuelles d’extraction des polysaccharides
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végétaux comprennent I’extraction assistée par enzymes, I’extraction assistée par ultrasons,
I’extraction assistée par micro-ondes et 1’extraction par fluide supercritique ont été¢ développées

pour améliorer le rendement ou réduire le temps d’extraction des polysaccharides [4] (Figure 1.3).
Polysaccharides
Eau chaude / Alcaline } »
LS

a—-l.T

Haute tempé; rature ’
et pmsslon

Palysaccharides

E Solution enzymatique

Meéthodes
d'extraction
Polysaccharides

-
Micro-ondes Ultrasons ~ Générateur

Figure 1.3: Quelques méthodes d’extraction des polysaccharides : 1)- Extraction a I’eau
chaude/alcaline ; 2)- Extraction assisté par enzymes ; 3)- Extraction assistée par ultrasons ;
4)- Extraction assistée par micro-ondes et 5)- Extraction par fluide supercritique

(www.biorender.com)

L’origine de la plante, la température, la pression, le temps, le volume du milieu
d’extraction, le pH du milieu, etc., sont tous des parametres importants pour I’extraction des
polysaccharides végétaux [36]. Chaque approche présente des avantages et des limites distincts
(Tableau 1.1) en termes de colt économique, de complexité des matériaux, de consommation de

temps, d’effets environnementaux, d’énergie et d’efficacité d’extraction [38-40].

Les techniques d’extraction influencent de maniere significative sur la structure chimique,
le rendement, la consistance et les activités biologiques des polysaccharides. De plus, 1’application
industrielle des polysaccharides végétaux est limitée par ’efficacité d’extraction, les conditions
requises et les colts associes [41]. 1l est donc crucial d’appliquer des techniques d’extraction

appropriées pour obtenir les polysaccharides.
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Tableau 1.1: Diverses méthodes d’extraction des polysaccharides des végétaux, leur

mécanisme d’action, leurs avantages et inconvénients [36]

Meéthode d’extraction

Extraction a ’eau

chaud

Meécanisme d’action

Elimination de la paroi
cellulaire ou de

membrane cellulaire

Avantages Inconvénients

Temps d’extraction plus

long et faible rendement

Economique, non
toxique et sr

Extraction alcaline

Mécanismes de
dissociation

Conditions extrémes

Rendement élevé endommagent la structure

des polysaccharides

Extraction assistée par
des enzymes

Décomposition des
tissus végétaux

Température, pH, temps et
concentration en enzymes
doivent étre strictement

Améliorer le taux
d’extraction des
polysaccharides

hydrosolubles controlés.

Extraction assistée par

ultrasons

Cavitation par ondes

ultrasoniques

Taux d’extraction

est élevé, gain de L,
Co0t élevé des

temps, économie de o
équipements

solvants, procédé
simple
Filtration des extraits apres

Extraction assistée par

micro-ondes

Elimination de la paroi
cellulaire ou de la
membrane cellulaire

Economique, non

polluant, économie, extraction, solvants

et rendement plus polaires et des machines a

élevé codts élevés

Extraction par fluide
supercritique

Effet du fluide
supercritique

Non polluant, non
toxique, taux

d’extraction élevé, . o
Forte pression, cout élevé

extraction rapide, .
et temps d’extraction

économie de )
prolongé

solvants, et

maintient 1’activité

des polysaccharides
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1.4 Analyse structurale des polysaccharides

La compréhension des propriétes fonctionnelles, conformationnelles et physiologiques des
polysaccharides repose essentiellement sur la connaissance de leur structure moléculaire, ce qui
facilite ensuite leur utilisation dans divers domaines. Neanmoins, il est difficile de caractériser
structurellement les polysaccharides en raison de leur complexité moléculaire, qui englobe des
éléments tels que la composition en monosaccharides, les liaisons glycosidiques, le degré et la
position de ramification, les configurations o ou P, les groupes fonctionnels, ainsi que le poids

moléculaire et sa distribution (Tableau 1.2) [42].

La structure des polysaccharides est plus complexe que celle des protéines et de I’ADN.
Elle peut étre divisée en structures primaires, secondaires, tertiaires et quaternaires [43]. La
structure supérieure des polysaccharides est une structure complexe d’ordre €élevé formée par des

interactions de liaisons non covalentes de chaines latérales basées sur la structure primaire [44].

La combinaison de méthodes chimiques, spectroscopiques et chromatographiques, telles
que la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR), la spectroscopie ultraviolet-
visible (UV-Vis), I’analyse par résonance magnétique nucléaire (RMN), la chromatographie sur
couche mince (CCM), la chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC), la
chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS), la
chromatographie gazeuse couplée spectrometre de masse (GC-MS), etc., peuvent étre utilisés pour
analyser les polysaccharides bioactifs [24]. Toutefois, la spectroscopie RMN reste la méthode non
destructive la plus populaire permettant I’analyse des polysaccharides sous leurs formes oligomeres

et méme polymeéres [45].

Le polysaccharide est hydrolysé et les monosaccharides libérés sont ensuite analysés
directement par HPLC ou apres dérivatisation par GC-MS [35]. Les modeéles de liaison
glycosidique des glycanes sont systématiquement déterminés par 1’analyse de méthylation [46]. Le
modele de liaison glycosidique des oligosaccharides et polysaccharides peut également étre obtenu

par spectroscopie RMN [45].

La détermination du poids moléculaire (MW) des polysaccharides naturels est I’une des
taches les plus difficiles. Le MW absolu peut étre déterminé a 1’aide de la chromatographie

d’exclusion stérique a haut performance (HP-SEC) couplée a la diffusion de lumiére multi-angle

[ L
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(MALS) [47]. En plus de la SEC, d’autres méthodes non destructives pour la détermination du
poids moléculaire comprennent la viscosimétrie [48], 1’ultracentrifugation analytique [49], et

diffusion de la lumiére [50].

Les molécules de polysaccharides peuvent former des structures de réseau
tridimensionnelles via des liaisons hydrogéne, des forces de Van der Waals, des liaisons covalentes,
etc. De plus, la chaine polysaccharidique possede un grand degré de liberté et de flexibilité, et
I’association inter-chaines est facile. Ces caractéristiques rendent la conformation spatiale des
polysaccharides tres complexe [35]. Des études récentes ont révélé que les polysaccharides peuvent
adopter diverses conformations en solution, telles que des chaines semi-flexibles, des chaines
rigides, et des chaines heélicoidales, y compris des chaines hélicoidales simples, doubles, triples

[51], une forme semblable a un ver, une forme semblable a une tige, et des agrégats [52].

La microscopie électronique a balayage (MEB), la microscopie a force atomique (MFA),
la diffraction des rayons X (DRX), ainsi que la modélisation informatique, peuvent fournir des
informations supplémentaires trés précieuses concernant les profils moléculaires et les

conformations des polysaccharides [53].

Les polysaccharides ont une complexité structurale plus élevée que les autres
macromolécules, ce qui crée des défis importants dans 1’analyse de la conformation de la chaine.
Les activités des polysaccharides sont étroitement liées a leur structure chimique, a la conformation
de la chaine et a la structure d’ordre supérieur. Ainsi, il est important d’élucider les caractéristiques
structurales qui sont essentielles pour 1’application réussie des polysaccharides dans les différents

domaines [30].




Chapitre | Synthése bibliographique

Tableau 1.2: Quelques méthodes d’analyse structurale des polysaccharides [54]

Méthode d’analyse Informations sur le polysaccharide

UV-Vi Teneur en polysaccharides, évaluation de la présence d’acides
-VIS

nucléique et de protéines

FT-IR Détermination de divers groupes fonctionnels

Composition en monosaccharides, identification de la pureté,
HPLC, LC-MS, GC-MS . o
poids moléculaire

Séquence, composition en monosaccharides et type de structure

RMN )
cyclique
HP-SEC-MALS Détermination du poids moléculaire
MEB Structure tridimensionnelle et structure de surface
MEA Morphologie moléculaire, structure du réseau, rugosité de
surface et viscoélasticité
XRD Analyse de la structure des polysaccharides au niveau atomique
Congo red experiment Juger de I’état hélicoidal de la chaine polysaccharidique

1.5 Bioactivités des polysaccharides et relation structure-fonction

Les chercheurs du monde entier explorent les plantes terrestres pour leurs propriétés
médicinales depuis I’ Antiquité. Les différentes parties des plantes, tels que les graines, les feuilles,
les fruits, les fleurs et les racines, sont examinés pour leurs applications potentielles, que ce soit en

usage interne sous forme de décoction ou en application externe [55].

Les polysaccharides végétaux présentent de nombreuses activités pharmacologiques,
notamment une activité antioxydante, une activité immunomodulatrice, une activité anti-
inflammatoire, une activité antidiabétique, une activité antitumorale, une activité antivirale et

d'autres activités [30]. Une compréhension approfondie de la structure et de la fonction des
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polysaccharides, les scientifiques ont permis de découvrir que les polysaccharides de structures

différentes possédent de nombreuses bioactivités [7].

La relation structure-activité des polysaccharides fait principalement référence a 1’effet de
la structure primaire, de la structure avancée et des propriétés physicochimiques sur 1’activité des
polysaccharides. Cela est lié au poids moléculaire des polysaccharides, a la composition en
monosaccharides, au type de liaison glycosidique et au degré de ramification. Il est difficile
d’étudier directement la relation entre la structure et 1’activité des polysaccharides en raison du

poids moléculaire, de la structure complexe et des diverses activités [6].
1.5.1 Activité anti-inflammatoire

L’inflammation, en tant que réaction initiale du systéme immunitaire de I’organisme, est un
phénomeéne physiologique naturel qui se produit en réponse & une infection, une blessure ou un
stress. Elle est en général, une réponse protectrice naturelle par la sécrétion d’oxyde nitrique (NO)
et de cytokines pro-inflammatoires, mais une inflammation prolongée et chronique pourrait étre
préjudiciable, conduisant a la pathogenese de maladies telles que la fievre, 1’asthme,
I’athérosclérose, I’arthrite, les maladies neurodégénératives et méme le cancer. Le traitement de
I’inflammation se concentre principalement sur les anti-inflammatoires stéroidiens et non
stéroidiens [56]. Cependant, les effets secondaires, tels que 1’hypertension, 1’ostéoporose,
I’immunosuppression, les syndromes de Cushing de la premiére et la gastrite hémorragique,
I’ulcére digestif supérieur, I’hépatotoxicité, les allergies de la seconde, rendent leur utilisation a
long terme controversée et représentent une limitation importante a 1’utilisation de ces
médicaments. Il est donc urgent de trouver des substances potentiellement non toxiques et efficaces

pour inhiber I’inflammation [57].

Les polysaccharides, en tant que biomolécules anti-inflammatoires, peuvent inhiber la voie
de signalisation, réduire les facteurs inflammatoires et exercer d’autres effets anti-inflammatoires
[37]. Les différents mecanismes anti-inflammatoires des polysaccharides ont été discutes.
L’inhibition de la libération de médiateurs inflammatoires ou I'amélioration de la dérégulation des
cytokines pro-inflammatoires (interleukines 1 et 6 (IL-1 et IL-6) et facteur de nécrose tumorale
alpha (TNF-a) et des cytokines anti-inflammatoires (IL-10) constituent une stratégie potentielle

pour le traitement de I’inflammation. L’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) catalyse la

[ 15 L




Chapitre | Syntheése bibliographique

synthese de grandes quantités de NO. La cyclooxygénase (COX) est également impliquée dans le
processus d’inflammation. iNOS et COX-2 stimulent la production d’une masse de médiateurs pro-
inflammatoires [58,59]. La suppression de leurs activités ou la régulation négative de leur

expression sont souhaitables pour réduire 1’étendue de la réponse inflammatoire [60].

La voie du facteur nucléaire kappa B (NF-kB) est ’'une des voies effectrices les plus
importantes impliquées dans 1’inflammation. C’est un régulateur transcriptionnel composé
d’homodiméres ou d’hétérodimeéres de protéines Rel [58]. Dans les cellules au repos, il est localisé
dans le cytosol et li¢ a I’inhibiteur kappa B (IkB), inhibant ainsi sa localisation nucléaire. Une fois
activé, IkB est phosphorylé et libéré du complexe, puis les protéines Rel se déplacent vers le noyau
et se lient spécifiquement aux ¢éléments d’ADN consensus pour initier I’expression d’une cascade
de génes liés a I’inflammation et ainsi la production de divers médiateurs [61-63]. L’inhibition de
la production de cytokines pro-inflammatoires en supprimant ’activation de NF-«kB est le
mécanisme sous-jacent de nombreux polysaccharides. Les protéines kinases activées par le
mitogéne (MAPK) sont une famille de protéines kinases sérine/thréonine. En tant que molécules
de signalisation en amont du NF-«xB, I’inhibition de MAPK par les polysaccharides, jouent

également un réle important dans les processus anti-inflammatoires [64].

Une mauvaise adaptation de I’interface du microbe hdte pourrait entrainer des réponses
inflammatoires aberrantes et la dérégulation du microbiote intestinal pourrait étre une pathogenése
sous-jacente de la maladie inflammatoire de I’intestin [65]. Le niveau réduit de probiotiques et
I’abondance accrue de bactéries maléfiques dans ’intestin sont des caractéristiques typiques des
patients atteints de colite [66]. Des études ont révele que les polysaccharides produits ou agissaient
sur le microbiote avaient des effets anti-inflammatoires dans les maladies inflammatoires de
I’intestin [67] et confirmaient leur effet protecteur contre la colite [66]. Les polysaccharides
possédent des activités de régulation immunitaire, ce qui représente une nouvelle approche

thérapeutique anti-inflammatoire.

Les transducteurs de signal et activateurs de transcription 3 (STAT3) possedent des
fonctions clés dans le développement et I’homéostasie tissulaire. Les chercheurs ont découvert que
STATS3 activé par les polysaccharides pourrait favoriser la différenciation des microglies et des

macrophages vers le phénotype M2 [68,69], indiquant un régulateur potentiel de I’inflammation.
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Les polysaccharides exercent également des effets anti-inflammatoires en inhibant la libération

d’histamine ou en activant 1’autophagie [70].

La composition en monosaccharides a une influence significative sur 1’activité anti-
inflammatoire des polysaccharides. Des études ont indiqué que les macrophages et les cellules
dendritiques expriment de nombreux récepteurs de glucides, tels que les récepteurs du mannose
(MR), la dectine-1 et la lectine de type galactosétype des macrophages (MGL), qui peuvent
reconnaitre spécifiquement les saccharides riches en mannose, [B-glucane et galactose,
respectivement. De telles reconnaissances déclenchent des signaux en aval et induisent un

changement dynamique du comportement cellulaire [71,72].

I1 convient de souligner que I’influence du poids moléculaire peut étre controversée, voire
contradictoire, et que parfois I’impact de poids moléculaire s’avére non linéaire [73,74]. 1l est
démontré que la conformation de la chaine des polysaccharides avait tendance a changer avec la
variation de poids moléculaire, ce qui s’est avéré étre étroitement 1ié au changement des effets anti-
inflammatoires. La conformation de la chaine est un autre facteur important influengant 1’activité
anti-inflammatoire des polysaccharides. Il est rapporté que les polysaccharides sont plus actifs a
I’état triple hélice [75].

1.5.2 Activité antioxydante

Au cours des processus métaboliques, la production incontrdlée des espéces réactives de
I’oxygene (ERO) et des espéces réactives de 1’azote (ERN) peut causer des dommages au corps
humain. Elles attaquent différentes macromolécules telles que les lipides membranaires, les
protéines et I’ADN, entrainant de nombreux troubles de santé tels que le cancer, le diabete, les

maladies neurodégénératives et inflammatoires avec des lésions tissulaires graves [3].

Les antioxydants ont le potentiel de supprimer ces maladies causées par les dommages
oxydatifs grace a différentes activités de piégeage, de réduction, de chélation et d’inhibition de la
peroxydation [5]. Les antioxydants d’origine synthétique présentent de nombreux inconvénients
tels que leur carcinogenése et leurs dommages au foie ; pour ces raisons, un substitut naturel
alternatif serait d’une grande utilité. Les polysaccharides dérivés de plantes sont des candidats

prometteurs car ils présentent de fortes activités antioxydantes [76].
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Des études ont montré que certains polysaccharides peuvent inhiber la peroxydation des
lipides, renforcer la capacité du corps a éliminer les radicaux libres, avoir des effets anti-age et
inhiber les maladies cardiovasculaires et cérébrovasculaires [77].

L’activité antioxydante des polysaccharides est principalement attribuable a I’amélioration
de I’activité enzymatique antioxydante de la superoxyde dismutase (SOD), de la catalase (CAT) et
de I’hydroperoxyde de phospholipide glutathion peroxydase (GSH-Px) [78]. Les polysaccharides
inhibent la génération de ERO en bloquant la voie de NF-«xB [79,80].

Le mécanisme antioxydant sous-jacent n’est pas enti¢rement expliqué. Cependant, il a été
découvert que les caractéristiques des polysaccharides tels que le poids moléculaire, la composition
des monosaccharides, la structure, et les liaisons hydrogénes intramoléculaires sont liées a son

activité antioxydante [81].

Il a été observe que le poids moléculaire des polysaccharides est associé a leurs activités
antioxydantes. Les polysaccharides de bas poids moléculaire ont des activités antioxydantes plus
élevées que les polysaccharides de haut poids moléculaire car les polysaccharides de bas poids
moléculaire ont leurs groupes réducteurs (groupes hydroxyle et amino) accessibles aux radicaux
réactifs et aux oxydants. Les polysaccharides de haut poids moléculaire, en revanche, peuvent étre
plus compacts et avoir leurs groupes réducteurs restreints et inaccessibles pour les réactions
antioxydantes [82]. Cependant, peu d’études suggerent qu’il pourrait n’y avoir aucune corrélation

entre le poids moléculaire des polysaccharides et leurs activités antioxydantes [83].

Une excellente activité acide 2,2’-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)
(ABTS) des polysaccharides a été découverte étre liée a sa teneur en acide uronique. Cela pourrait
étre dG a I’interaction de I’acide uronique avec 1’atome d’hydrogeéne du carbone anomérique des
polysaccharides [84]. Cette interaction conduit a la libération d’hydrogéne, qui est ensuite
disponible pour éteindre les radicaux. Aussi, la formation d’une liaison croisée entre le groupe
COOH de I’acide uronique et Fe?* a été identifiée comme étant responsable de la capacité des
polysaccharides a chélater le Fe?* [85]. De plus, il a été découvert que 1’acide galacturonique et
I’acide glucuronique présents dans les polysaccharides ont amélioré leur capacité de chélation du

Fe2* [86,87]. Il a également été constaté que la composition monosaccharide des polysaccharides
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provoque une tres forte inhibition des radicaux hydroxyles. La fraction de polysaccharides qui

inhibait fortement le radical hydroxyle contenait la plus grande quantité de rhamnose [88,89].

Les liaisons glycosidiques associées aux polysaccharides peuvent influencer leur capacité
d’inhibition spécifique. La relation entre les liaisons glycosidiques des polysaccharides et la
capacité d’inhibition des radicaux hydroxyles nécessite une analyse plus approfondie des
monosaccharides. Un rapport mentionne la relation étroite entre 1’arabinose (1 — 4) et la mannose
(1 — 2) avec le pouvoir réducteur, et le glucose (1 — 6) et I’arabinose (1 — 4) au piégeage des

radicaux DDPH [90].
1.5.3 Activité anti-hyperglycémiante

Le diabéte est une maladie métabolique caractérisée par une glycémie élevée chronique et
associée a des lésions a long terme de divers organes. L’incidence du diabéte a augmenté
rapidement ces derniéres années en raison de changements importants dans 1’alimentation et le
mode de vie. Il est donc urgent de trouver des méthodes thérapeutiques pour prévenir le diabete.
Les polysaccharides végétaux présentent une activité hypoglycémiante via divers mécanismes tels
que la protection des cellules B pancréatiques, 1’amélioration de la sensibilité¢ a 1’insuline, la
réduction de la digestion de I’amidon, I’augmentation des effets anti-inflammatoires, la modulation

du métabolisme lipidique et la régulation du microbiote intestinal [91].

L’augmentation du taux d’apoptose des cellules B ainsi que la diminution de la sécrétion
d’insuline peuvent conduire a 1’apparition du diabéte. La prévention de I’apoptose des cellules 3
est I’'une des approches essentielles pour soulager le diabéte. La réduction du stress oxydatif est
I’un des principaux mécanismes permettant aux polysaccharides de prévenir I’apoptose des cellules
B [92]. En plus de leurs effets anti-apoptotiques, les polysaccharides peuvent également maintenir

la fonction des cellules P et ainsi améliorer la sensibilité et la sécrétion d’insuline [93].

Une inflammation de bas grade est associée au diabete. L’infiltration accrue des cellules
immunitaires et la libération de cytokines entrainent une résistance a I’insuline et la destruction des
cellules B. Par exemple, I’interleukine 1 béta (IL-1p) est la principale cytokine capable d’intervenir
dans la défaillance des cellules B puisque la fonction des cellules B est améliorée apres le blocage
de l’activation de I’IL-1 [94]. Par conséquent, la suppression de 1’expression des cytokines

inflammatoires peut inhiber la progression du diabéte [95]. En plus de réguler négativement
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I’expression des cytokines inflammatoires dans le sérum, les polysaccharides végétaux pourraient

diminuer les niveaux d’inflammation dans les tissus cibles de I’insuline [96-99].

L’insuline est capable de réguler la glycémie. La liaison entre I’insuline et les substrats du
récepteur de [D’insuline active la voie phosphoinositide-3-kinase/Akt/protéine kinase B
(PI3K/Akt/PKB) et la voie de la protéine kinase activée par le mitogene Ras (MAPK), ce qui
diminue le taux de glucose dans le sang. Le rdle essentiel des polysaccharides végétaux dans la
régulation de la voie de signalisation de I’insuline est la modulation de la voie de signalisation

MAPK [100] et I’activation de la voie PI3K/Akt [101].

La régulation du métabolisme lipidique est I’un des mécanismes importants impliqués dans
I’activité antidiabétique des polysaccharides végétaux. La protéine kinase activée par 1’adénosine
5’-monophosphate (AMPK) joue un réle important dans la diminution des triglycérides et du

cholestérol total induite par les polysaccharides végétaux [102,103].

Les polysaccharides présentaient une activité d’inhibition élevée de 1’a-amylase et de I’a-
glucosidase, ce qui indiquait un bon potentiel pour les polysaccharides dans le traitement de diabéte
[104]. L’absorption du glucose dans I’intestin se fait principalement par les transporteurs de
glucose, notamment le cotransporteur sodium-glucose 1 (SGLT-1) et le transporteur de glucose 2
(GLUT?2). SGLT]1 est responsable de 1’absorption du glucose par I’intestin gréle. GLUT2 assure la
médiation de la sortie du glucose des cellules intestinales vers la circulation sanguine. Les
polysaccharides végétaux peuvent abaisser la glycémie en inhibant 1I’expression du SGLT-1 et du
GLUT2 [105]. De plus, I’inhibition du SGLT1 a entrainé une augmentation du GLP1, ce qui a

encore favorisé I’homéostasie du glucose [106].

Dans la régulation du microbiote intestinal, le traitement aux polysaccharides a inversé la
dysbiose intestinale causée par le diabete. La majeure partie du microbiote intestinal est constituée
de bactéries anaérobies, dont les Firmicutes et les Bacteroidetes représentent environ 90%. Les
polysaccharides ont augmenté I’abondance de Bacteroidetes, et donc améliorant le métabolisme

nutritionnel et énergétique [98].

Dans I’intestin distal, les polysaccharides sont convertis en acides gras a chaine courte
(AGCC), tels que I’acide acétique, 1’acide propionique et 1’acide butyrique, par le microbiote

intestinal. Les AGCC régulent le métabolisme en activant la signalisation en aval, et donc en
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modulant indirectement le diabete. Le renforcement de la barriére intestinale dans le diabéte est
essentiel pour prévenir I’inflammation chronique. De nombreux résultats suggérent que les AGCC
contribuent au maintien de la barriere intestinale [107]. Les acides biliaires, un type de molécules
de signalisation, jouent un r6le important dans le métabolisme des glycolipides. Les
polysaccharides peuvent soulager le diabéte en améliorant le métabolisme des acides biliaires
[108]. La sécrétion de I’hormone glucagon-like peptide 1 (GLP-1) pourrait étre ameéliorée via les

modifications induites par les polysaccharides dans les bactéries intestinales [109].

La viscosité élevée des polysaccharides peut inhiber la digestion de 1’amidon et I’absorption
du glucose, évitant ainsi une augmentation rapide des taux plasmatique de glucose chez les patients
diabétiques [110-112]. Le poids moléculaire a un effet significatif sur 1’activité des
polysaccharides. Les polysaccharides de poids moléculaire relativement faible ont montré une
meilleure activité antidiabétique [104]. L’activité inhibitrice plus élevée des polysaccharides de
poids moléculaire inférieur pourrait étre attribuée a davantage de groupes hydroxy et carboxyle sur
les chaines des polysaccharides, ce qui a facilité la formation du complexe d’enzymes et de
polysaccharides, entrainant une activité inhibitrice plus élevée. Cependant, les effets du poids
moléculaire des polysaccharides végétaux sur les effets antidiabétiques n’étaient pas de simples
relations linéaires. La viscosité des polysaccharides de poids moléculaire plus élevé était élevée,
ce qui inhibait la digestion et ’absorption de I’amidon et montrait ainsi une meilleure activité

antidiabétique [110].

La plupart des polysaccharides ayant une activité antidiabétique contiennent de 1’arabinose,
du galactose, du glucose et du xylose dans des proportions différentes, ainsi qu’une petite quantité
de rhamnose et de fucose [113]. Les polysaccharides riches en galactose et en glucose présentent
une forte activité inhibitrice de I’a-amylase et de 1’a-glucosidase (la teneur élevée en galactose et
glucose facilite la liaison des polysaccharides aux enzymes) [114]. Un rapport mannose/glucose
plus élevé entraine une viscosité plus faible du glucomannane et donc une diminution des effets
antidiabétiques [115]. La composition en monosaccharides est également associée a la production
de polysaccharides végétaux par les AGCC, ce qui a son tour affecte ’activité antidiabétique. Par
exemple, 1’acide propionique, I’'un des AGCC importants, est lié a la fermentation de
polysaccharides riches en arabinose et en xylose [116]. Le type et la position de la liaison

glycosidique pourraient affecter 1’activité antidiabétique des polysaccharides. Une forte activité
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inhibitrice de I’a-glucosidase des polysaccharides attribués a 1’existence de liaisons o-(1—4)

glycosidiques [117].
1.5.4 Activité antitumorale

Les tumeurs sont des croissances anormales de cellules dans le corps, qui peuvent étre
bénignes et inoffensives, ou malignes (cancéreuses) et nocives, et peuvent se propager et entrainer
la mort. Les scientifiques pensent que le cancer est une maladie compléete, multi-étapes et
multifactorielle, qui peut survenir a partir de tous les types de cellules et d’organes. Le cancer se
manifeste non seulement par des dommages physiques, provoquant diverses complications aux
stades intermédiaire et avancé, mais il affecte également la santé mentale des patients et réduit leur
qualité de vie. Selon les dernieres données mondiales sur la charge de cancer publiées par le Centre
international de recherche sur le cancer (CIRC) de 1’Organisation mondiale de la santé en 2020, le
taux d’incidence et la mortalité liés au cancer ont augmenté rapidement dans le monde ces dernieres

années [118].

Des études ont montré que les polysaccharides végétaux ont peu d’effets toxiques et
secondaires et se caractérisent par des perspectives et des mécanismes multiples, prévenant
I’émergence de la résistance aux médicaments. Leurs mécanismes moléculaires anticancéreux
comprennent principalement I’inhibition de la prolifération tumorale et de I’apoptose tumorale,
I’induction de 1’autophagie, I’impact sur le cycle cellulaire, I’inhibition de 1’angiogenése tumorale,
la régulation de la transition épithéliale-mésenchymateuse, le stress oxydatif tumoral et la
régulation immunitaire. Comparés aux médicaments anticancereux existants, les polysaccharides
végétaux sont devenus 1’un des points chauds de la recherche dans le domaine de 1’anti-tumeur en

raison de leur sécurité et de leur efficacité [119].

Normalement, les cellules humaines subissent un processus ordonné de prolifération, de
différenciation, de sénescence et d’apoptose. Lorsqu’une mutation génique ou chromosomique se
produit, les cellules deviennent cancéreuses, et leurs activités de prolifération et de différenciation
deviennent anormalement actives. Des études ont montré que les polysaccharides végétaux peuvent

efficacement inhiber la prolifération et la différenciation des cellules tumorales [120,121].

L’apoptose est une voie importante pour ¢liminer les cellules endommagées ou infectées

afin de protéger I'intégrité tissulaire et ’homéostasie cellulaire, et elle se caractérise par la
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condensation de la chromatine cellulaire, 1’activation des caspases, la fragmentation de I’ADN et
des altérations de la membrane mitochondriale. Les voies d’apoptose induites par les
polysaccharides végétaux dans les cellules tumorales sont principalement divisees en voie
mitochondriale (voie intrinséque) et voie du récepteur de la mort (voie extrinséque). Dans la voie
intrinseque, les polysaccharides entrainent genéralement des changements de potentiel
membranaire mitochondrial et ’activation de la caspase-9 dans les cellules tumorales, déclenchant
de multiples voies dépendantes de la caspase, y compris ’activation de la caspase-3, qui libére
finalement le cytochrome C pour induire I’apoptose. Dans la voie extrinséque, les polysaccharides
végétaux induisent principalement les récepteurs de la mort a se lier a leurs ligands et activent la

caspase-8, conduisant a I’apoptose [122—-125].

L’autophagie est le processus par lequel les cellules forment des vésicules autophagiques a
double membrane et dégradent des protéines et des organites dans ces vésicules a travers les
lysosomes. Ses principales caractéristiques sont la formation de vésicules & double membrane et la
transformation de la protéine associée aux microtubules 1, chaine légére 3 (LC3). Les
polysaccharides végétaux régulent 1’autophagie tumorale en agissant sur les molécules

d’autophagie Beclin-1 et LC3 [126].

La formation de nouveaux vaisseaux sanguins fournit non seulement une nutrition riche a
la croissance tumorale, mais offre également une nouvelle voie pour la métastase tumorale.
L’inhibition de 1’angiogenése est une condition préalable a I’activité antitumorale et a I’inhibition
de la métastase tumorale. La régulation de la vascularisation tumorale peut renforcer les stratégies
antitumorales. L’anti-angiogenése inclut I’inhibition des voies moléculaires impliquées dans la
promotion de la formation de nouveaux vaisseaux sanguins. Les polysaccharides végétaux peuvent

exercer des effets antitumoraux en inhibant I’angiogenéese tumorale [127,128].

La métastase tumorale fait référence au processus au cours duquel les cellules tumorales
adherent a la matrice extracellulaire, envahissent les tissus adjacents et subissent une métastase. La
capacité métastatique et invasive est la principale manifestation de la malignité tumorale. Les
polysaccharides végétaux peuvent traiter le cancer en inhibant I’invasion et la métastase tumorales,
et peuvent étre considérés comme des médicaments adjuvants dans le traitement du cancer [129—
131].
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Les polysaccharides végetaux peuvent prolonger la vie des patients atteints de cancer en
améliorant leur auto-immunité [132,133]. Les polysaccharides peuvent cibler des molécules
réceptrices telles que les récepteurs de type Toll (TLR: Toll like receptor), le récepteur du mannose,
le récepteur 3 du complément et le récepteur éboueur (scavenger receptor) a la surface des cellules
immunitaires, activer les voies de signalisation en aval telles que MAPK et NF-«xB, favoriser la
sécrétion et I’expression de cytokines telles que NO, TNF-ax, IL-1p, IL-6, 1L40 et IFN-y, régulent
le systéme immunitaire, améliorent 1’activité des cellules immunitaires, régulent les facteurs
inflammatoires, activent les cellules immunitaires innées et renforcent I’effet inhibiteur de 1’hote
sur croissance des cellules tumorales, exercant ainsi une activité immuno-régulatrice, et jouant

alors un role antitumorale [133-137]

Le poids moléculaire est un facteur crucial qui influe sur I’activité antitumorale des
polysaccharides. En général, plus le poids moléculaire est €élevé, plus I’activité antitumorale est
forte [138]. Mais, certains polysaccharides de faible poids moléculaire avaient également une
activité antitumorale significative [139]. Cependant, I’activité biologique des polysaccharides
montrera une corrélation positive uniquement dans une certaine plage avec le poids moléculaire.
Au-dela de cette plage, un poids moléculaire trop élevé ou trop faible diminue son activité
antitumorale. En raison d’un poids moléculaire trop bas, le polysaccharide ne peut pas former une
structure polymére avec une activité biologique, tandis qu’un poids moléculaire trop élevé et un
volume moléculaire trop important ne favorisent pas le transport transmembranaire du

polysaccharide et son activité biologique dans 1’organisme [119].

L’activité antitumorale des polysaccharides ayant différentes compositions de
monosaccharides est tres différente. La plupart des polysaccharides végétaux a base de glucose,
d’arabinose et de thamnose ont une activité antitumorale importante et plus la teneur en glucose
est ¢élevée, meilleure est I’activité antitumorale. De plus, les polysaccharides végétaux ayant une
activité antitumorale contiennent également du galactose, du mannose, de 1’acide galacturonique

et de la xylose [119].
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1.5.5 Autres activités

Des experiences in vivo et in vitro ont démontré la capacité du polysaccharide a fournir des
effets neuroprotecteurs en favorisant la croissance des neurites et les voies de signalisation NF-«xB,
PI3K/Akt et MAPK [140].

Les polysaccharides ont présenté une meilleure activité de digestibilité contre les activités
lipase et protéase en modifiant les protéines et en aidant a diminuer les niveaux de lipides. De plus,
il aide a lier les sels biliaires et a réduire les taux de cholestérol [141]. Il a également été constaté

que les polysaccharides inhibaient la formation de biofilm [142].

L’activité antimicrobienne des polysaccharides peut étre évaluée a I’aide de méthodes de
base telles que la diffusion sur disque et les dilutions en bouillon ou en gélose. Les polysaccharides
ayant un effet antimicrobien doivent présenter des propriétés d’activité de surface, une capacité
d’adsorption/absorption et une affinité de liaison élevée pour les cellules bactériennes. En outre,
les polysaccharides doivent posseder une lipophilie accrue afin de provoguer des dommages et une
perturbation efficace de la membrane cellulaire, une fuite du contenu cytoplasmique et une lyse
cellulaire [143,144].

Les polysaccharides présentent un effet hépato-protecteur contre les lésions hépatiques par
divers mécanismes in vitro et in vivo [145,146]. Les mécanismes qui sous-tendent leur effet hépato-
protecteur résident dans la régulation des voies NF-kB, PI3K/AKT, MAPK, cascade des caspases,
TGF-B (facteur de croissance transformant ), géne p53, du métabolisme lipidique ainsi que des

enzymes du cytochrome P450 [147].

Les activités biologiques des polysaccharides ont été décrites comme étant intimement liées
aux structures et aux conformations de la chaine. Néanmoins, en raison d’une relation structure-
fonction non clairement définie et d’un mécanisme d’action partiellement compris, leur utilisation
clinique reste limitée. Une attention constante devrait étre accordée a la découverte de leur lien
plus profond, qui est crucial pour que les modifications structurelles des polysaccharides atteignent

leurs effets maximaux.
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1.6 Apercu sur les galactomannanes
1.6.1 Geénéralités

Les hémicelluloses représentent les polysaccharides les plus abondants, aprés la cellulose.
Il s’agit d’hétéropolysaccharides ramifiés ou lin€aires, regroupés structurellement en B glucanes,
mannanes, xylanes et xyloglucanes. Les mannanes, 1’un des principaux groupes constitutifs de
I’hémicellulose dans la paroi cellulaire des plantes, ou ils jouent des roles structurels, nutritionnels
et de signalisation. Ils se composent de quatre sous-familles: les glucomannanes, les

galactomannanes, les mannanes linéaires et les galactoglucomannanes [148-150].

Les galactomannanes sont des hétéropolysaccharides hydrosolubles non ionique composeés
de mannose et de galactose. On les trouvent généralement sous forme de polysaccharides de
stockage dans I’endosperme des graines de plus de 70 espéces de la famille des Légumineuses
[12,151,152].

En plus de leur réle principal de réserve, il agit comme osmoprotecteur. Le galactomannane
ajuste le potentiel osmotique de la graine pendant la germination en réponse a des facteurs externes
tels que la sécheresse. Les galactomannanes sont durs et compacts a 1’état normal, mais lors de
I’imbibition, ils absorbent une grande quantité d’eau (environ 60 % de 1’eau totale absorbée par la
graine entiere) et deviennent doux et mucilagineux. Ils contribuent a protéger I’embryon contre la
dessiccation lorsque la sécheresse suit I’imbibition. Le role des galactomannanes dans les relations
hydriques est le résultat direct de ses propriétés hydrophiles, qui découlent elles-mémes de sa
structure moléculaire. Ce role ne pourrait pas étre imité par des protéines de réserve, de I’huile, ou
méme par de I’amidon, qui absorbe peu d’eau a I’état natif. Par conséquent, il semble raisonnable
de suggérer que la présence de galactomannanes dans les plantes, peut représenter une adaptation

a un environnement naturel aride ou semi-aride [153,154].

Le développement du galactomannane dans les plantes Iégumineuses a été divisé en quatre
stades largement espacés observables au microscope optique: le stade de développement
embryonnaire, le stade de dépdt de galactomannane, le stade tardif de dépbt de galactomannane, et
le stade de maturation du galactomannane [155]. Le temps spécifique pour chaque stade de
développement varie considérablement en fonction de I’espece et de 1I’environnement de croissance

des plantes [156].
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La biosynthese du galactomannane est catalysée de maniere coopérative par la
mannosyltransférase et la galactosyltransférase [157]. Le processus de biosynthése régulé par
plusieurs enzymes influence le dépdt de galactomannane et la teneur en galactose, contrélant ainsi

le rapport mannose/galactose (M/G) [158].

L’extraction aqueuse est la méthode générale pour extraire des hydrocolloides, y compris
les galactomannanes. Cependant, I’utilisation de nouvelles technologies telles que 1’ultrason et le
micro-ondes dans I’extraction peut entrainer des changements dans divers aspects, en particulier
les propriétés émulsionnantes et moussantes du galactomannane obtenu [159]. Bien que ces
nouvelles méthodes puissent étre un peu colteuses, si elles peuvent améliorer différentes

propriétés, elles peuvent remplacer la méthode d’extraction aqueuse [160].

Parmi les principales sources de galactomannanes figurent la caroube (Ceratonia siliqua),
le guar (Cyamopsis tetragonolobus), le tara (Caesalpinia spinosa) et le fenugrec (Trigonella
foenum graecum). D’autres sources de galactomannanes ont également été explorées dans la

littérature mais ont encore une applicabilité limitée [161,162].

La détermination de la structure chimique du galactomannane a fait I’objet d’un grand
intérét et plusieurs expériences ont été réalisées pour étudier la structure détaillée du

galactomannane provenant de différentes sources végetales.
1.6.2 Structure et propriétés du galactomannane

Les galactomannanes ont été mises en avant ces dernieres années en raison de leur nature
naturelle, leur stabilité, leur sécurité, leur non-toxicité, leur caractere hydrophile et leur
biodégradabilite. Ce sont des polymeres qui présentent des propriétés physico-chimiques et
biologiques recherchées [163].

La détermination de la structure chimique du galactomannane a fait I’objet d’un grand
intérét et plusieurs expériences ont été realisées pour étudier la structure detaillée du
galactomannane provenant de différentes sources végétales. La premiére tentative a été faite par
Nadelman en 1890. Il a étudié les graines en développement de Trigonella foenum-graecum L.
(Fabaceae), Lotus tetragonolobus L. (Fabaceae), Colutea brevialata Lange (Fabaceae) et

Indigofera hirsuta L. (Fabaceae) et a découvert le dépdt de mucilages (ou galactomannane) sous
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forme d’épaississements membranaires secondaires des parois cellulaires de 1’endosperme [164].
Gréce au développement de différentes techniques de caractérisations, les chercheurs ont pu

identifier la structure du galactomannane.

La structure chimique du galactomannane est un squelette linéaire d’un groupe
mannopyranosyle B-D-(1 — 4) qui est attaché a une unité galactopyranosyle a-D-(1 — 6) en tant
que chaine latérale [11]. Les galactomannanes sont des polymeéres a longue chaine qui peuvent
augmenter significativement leur affinité pour la liaison des molécules d’eau, car ils possedent un
grand nombre de groupes hydroxyle (-OH). Lorsqu’ils sont dispersés dans 1’eau, les
galactomannanes peuvent former des dispersions visqueuses et/ou des gels [165].

La présence de groupes cis-OH dans le mannose permet la formation de liaisons hydrogene
au sein des molécules de la chaine polymannane tant qu’un groupe de substitution le galactose
n’est pas présent ou en moindre quantité. Une augmentation de la substitution par la chaine latérale
du galactose établit un obstacle stérique entre les molécules de sorte que tres moins de liaisons
hydrogene se produisent et conduit a une solubilité élevée dans I’eau et provoque des changements
significatifs dans la viscosité du galactomannane [11]. Ainsi, les galactomannanes peuvent se
disperser facilement dans I’eau et former de fortes liaisons hydrogene lors de 1’interaction avec les

molécules d’eau et représentent donc une capacité élevée de liaison a 1’eau [166].

Les principales différences entre les galactomannanes résident dans la répartition des
branches latérales du galactose le long du squelette du mannose, dans le rapport M/G, dans leur
structure et leur poids moléculaire. Ces facteurs affectent également leurs aspects physico-
chimiques, rhéologiques, émulsifiants et fonctionnels [167]. 1l est a noter que le rapport M/G peut
affecter considérablement la solubilité du galactomannane. De plus, I’emplacement des branches
latérales du galactose sur la chaine du mannose peut également affecter divers parameétres
physicochimiques, notamment la solubilité, en modifiant la structure du galactomannane. En
d’autres termes, les galactomannanes qui ont des branches latérales a faible teneur en galactose
dans leur conformation présentent une structure cristalline qui entraine une réduction de la
solubilité [168].

Le rapport M/G est un facteur important déterminant les propriétés physicochimiques du

galactomannane telles que sa solubilité, sa rheologie et son comportement thermique [11,169].
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Comparé au galactomannane avec des rapports M/G inférieurs (1-1.8), le galactomannane avec des
rapports M/G plus élevés (2.7 —4.0) est insoluble dans I’cau froide et se dissout lorsqu’il est chauffé
[151,152,170,171]. De plus, des rapports M/G plus élevés contribuent & une viscosité plus élevée
en raison des interactions intermoléculaires. De plus, les propriétés physicochimiques et
notamment la viscosité des galactomannanes sont également influencées par leur répartition de
poids moléculaire. Les changements dans le rapport M/G varient au cours du dépot et de la
maturation du galactomannane [158].

Le rapport M/G dans le galactomannane peut varier selon le type de plante. Les auteurs ont
montré, a partir d’une méme espeéce végétale ou d’une méme source de galactomannane, que les
propriétés moléculaires du galactomannane, comme le rapport M/G et le poids moléculaire,
peuvent varier en fonction de la variété et des conditions de culture (climat, sol) ainsi que la

méthode d’extraction ou de préparation [158].

La conformation des polysaccharides peut avoir un impact significatif sur les propriétés de
leur solution, notamment des changements importants dans la solubilité, la viscosité et les
interactions avec d’autres polysaccharides [172,173]. Par conséquent, determiner la conformation
du galactomannane en solution est d’une grande importance pour comprendre ses propriétés en

solution.
1.6.3 Applications des galactomannanes

Les galactomannanes peuvent souvent étre utilisés sous différentes formes pour la
consommation humaine. Presentant différentes propriétés physicochimiques, les galactomannanes
sont des biomolécules utilisées dans de nombreuses industries : textile, cosmeétique, biomédicale,
pharmaceutique et alimentaire. En raison de leur innocuité et de leur haute viscosité, les
galactomannanes sont largement utilisés en tant qu’agents épaississants, émulsifiants, stabilisants

et gélifiants [11,158,174,175].

Aussi, en raison de leur caractere hydrophile, les galactomannanes possedent des propriétés
fonctionnelles uniques pour diverses utilisations alimentaires. Il est a citer leur capacité de rétention
d’eau, de réduction du taux d’évaporation, de modification de la formation des cristaux de glace,

de régulation du comportement rhéologique et leur capacité émulsifiante [176,177].
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Dans ce sens, I’incorporation de galactomannanes dans la fabrication du pain blanc entraine
une augmentation significative de 1’absorption d’eau lors de la formation de la pate. Cette réaction
peut étre principalement attribuée a la nature hydrophile du polysaccharide et a sa capacité a retenir
I’eau pendant la cuisson. En conséquence, I’humidité ainsi retenue s’évapore sous 1’effet d’une

pression de vapeur accrue, ce qui se traduit par une amélioration du volume du pain [178].

Lorsque les galactomannanes sont ajoutés aux recettes de creme glacée, ils empéchent la
cristallisation du lactose et la recristallisation de la glace au cours de stockage congelé des produits.
IIs empéchent la synérése et améliorent 1’étalement et la texture lorsqu’ils sont utilisés dans la
fabrication de fromages a tartiner [179]. En maximisant leur interaction avec les protéines et en
améliorant la texture, ils contribuent a réduire le taux de matieres grasses de la préparation du
yaourt [180].

Les galactomannanes trouvent de nombreuses applications dans les sauces, les vinaigrettes,
les soupes et diverses formulations liquides. Ils jouent un réle crucial dans la régulation de la
texture, de 1’expérience sensorielle et de la stabilité de ces mélanges. De plus, ils contribuent a
prolonger la durée de conservation des sauces en gérant la séparation des particules solides et le

processus de synérése [179].

Les solutions du galactomannanes présentent une stabilité sur une large plage de pH, ce qui
en fait d’excellents choix pour I’épaississement, la stabilisation et le prolongement de la durée de
conservation des boissons. Les galactomannanes, avec leurs propriétés tensioactives, peuvent étre
efficacement utilisées en tant que stabilisateurs pour les émulsions huile-dans-eau dans les boissons
[181].

Les galactomannanes caractérisés par une teneur réduite en galactose sont utilisés dans la
création des films comestibles, démontrant leur biodégradabilité. Cette caractéristique offre une
méthode permettant de minimiser la transformation des légumes frais, des fruits et des produits
carnés [182]. Pour obtenir les propriétés souhaitables du film telles qu’une résistance a la traction
élevée et un allongement a la rupture accru, des ajustements des caractéristiques du biopolymeére
telles que la perméabilité a 1’oxygéene, la perméabilité au dioxyde de carbone et la perméabilité a
I’humidité sont nécessaires. Les galactomannanes jouent un rdle crucial dans ce processus

d’optimisation en permettant la modification de la structure moléculaire du biopolymére [179].
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Dans I’industrie cosmétique en raison de leurs propriétés non toxiques, les galactomannanes
sont utilisées en tant qu’épaississant dans les dentifrices, en tant que conditionneur dans les
shampoings, en tant que colorants dans les industries textiles, et en tant que poudres pour prothéses
dentaires [167,183].

Les galactomannanes sont des agents de revétement de surface efficaces, utilisés pour lier
ou désintégrer des comprimés et des médicaments. Il est principalement utilisé comme composant
de certains laxatifs a base de fibres et se révelent utiles dans le traitement des inflammations. Ces
substances peuvent étre employées pour créer des nanoparticules dans la délivrance de
médicaments et interagissent facilement avec d’autres composés, ce qui est trés bénéfiques pour la

fabrication de comprimés et d’additifs dans 1’industrie pharmaceutique [183-186].

Les galactomannanes présentant un rapport M/G élevé sont couramment utilisés dans la
formulation de systémes de délivrance orale a base d’hydrogels, de systemes multiparticulaires et
de comprimés. Le galactomannane posséde des propriétés antidiabétiques et hypolipidémiques,
abaisse le taux de cholestérol LDL (lipoprotéines de basse densité) en raison de sa teneur élevée en

fibres solubles, et agit ainsi en tant que matériau bioactif [154,187,188].

Les galactomannanes sont des agents de renforcement des fibres et de défloculation, et leur
ajout dans de petites quantités a la pate peut augmenter la production de papier [189]. Lorsqu’il est
utilisé comme additif de partie humide, le galactomannane présente d’excellents effets de liaison
hydrogéne, et des papiers légers avec une excellente étanchéité peuvent également étre fabriqués

pour éviter les traces d’encre d’impression [11].

Dans I’industrie textile, le galactomannane est utilis€¢ comme agent d’encollage lorsqu’il est
combiné a de I'amidon et comme épaississant inimitable dans les peintures. Par conséquent, les
solutions de colorants épaissies peuvent étre utilisées pour créer des motifs clairement imprimés
[154]. Les galactomannanes sont utilisés dans I’industrie du forage pétrolier pour briser les roches
en utilisant une haute pression (fracturation hydraulique). Lors de 1’ajout de solutions de gomme,
le fluide de fracturation s’épaissit et transporte le sable dans la roche fracturée, permettant ainsi au
pétrole ou au gaz de s’écouler facilement dans les puits de forage [189]. Dans le domaine de

nanotechnologie, les chercheurs ont exploré 1’utilisation des galactomannanes en raison de leur
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potentiel en tant qu’agents stabilisants et réducteurs dans la biosynthése des nanoparticules

métalliques [12].
I.7 Nanoparticules d’argent

La nanotechnologie a attiré I’attention des chercheurs en tant que nouveau domaine
scientifique multidisciplinaire. Le physicien Richard Feynman, lauréat du prix Nobel, a inventé la
nanotechnologie en 1959, et elle a depuis été utilisee dans diverses industries, notamment
I’ingénierie, I’alimentation, 1’énergie, la médecine et I’environnement [190]. La nanotechnologie a
généré divers matériaux & I’échelle nanométrique (1 nm= 10° m). Etant donné que les
caractéristiques des matériaux ne peuvent étre découvertes dans les macrosystémes ou
microsystémes, la nanotechnologie permet aux chercheurs d’étudier les propriétés spéciales,

améliorées ou complétement nouvelles d’un matériau dans la nanodimension [191].

Les nanoparticules (NP) représentent une large catégorie de matériaux englobant des
substances particulaires dont leur taille varie en 1 nm a 100 nm [192]. Les nanoparticules de métaux
nobles, notamment 1’or, I’argent, le palladium et le platine, présentent un intérét considérable en
raison de leurs activités optiques, magnétiques, électroniques et catalytiques supérieures, ainsi que

de leurs caractéristiques globales, telles que la conductivité électrique et la stabilité chimique [193].

Les nanoparticules d’argent (AgNPs) sont le sujet d’¢tudes de plusieurs recherches
récentes, en raison de leur grand rapport surface/volume, de leur petite taille, de leur réactivité
élevée, de leur capacité de transport élevée, de la leurs propriétés de surface facilement variables

et de leur haute efficacité comme agent antimicrobiennes [194] (Figure 1.4).
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Figure 1.4: Nombre annuel de publications relatives au terme de recherche « nanoparticules

d’argent » en anglais (Scopus, 2000-2023)

Actuellement, les AgNPs se distinguent par leurs applications variées et fascinantes dans
de nombreux domaines, englobant des domaines tels que la médecine, la pharmacothérapie, les
produits pharmaceutiques [195], les applications de détection [196], les traitements
photothermiques [197], I’électronique optique [198], les cellules solaires [199], le transfert
d’énergie [200] et les applications environnementales [193].

L’utilisation des AgNPs dans le domaine biomédical a connu une augmentation
significative en raison de leur efficacité contre les agents pathogenes biomédicaux. Les AgNPs ont
le potentiel d’étre une solution précieuse pour le contrdle des maladies et des infections [201-204],
les applications dentaires [205-207], la thérapie anticancéreuse [208-210], les systemes de
revétement, la cicatrisation des plaies [211,212], et d’autres applications biomédicales avec des

effets secondaires minimes ou inexistants [194].




Chapitre | Syntheése bibliographique

De plus, en raison de leurs propriétés antimicrobiennes, les AgNPs sont utilisées dans divers
domaines tels que I’emballage et le stockage des aliments [213], les produits cosmétiques [214] et

les systémes d’administration de médicaments [215].
1.7.1 Synthése des nanoparticules d’argent

Les AgNPs sont produites par diverses méthodes chimiques, physiques et biologiques,
conduisant a diverses tailles et formes adaptées a diverses applications. Ces approches de synthése
sont globalement classées en deux catégories principales: les méthodes descendantes (top-down)

et ascendantes (bottom-up) [216].

Des AgNPs peuvent étre produites a 1’aide de méthodes descendantes, qui impliquent la
synthése physique de NP a partir d’argent métallique (Ag) sous forme aérosol ou solide a I’échelle
nanométrique [217]. D’autre part, la méthode ascendante implique le nano-cadrage et la
stabilisation des atomes d’Ag grace a diverses méthodes pour générer des NP. Les technologies
ascendantes génerent des AgNPs grace a 1’auto-association d’atomes formant de nouveaux noyaux
qui se transforment en particules nanométriques a 1’aide des méthodes chimiques et biologiques
[218].

Les méthodes physiques, telles que I’ablation au laser, le broyage mécanique, pyrolyse par
pulvérisation, condensation par évaporation et la pulvérisation cathodique, sont souvent utilisées
pour produire de grandes quantités de nanoparticules. Selon le processus, ils peuvent créer des
nanoparticules trés pures. Cependant, ces méthodes nécessitent des instruments colteux, une
énergie élevée, des variations de température et des pressions élevees. De plus, les AgNPs produites
par ces méthodes peuvent contenir des defauts de surface qui limitent leur utilisation dans des

applications biologiques [219].

Les méthodes chimiques comprenaient le dép6t chimique en phase vapeur, la réduction
chimique, le procédé sol-gel, la solvothermie, I’hydrothermie, la photochimie, la pulvérisation
plasma flamme et le filage. Ces méthodes sont considérées comme extensibles, peu colteuses et
simple a réaliser puisqu’elles ne nécessitent qu’un précurseur métallique, un agent réducteur et un
composant stabilisant. Cependant, ces méthodes présentent des inconvénients importants, tels que
’utilisation de produits chimique peut étre nocive pour I’environnement et les problémes de

toxicité, ce qui limite leur applicabilité dans le domaine biomédical [220].
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La recherche d’une méthode écologique et économique pour synthétiser des AgNPs a
permis 1I’émergence de la méthode de réduction biologique. La méthode de réduction biologique
(biosynthése) est devenue vitale, inévitable et méritait des recherches approfondies, contrairement
a d’autres méthodes [221].

La biosyntheése est un procédé de préparation des AgNPs qui utilise des matériaux naturels
comme agents réducteurs. Elle est souvent considérée comme un processus propre, sr, rentable et
respectueux de I’environnement. Cependant, il présente certaines limites, telles que sa
consommation de temps et un contréle moindre sur la distribution de taille, la forme et la
cristallinité. Des micro-organismes tels que des bactéries, des levures, des algues, des champignons

ou des extraits de plantes peuvent étre utilisés dans la biosynthése de I’AgNPs [193].

Une technique de synthese simple utilise des polysaccharides naturels comme agents
réducteurs et stabilisateurs pour la synthese de nanoparticules métalliques, en particulier des
nanoparticules d’or et d’argent. Le polysaccharide est un nouvel agent réducteur naturel qui
présente I’avantage d’€tre peu toxique et biodégradable. Cette substance ne provoque pas la
génération de composés nocifs lors de la synthese des AgNPs, et les NPs produites ont moins
tendance a s’agréger. L’ensemble du processus de synthése est ainsi respectueux de
I’environnement, 1’activité biologique des AgNPs s’en trouve renforcée et les AgNPs qui en
résultent sont biocompatibles [216,222]. Les AgNPs synthétisés a I’aide de méthodes biologiques

ont un potentiel significatif en tant qu’agents antimicrobiens [193].
1.7.2 Caractérisation des nanoparticules d’argent

La caractérisation des AgNPs revét une importance capitale dans le processus de
biosynthése. Il permet d’examiner leur forme, leur taille, leur pureté, leur structure et leurs
propriétés chimiques de surface. Les caractéristiques distinctives des AgNPs détermineront leur
potentiel et leur utilisation. Diverses techniques peuvent étre utilisées pour caractériser les AgNPs
[223].

Les chercheurs en science des matériaux utilisent fréeqguemment diverses techniques
spectroscopiques, telles que la spectroscopie UV-visible (UV-vis), I’infrarouge a transformée de
Fourier (FT-IR), I’analyse des rayons X dispersifs en énergie (EDX) et la diffusion dynamique de
la lumiére (DLS). Le microscope électronique a balayage (MEB), le microscope électronique a
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transmission (MET) et le microscope a force atomique (MFA) sont des techniques microscopiques

couramment utilisées pour caractériser les nanoparticules [194].

Les méthodes couramment utilisées pour analyser et vérifier la production des AgNPs
comprennent I’UV-Vis, la FT-IR et la diffractométrie des rayons X (DRX). MEB et MET ont été
utilisées pour analyser la morphologie des particules. L’EDX, associ¢ a I’instrument MEB,
détermine efficacement 1’analyse ¢élémentaire. Pour mesurer la propriété de cristallinité, la DRX
est trés utile. La DLS est utilisée pour déterminer la taille et la distribution des nanoparticules
biosynthétisés [194,224].

1.7.3 Activité antimicrobienne des nanoparticules d’argent

Il y a environ 5 000 ans, les Romains, les Grecs, les Egyptiens et les Indiens utilisaient
I’argent (Ag) sous diverses formes pour protéger leurs produits alimentaires. Dans 1’ Antiquité,
’utilisation d’ustensiles en argent pour manger et boire, ainsi que pour conserver des
consommables, pourrait découler d’une compréhension de leurs propriétés antimicrobiennes. Ces
derniéres années, les AgNPs ont recu une attention particuliére de la part des scientifiques en raison
de leur capacité a se défendre contre divers micro-organismes pathogenes [223,225,226].

Les infections causées par des bactéries et des champignons sont devenues plus répandues
chez les personnes dont le systeme immunitaire est affaibli. Les antibiotiques sont efficaces pour
traiter la plupart des infections bactériennes, mais certains sont trés contagieux et peuvent entrainer
la mort chez les personnes dont le systeme immunitaire est affaibli. La surutilisation des
antibiotiques favorise le developpement de souches bactériennes résistantes aux antibiotiques

[227-229]. Les AgNPs présentent des propriétés antimicrobiennes remarquables.

Comme les micro-organismes ne peuvent pas developper de résistance aux AgNPs, les
scientifiques s’intéressent de plus en plus a la possibilité d’utiliser les AgNPs pour éliminer les
maladies infectieuses. Remarquablement, les AgNPs démontrent une moindre toxicité pour les

cellules de mammiferes tout en se révélant hautement mortelles pour les microbes [223,230,231].

En raison de I’impact de leur petite taille, de leur énergie de surface élevée et de leur surface

spécifique, les AgNPs offrent plusieurs avantages, notamment une performance antibactérienne
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trés efficace, un large spectre antibactérien et la capacité de contrer la résistance aux médicaments
[222].

L’activité antimicrobienne d’AgNPs est influencée par plusieurs facteurs, notamment la
concentration, la forme, la taille et les micro-organismes testés. Les AgNPs ont le potentiel d’agir

comme inhibiteurs de croissance ou biocides [232].

Les principaux mécanismes d’action des AgNPs comprennent la libération d’ions Ag",
I’interférence avec le métabolisme énergétique et la synthése des parois cellulaires, la génération
des ERO, la perturbation des membranes et I’interférence avec I’ADN, I’ARN et d’autres processus

métaboliques cellulaires [233,234].
1.7.4 Toxicité des nanoparticules d’argent

Des études récentes ont montré que les nanoparticules peuvent avoir des effets graves sur
la santé lorsqu’elles sont exposées au corps par ingestion, inhalation ou contact cutané sans
précaution. La mesure dans laquelle la toxicité est induite dépend de certaines propriétés,
notamment la nature, la surface, la taille, la forme, le revétement de surface, le rapport d’aspect, la
dissolution, la cristallinité et ’agglomération. Les mécanismes généraux par lesquels il provoque
une toxicité reposent sur sa capacité a initier la formation d’espéces réactives, la génotoxicité, la

cytotoxicité et la neurotoxicité, entre autres [235].

Les AgNPs se distinguent comme des nanoparticules métalliques largement utilisées, jouant
un role central dans les domaines biomédical et pharmaceutique. La génération d’ERO et
I’augmentation du stress oxydatif au sein des cellules microbiennes sont des éléments cruciaux

contribuant a I’efficacité antimicrobienne accrue [236].

De plus, les nanoparticules d’argent démontrent une toxicité contre les cellules cancéreuses
grace a la libération d’ERO qui ciblent spécifiquement les cellules cancéreuses. La littérature
indique que seules les AgNPs synthetisés par des moyens biologiques présentent une activité

anticancéreuse [172,237].

Ces preuves confirment que les AgNPs déclenchent ou stimulent 1’incorporation de

biomolécules dans les cellules cancéreuses, renforcant ainsi leurs propriétés anticancéreuses [238].
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Bien qu’elles présentent des réponses toxiques aux microbes et aux cellules cancéreuses,
diverses études ont indiqué que les AgNPs présentent une toxicité moindre ou sont non toxiques

pour les cellules humaines saines [235].

L’impact des AgNPs sur les cellules d’hépatome humain a été évalué en étudiant la
cytotoxicité due au stress oxydatif. Les résultats ont montré que les nanoparticules ne libéraient
pas de quantités significatives d’ions argent libres dans la culture cellulaire. Notamment, les
nanoparticules sont restées stables dans le milieu de culture cellulaire, formant des agglomérats
dans le cytoplasme et les noyaux cellulaires, conduisant a un stress oxydatif intracellulaire. De
plus, la cytotoxicité des AgNPs ressemblait beaucoup a celle des ions argent. Néanmoins,
I’antioxydant N-acétylcystéine a été identifié comme un facteur atténuant, capable de réduire le

stress oxydatif induit par les nanoparticules et les dommages a I’ ADN [235,239,240].

Une étude a démontre que les AgNPs sont toxiques pour les cellules de la peau, du cerveau,
du foie, des poumons et des systémes reproducteur et vasculaire des mammiferes. Les réactions

toxiques dépendent de 1’exposition a court et a long terme des nanoparticules avec les cellules
[241-243].

Les AgNPs possédent la capacité de déclencher des réactions inflammatoires dans les
cellules humaines. De plus, ils avaient la capacité de traverser la membrane cellulaire et d’atteindre
le noyau, ce qui provogue des dommages croissants au matériel génétique et donc une génotoxicité.
Les chercheurs ont également révélé la présence de biomolécules en tant que groupes fonctionnels
dans les AgNPs de biosynthese, ce qui réduit la production d’ERO grace a leurs propriétés
antioxydantes. Ils ont conclu que les AgNPs biosynthétisés sont moins toxiques pour les cellules

humaines normales et saines que les AgNPs synthétisés chimiquement [235,244].
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Le chapitre II, relatif a 1a méthodologie de travail, traite le principe de I’étude, la région et
la plante d’étude, I’extraction et la caractérisation des polysaccharides hydrosolubles, la
biosynthése et la caractérisation des nanoparticules d’argent, ainsi que I’étude des activités

biologiques.
1.1 Principe d’étude

L’augmentation de la population mondiale et la sensibilisation croissante a I’environnement
entrainent une hausse de la demande de produits et de remedes d’origine naturelle. Les matiéres
premiéres renouvelables peuvent étre utilisées pour fabriquer une variété de produits de tous les
jours, y compris des consommables biodégradables, des produits pharmaceutiques et des articles
d’hygiéne. Ces produits sont congus pour répondre a ces exigences et peuvent contribuer a une

couverture durable des produits [245].

Les polysaccharides végétaux sont des glucides complexes présents dans les cellules des
plantes. Ces macromolécules jouent un réle crucial dans divers processus physiologiques au sein
des plantes et exercent diverses activités dans les organismes vivants. L’intérét porté aux
polysaccharides est cependant dd a leurs activités biologiques et aussi a leur valeur en tant que
matiére premiere dans de nombreuses industries notamment alimentaires, pharmaceutiques et

cosmétiques [53].

Dans le contexte de I’exploitation du potentiel de la surface naturelle du Sahara algérien et
de I’exploration de nouvelles biomolécules actives, le présent travail se propose I’étude des
polysaccharides extraits des graines d’Astragalus gombiformis Pomel de la famille des fabacées

récolté dans la wilaya d’Illizi (Algérie).
11.2 Présentation de la région d’étude (wilaya d’Illizi)

La wilaya d’Illizi est I'une des régions les plus étendues d’Algérie. Elle couvre une
superficie de 200 432 km?, représentant ainsi le 1/9 du territoire national. Située a I’extréme sud-
est du pays, elle fait partie de la vaste zone connue sous le nom de Bas Sahara. Ses coordonnées
géographiques s’étendent entre 21°50° et 30°34° de latitude Nord, ainsi que 5°54° et 12°00° de

longitude Est. Elle est limitée par la Libye a 1’est, la Tunisie au nord—est, la wilaya d’Ouargla au
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nord, les wilayas de Tamanrasset et d’In Salah a I’ouest et la wilaya de Djanet au sud [246] (Figure

11.1).

Le climat de la wilaya est désertique saharien et trés sec, marqué par des températures

élevées, une secheresse atmosphérique et des précipitations trés limitées. En été, les températures

moyennes atteignent 42.4 °C en maximum et 25.6 °C en minimum. La distribution des

précipitations est extrémement irréguliére. Certaines années sont complétement arides, tandis que

d’autres connaissent des orages violents qui en quelques heures, peuvent accumuler I’intégralité

des précipitations annuelles. Les vents sont généralement faibles a modérés, avec les plus fréquents

venant du Sud-Est et de I’Est. Les vents plus forts se manifestent souvent pendant les mois de mars,

avril, mai et septembre, atteignant parfois des vitesses allant jusqu’a 120 km/h [246].

L’économie de wilaya repose principalement sur des activités telles que 1’¢élevage,

I’agriculture et une certaine exploration gaziére et pétrolicre. De plus, Illizi est une région

d’importance historique et archéologique, abritant de 1’art rupestre ancien et des sites

archéologiques [246].
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Figure 11.1: Situation géographique de la région d’étude « wilaya d’Illizi » (d-maps.com, avec

modification)
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11.3 Astragalus gombiformis Pomel
11.3.1 Choix de la plante

Le choix s’est porté sur la plante Astragalus gombiformis Pomel, une espéce endémique du
Sahara algérien caractérisé par des conditions climatiques séveres. De méme, les résultats de
travaux sur d’autres especes du genre Astragalus, ont révélé la richesse de ce genre en

polysaccharides ayant des applications dans différents domaines.
11.3.2 Répartition, écologie, description botanique et importance économique

Astragalus est I’'un des plus grands genres de plantes a fleurs appartenant a la famille
Fabaceae, avec environ 3 000 espéces décrites. Environ cinguante especes sont observées en
Afrique du Nord, avec environ quinze d’entre elles présentes dans le Sahara algérien [8]. Le genre
Astragalus est largement répandu dans les régions tempérées et arides du monde. Les plantes
d’astragale sont identifiées par leurs feuilles pennées composées, qui ont souvent de nombreuses
folioles. Les fleurs sont généralement en forme de pois et peuvent varier en couleur. Leur fruit est
constitué d’une gousse de légumineuse de différentes formes contenant des graines en forme de

rein [247,248] (Figure 11.2).

A. lusitanieus Lamk

A. Glaux L

‘(

A. tenutioliosus Maire

A. monspessulanus L
A. Reinii Ball. Pe

Figure 11.2: Différents types de gousses de quelques plantes de genre Astragalus dans

I’ Algérie [249]
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De nombreuses espéces d’astragales sont treés appréciées en médecine traditionnelle, en
particulier en phytothérapie chinoise, ou certaines sont censées apporter divers bienfaits pour la
santé. Les plantes d’astragale contient plusieurs phytocomposants qui ont des propriétés

bénéfiques, notamment des flavonoides, des saponines et des polysaccharides [250].

Astragalus gombiformis Pomel est une plante endémique psammophyte présente dans les
paturages sablonneux désertiques [251]. Elle se distingue par des tiges bien développées portant
des fleurs jaunes en grappes axillaires, accompagnées de feuilles robustes et larges, dotées de
nombreuses folioles. Les gousses qui suivent la floraison sont triangulaires, épaisses et
spongieuses, mesurant entre 25 et 30 mm de long, avec un bec court et une surface couverte de

poils courts et laineux. Les tiges ont généralement une hauteur de 50 a 100 cm [8,249] (Figure 11.3).

Astragalus gombiformis Pomel joue un réle important dans 1’alimentation des dromadaires
et des chevres élevés par les agriculteurs locaux dans les régions arides de 1’ Algérie, de la Tunisie
et de la Maroc. Dans ces zones, la production animale repose essentiellement sur le paturage des
plantes indigenes [252]. Cette Iégumineuse fourragére est bien adaptée aux milieux arides,
notamment aux sols sableux [253], et est reconnue pour sa valeur nutritionnelle supérieure a celle

de nombreuses espéces sauvages de buissons et d’herbes [254].

De plus, Astragalus gombiformis Pomel a des utilisations traditionnelles, notamment la
protection contre les piqlres de scorpions et les morsures de serpents. Et les pays ou il est
utilisé sont I’ Algérie, la Libye, le Maroc et la Tunisie [255-257].

Figure 11.3: Astragalus gombiformis Pomel
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11.3.3 Position systématique
La classification taxonomique de 1’ Astragalus gombiformis Pomel [8] :
Reégne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Fabales
Famille : Fabaceae
Genre : Astragalus
Espece : Astragalus gombiformis Pomel

Nom vernaculaire: En Algérie : Djelban el hamir, Foul el ebel, Gelga [249], Fegouce el
dwabe, Ekechchaker; en Maroc : Ouchked, Touchked [255]; en Tunisie : Helbet Elbel [258].

11.3.4 Etudes phytochimiques et pharmacologiques réalisées sur Astragalus gombiformis
Pomel

Les études antérieures menées sur 1’Astragalus gombiformis Pomel se sont concentrées sur
les composés phénoliques, les flavonoides, les huiles essentielles, les tanins, les lipides et les
protéines. Aucune étude n’a été réalisée sur les polysaccharides d’Astragalus gombiformis Pomel
(Tableau 11.1).

Lekmine et al. (2020), ont identifié et quantifié les composés phénoliques de 1’extrait
obtenu a partir des parties aériennes d’Astragalus gombiformis [259], et ont évalué leurs activités

photoprotectrices, anti-inflammatoires, antioxydantes et cytotoxiques [18].

Une étude a été réalisée pour analyser la composition en flavonoides des parties aériennes

d’Astragalus gombiformis chez les espéces sauvages et cultivées [261]. Teyeb et al. (2010, 2011

IV
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et 2012) ont mené des travaux sur la composition chimique des huiles essentielles [258,262] et les

activités antibactériennes et cytotoxiques des extraits de feuilles [263]. De plus, Teyeb et al. (2012)

ont étudié les activités antibactériennes, insecticides et antioxydantes des extraits de parties

aériennes et de racines d’Astragalus gombiformis [264].

Des études se sont concentrées sur la recherche de tanins dans cette plante [252,254],

notamment sur la détermination de composition en lipides et protéines et 1’évaluation du potentiel

antioxydant [265].

Tableau I1.1: Etudes antérieures menées sur 1’ Astragalus gombiformis Pomel

Parties étudiées

Molécules bioactives

Références

Tiges, fleurs, feuilles,

EL Oued (Algérie) ) Composes phénoliques [259,260]
gousses et graines
Parties
Bir Soltane (Tunisie) Flavonoides [261]
Aériennes
) . Feuilles, fleurs et fruits ) )
Bir Soltane (Tunisie) . Huiles essentielles [258]
(plante spontanée)
Parties aériennes
Bir Soltane (Tunisie) (plante spontanée et Huiles essentielles [262]
cultivée)
Extraits : éther de
) . Feuilles (plante petrole,
Bir Soltane (Tunisie) . ) . [263]
spontanée) dichlorométhane et
méthanol
Parties aériennes et Extraits : méthanol,
Bir Soltane (Tunisie) racines (plante chloroforme et acétate [264]
spontanée) d'éthyle
EL Oued (Algérie) Feuilles, tiges et fleurs Tanins [252]
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Parties
Bou Saada (Algérie) Phénols et tanins [254]
Aériennes
Ghordhab Tataouine - ) . )
o Graines Lipides et protéines [265]
Tunisie

11.4 Extraction des polysaccharides hydrosolubles des graines d’Astragalus gombiformis

Pomel

Astragalus gombiformis Pomel est récolté en juin 2019 (stade de maturité). La
détermination est faite par M. Eddoud Amar enseignant chercheur au département d’agronomie de

I’Université Kasdi Merbah Ouargla (Algérie).

Les gousses récoltées ont été séchées a 1’air libre et a température ambiante. Apres avoir
décortiqué les gousses ainsi séchées, les graines obtenues sont stockées dans des sacs en papier

Kraft jusqu’a utilisation.

La méthode d’extraction par macération a 1’eau chaud, suivie d’une précipitation
éthanolique, a été utilisée pour I’extraction des polysaccharides hydrosolubles des graines
d’Astragalus gombiformis Pomel. Trente (30) grammes de poudre de graines séchees puis broyées,
sont dispersés dans de 1’eau ultra pure (1:10, m/v) et agités magnétiquement (500 rpm) pendant 2
heures a 60 °C. L’extrait obtenu est centrifugé a 4100 rpm pendant 15 mn pour séparer la fraction
soluble (surnageant) de la fraction insoluble (culot). Ensuite, le culot est extrait deux fois de plus
dans les mémes conditions que précédemment. Les surnageant sont combinés et concentrés a I’aide
d’un rotar vapor sous pression réduite a 60 °C apres trois cycles d’extractions. Pour précipiter les
polysaccharides, de 1’éthanol absolu a 96 % (1:3, v/v) est ajouté au concentré, et le mélange est
maintenu a 4 °C pendant une nuit. Apres centrifugation (4100 rpm, 15 mn), le précipité est lavé
quatre fois avec de 1’acétone avant d’étre lyophilisé pour obtenir I’extrait polysaccharidique brut
dénommé AGFPG. Le rendement d’extraction des polysaccharides hydrosolubles AGFPG est

calculé suivant la formule [266]:

Rendement d’extraction (%) = (masse des polysaccharides extraits / masse des graines
seches) x 100

[ L
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11.5 Composition biochimique de I’extrait polysaccharidique AGFPG : Dosages

colorimétriques

Les dosages colorimétriques utilisent des réactifs qui réagissent spécifiqguement avec les
échantillons pour produire des signaux mesurables, tels que des changements de couleur et
d’absorbance. L’intensité de la couleur est directement proportionnelle a la concentration de la
molécule dosée dans 1’échantillon. La mesure de 1’absorbance du complexe coloré s’effectue a une

longueur d’onde spécifique par un spectrophotométre [5].

La teneur en oses totaux et en oses neutres est déterminée respectivement par le test phénol-
acide sulfurique [267] et le test du résorcinol [268], en utilisant le glucose comme étalon. Le dosage
du m-hydroxydiphényle est utilisé pour quantifier la teneur en oses acides, en utilisant 1’acide
galacturonique comme étalon [269]. Les protéines sont mesurées a 1’aide du test de Bradford et le
sérum-albumine bovine (BSA) servant d’étalon [270]. Pour quantifier les composés phénoliques

totaux, le test de Folin-Ciocalteu est appliqué en utilisant I’acide gallique comme étalon [271].

Pour tous les dosages présentés ci-dessous, une gamme étalon de 0.01 % a 0.002 % est
préparée afin d’établir la courbe d’étalonnage. La solution de I’extrait polysaccharidique préparée
pour I’analyse a une concentration de 0.01 %. La concentration ou la teneur de la molécule dosée

dans I’échantillon est déterminée en comparant ses valeurs d’absorbance a la courbe d’étalonnage.
11.5.1 Dosage des oses totaux par la méthode de Dubois
11.5.1.1 Principe

La méthode phénol-acide sulfurique, développée par Dubois et al. (1956) est une technique
colorimétrique utilisée pour quantifier la teneur en oses totaux. Cette méthode est largement utilisée
en raison de sa sensibilité et de sa simplicité. L acide sulfurique (H2SO4) concentré décompose les
polysaccharides, les oligosaccharides et les disaccharides en monosaccharides. Les
monosaccharides sont ensuite déshydratés avec de 1’acide sulfurique concentré pour former des
dérivés du furfural. Les composés furfuraux réagissent ensuite avec le phénol pour former un

complexe coloré (couleur jaune-or).




Chapitre 11 Méthodologie de travail

11.5.1.2 Mode opératoire

Mettre 0.2 ml de I’échantillon dans un tube a essai, puis ajouter 0.2 ml de réactif de phénol
(5 %) et 1 ml d’H2SO4 concentré, agiter les tubes au vortex et les chauffer au bain-marie a la
température 90 °C pendant 5 mn, placer ensuite les tubes dans un bain d’eau froide pendant 30 mn
a D’obscurité. L’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 490 nm a I’aide d’un
spectrophotomeétre (Agilent, Cary 100 UV-Vis), en utilisant un blanc (réactif sans échantillon)

comme référence.
11.5.2 Dosage des oses neutres par la méthode de Monsigny
11.5.2.1 Principe

La méthode de Monsigny et al. (1988) est trés appréciée pour sa simplicité, sa sensibilité et
sa spécificité dans la quantification des oses neutres dans divers échantillons biologiques. Elle
implique 1’hydrolyse des oses par I’acide sulfurique, suivie de la réaction des dérivés résultants

avec le résorcinol pour former un complexe coloré (couleur brune-orange).
11.5.2.2 Mode opératoire

Mettre 0.2 ml de 1’échantillon dans un tube a essai, puis ajouter 0.2 ml de résorcinol (0.6
%) et 1 ml d’H2SO4 concentré, agiter les tubes au vortex et les chauffer au bain-marie a la
température 90 °C pendant 30 mn, placer ensuite les tubes dans un bain d’eau froide pendant 30
mn a I’obscurité. L.’absorbance du complexe coloré est mesurée a une longueur d’onde de 480 nm
a I’aide d’un spectrophotomeétre (Agilent, Cary 100 UV-Vis), en utilisant un blanc (réactif sans

échantillon) comme référence.
11.5.3 Dosage des oses acides par la méthode de Blumenkrantz et Asboe-Hansen
11.5.3.1 Principe

La methode de Blumenkrantz et Asboe-Hansen (1973) est la plus couramment utilisée pour
la détermination quantitative des acides uroniques. Un complexe rose-violet est formé par
condensation des composés furfuraux, qui résultent de I’hydrolyse des polysaccharides par 1’acidité

et la chaleur, avec le méta-hydroxybiphenyle (m-HBP).
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11.5.3.2 Mode opératoire

A 0,2 ml de I’échantillon, il est ajouté 1,2 ml de la solution Borax (solution d’acide
sulfurique-tétraborate de sodium), réfrigérer les tubes dans un bain de glace. Puis le mélange est
agité dans un vortex et chauffer dans un bain-marie a 100 °C pendant 5 mn. Apres refroidissement
dans un bain de glace, il est ajouté 20 ul du réactif m-hydroxydiphényle. Agiter les tubes et, dans
les 5 mn qui suivent, I’absorbance est mesurée a 520 nm a 1’aide d’un spectrophotometre (Agilent,

Cary 100 UV-Vis), en utilisant un blanc (réactif sans échantillon) comme référence.
11.5.4 Dosage des protéines par la méthode de Bradford
11.5.4.1 Principe

La méthode de Bradford (1976) est utilisée pour doser les protéines dans une solution. Elle
est rapide et sensible permettant la quantification de quantités de 1 & 10 pg de protéines (micro-
Bradford). Elle repose sur la réaction entre le bleu de Coomassie G-250 et les protéines présente
dans I’échantillon. La liaison entre le bleu de Coomassie et les groupements amines des protéines

provoque le changement de coloration de la solution du brun au bleu.
11.5.4.2 Mode opératoire

Mettre 0.8 ml de I’échantillon dans un tube a essai, puis ajouter 0.2 ml de réactif de
Bradford. Apres agitation, les tubes sont incubés a I’obscurité pendant 30 mn. L’absorbance est
ensuite mesurée a une longueur d’onde de 595 nm a I’aide d’un spectrophotometre (Agilent, Cary

100 UV-Vis), en utilisant un blanc (réactif sans échantillon) comme référence.
11.5.5 Dosage des composés phénoliques par la méthode de Singleton
11.5.,5.1 Principe

La méthode de Folin-Ciocalteu, décrite par Singleton et al. (1965), permettant la
quantification des composés phénoliques. Le réactif Folin-Ciocalteu est un mélange, de couleur
jeune, d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040) et d’acide phosphotungstique (H3PW12040).
L’oxydation des composés phénolique provoque la réduction de réactif Folin-Ciocalteu et la

formation d’un complexe de couleur bleu.
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11.5.5.2 Mode opératoire

A 0.25 ml d’échantillon, ajoutez 5 ml d’eau distillée et 0.25 ml de réactif Folin-Ciocalteu
(diluer 1/10) dans un tube a essai. Il faut laisser le mélange pendant 3 mn et, rajoutez 0.5 ml de
solution de carbonate de sodium (Na2COs) 10 %. Aprés agitation, le tube est incubé a 1’obscurité
pendant 60 mn. L’absorbance est ensuite mesurée a une longueur d’onde de 750 nm a I’aide d’un
spectrophotometre (Agilent, Cary 100 UV-Vis), en utilisant un blanc (réactif sans échantillon)

comme référence.

11.6 Caractérisation de ’AGFPG par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

avec réflectance totale atténuee (FTIR-ATR)
11.6.1 Principe

La spectroscopie infrarouge (IR) est une technique rapide, non destructive et simple. Les
pics du spectre infrarouge d’un échantillon sont liés aux groupes fonctionnels et aux liaisons

chimiques présents [272].

La réflexion totale atténuée (ATR) est une technique qui exploite le phénomene des ondes
évanescentes pour mesurer le spectre IR d’un matériau avec une grande sensibilité. L’onde
évanescente est une onde stationnaire qui se produit a la frontiere entre deux milieux, ou la lumiére
est réfléchie. L’ATR utilise un faisceau infrarouge qui traverse un cristal d’un matériau a indice de
réfraction éleve, tel que le diamant, le séléniure de zinc (ZnSe) ou le germanium (Ge), sous un
angle supérieur a ’angle critique. Il en résulte une réflexion interne totale du faisceau au niveau de
la surface du cristal en contact avec 1’échantillon, créant une réflectance qui génére une onde
évanescente. L’onde évanescente s’étend au-dela des limites du cristal et pénétre dans 1’échantillon.
L’¢échantillon absorbe le rayonnement infrarouge, ce qui atténue 1’onde évanescente réfléchie.
Cette lumiere réfléchie est ensuite détectée et analysée pour obtenir le spectre infrarouge de
I’échantillon [273].

11.6.2 Mode opératoire

Le spectre infrarouge de polysaccharides AGFPG est réalis¢ a I’aide d’un spectrométre

(Agilent, Cary 660), équipé d’un systeme universel de réflexion totale atténuée (ATR) contenant

[ 50 L
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un cristal de diamant. Sans préparation préalable, quelques milligrammes d’AGFPG en poudre est

placé sur le cristal. La plage de balayage était de 400 a 4000 cm™ avec une résolution de 4 cm™.

1.7 Composition en monosaccharides de ’AGFPG par chromatographie sur couche mince

(CCM) et chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC)
11.7.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)

11.7.1.1 Principe

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique d’analyse simple et peu
colteuse fréquemment utilisée pour vérifier qualitativement la présence des polysaccharides dans

des échantillons, en particulier les monosaccharides, disaccharides et oligosaccharides [274].

Dans cette technique, I’échantillon a étudier est placé sur une plaque d’aluminium
préalablement recouverte d’une fine couche d’adsorbant, comme le gel de silice (phase
stationnaire). Ensuite, la plaque est insérée dans une cuvette fermée qui renferme un systéeme de
solvants (phase mobile ou ¢luant). Les produits présents dans 1’échantillon sont distribués de
manicre différentielle entre I’adsorbant et le solvant, en cas de montée par capillarité¢ du mélange
de solvants a travers I’adsorbant. Il est essentiel que I’adsorbant reste inerte avec les substances a

analyser et ne joue pas le réle de catalyseur dans les réactions de décomposition [275].

Il est possible de mesurer la distance de migration des échantillons déposées (Dx) en
fonction de leurs affinités pour les deux phases (stationnaire et mobile). La distance de migration
de I'éluant (De) permet de calculer un rapport frontal (Rr) particulier pour chague monosaccharide
ou polysaccharide étudié. Le rapport frontal est détermine par la formule [276] suivante :

Rr=Dx/ De
Rr : rapport frontal ;
Dx : distance de migration de I’échantillon ;

De : distance de migration de I’¢éluant.
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11.7.1.2 Mode opératoire

Dans un tube en verre scellé, 20 mg d’AGFPG sont hydrolysés en ajoutant 1 ml d’acide
trifluoroacétique (TFA) 2 M. Le mélange est agité (vortex) puis chauffé dans une étuve a 100 °C
pendant 4 h. Apres refroidissement a température ambiante, en répétant une co-distillation avec du
méthanol, ’excés de TFA a été complétement éliminé. L’hydrolysat séché est dissous dans 1 ml

d'eau ultra pure et récupéré dans un eppendorf de 2 ml.

Apreés I’hydrolyse acide de I’échantillon, I’hydrolysat et les étalons (neuf monosaccharides
. glucose (Glc), galactose (Gal), fructose (Fru), arabinose (Ara), mannose (Man), acide
glucuronique (A Glc), xylose (Xyl), acide galacturonique (A Gal) et rhamnose (Rha)), sont
déposées a I’aide d’un applicateur sur une plaque en gel de silice (20 x 20 cm, Silica gel 60 F2s4)

préalablement activée dans I’étuve a 100 °C pendant 5 mn.

Les spots de I’hydrolysat et des étalons étaient espacés de 1 cm, une distance de 1 cm était
maintenue entre les bords droit et gauche de la plaque et 1.5 cm de sa bordure inférieure. Deux
phases mobiles sont utilisées pour réaliser 1’analyse chromatographique : systéme I) acide acétique,
pyridine, eau, acétate d’éthyle et n-butanol (2:4:4:5:10, viviviviv) [277] ; et systeme Il) acide
acetique, eau, chloroforme, méthanol et n-butanol (1.5:1.5:4.5:5:12.5, v/viviIviv) [278].

Les plaques CCM sont placées dans des cuves saturées de phases mobiles et scellées. Aprés
élution, les plagues sont récupérées et la distance de migration est déterminée. Apres séchage, les
plaques sont révélées avec le réactif de Nigrum puis chauffées dans une étuve a 105 °C jusqu’a

I’apparition des taches colorées.

11.7.2 Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC)
11.7.2.1 Principe

La chromatographie liquide a haute performance (ou chromatographie liquide a haute
pression, HPLC) est un type particulier de chromatographie sur colonne. En raison de sa grande
sensibilité, de son adaptabilité et de sa sélectivité, ’HPLC est 1’un des techniques les plus utilisés

pour identifier et quantifier les constituants monosaccharidiques des polysaccharides [279].
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Les principaux composants de I’HPLC sont une colonne remplie de matériau (phase
stationnaire), une pompe qui fait circuler la phase mobile dans la colonne et un détecteur qui affiche
les temps de rétention moléculaire. Le temps de rétention est influencé par les interactions entre la
phase mobile, les composés analysés et la phase stationnaire. L’HPLC comprend une large gamme

de modes qui sont définis par les phases stationnaires et mobiles utilisées [280].

La chromatographie liquide a interaction hydrophile (HILIC) ou I’HPLC en phase normale,
est un mode alternatif d’HPLC, utilisé pour séparer les composés polaires. L’HILIC utilise une

phase mobile non polaire et une phase stationnaire polaire [279].

Pour I’analyse des glucides, la phase mobile typique est acétonitrile-eau et un gel de silice
avec des groupes aminés comme phase stationnaire. La technique repose sur les interactions entre
les groupements hydroxyles (OH) des glucides et les groupes amides de la silice de la colonne [24].
L’excellente performance de la colonne HILIC, offre une bonne forme de pics et de bonne

résolution pour les monosaccharides separés [279].
11.7.2.2 Mode opératoire

Dans un tube en verre scellé, 40 mg d’AGFPG sont hydrolysés en ajoutant 1 ml d’acide
trifluoroacétique (TFA) 2 M. Le mélange est agité (vortex) puis chauffé dans une étuve pendant 90
mn a 120 °C. Apreés refroidissement a température ambiante, en répétant une co-distillation avec
du méthanol, I’exces de TFA a été completement éliminé. L’hydrolysat séché est dissous dans 1.5

ml d’eau ultra pure et centrifugé pendant 10 mn. Avant injection, I’hydrolysat est filtré sur un filtre
0.22 pm.

L’analyse chromatographique est réalisée a 1’aide d'un systeme HPLC analytique Shimadzu
(Kyoto, Japon), en utilisant une colonne Shim-pack GIST NH: (4,6 x 250 mm) et un détecteur
d’indice de réfraction (RID-20A). La procédure de séparation est réalisée en mode isocratique avec
une phase mobile composée d’acétonitrile et d’eau ultra pure (75:25, v/v). Elle est effectuée a un

débit de 0,8 ml/mn, un volume d’injection de 10 ul et une température de 35 °C.

Les monosaccharides présents dans 1’échantillon hydrolysé sont identifiés en comparant
leurs temps de rétention avec ceux de neuf monosaccharides (étalons) : glucose (Glc), galactose

(Gal), fructose (Fru), arabinose (Ara), mannose (Man), acide glucuronique (A Glc), xylose (Xyl),
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acide galacturonique (A Gal) et rhamnose (Rha). Des courbes d’étalonnage (surface de pic-
concentration) pour chaque étalon de monosaccharide sont utilisées pour calculer la teneur en

monosaccharides.

11.8 Analyse par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) de I’extrait polysaccharidique
AGFPG

11.8.1 Principe

La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) est I’'une des méthodes les plus
importantes et les plus pratiques pour 1’identification structurelle des polysaccharides. Elle peut

étre utilisée pour analyser des monosaccharides ou des polysaccharides [35].

La résonance des noyaux atomiques dans un champ magnétique externe est a la base du
fonctionnement de ’RMN. La plupart des noyaux atomiques possedent un moment angulaire
intrinséque appelé spin, qui possede a la fois une magnitude et une direction. Un noyau en rotation
génere un courant circulant qui peut produire des champs magnétiques et former des moments
magnétiques. Cette propriété est caractérisée par un nombre quantique de spin nucléaire. Chaque

noyau possede un moment magnétique unique [24].

Lorsqu’un champ magnétique externe est appliqué a 1’échantillon, les moments
magnétiques ne peuvent adopter que certaines orientations quantifiées par rapport au champ. Dans
ce cas, il y a un mouvement supplémentaire. Le moment magneétique présente une précession de la
vitesse angulaire autour de la direction du champ magnétique externe. La fréquence d'absorption
de ce type spécifique de noyau sous un champ magnétique externe donné est la fréquence de
rotation, également connue sous le nom de fréquence de Larmor. Le signe du rapport
gyromagnétique détermine si cette rotation se fait dans le sens des aiguilles d’une montre ou dans
le sens inverse. La fréquence du spin nucléaire dans le champ est déterminée par la formule suivante
[45] :

w=yBo=21IIv avec

o: fréquence angulaire ;
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v: fréguence de Larmor ;
y : rapport gyromagnétique ;
Bo : champ magnétique externe.

La fréquence angulaire correspond a la fréquence de résonance du noyau examiné. Le

rapport gyromagnétique et le champ magnétique sont proportionnels a cette fréquence.

La RMN fait référence a la spectroscopie d’absorption produite par le noyau atomique dans
un champ magnétique externe apres avoir absorbé des ondes électromagnétiques d’un niveau de
spin a 1’autre. Elle fournit des informations structurales en termes de noyau individuel et de son
environnement, qui peuvent étre détectées et analysées sous forme de déplacement chimique (J,

ppm) et de couplage de spin [45].
11.8.2 Mode opératoire

Il est dissous 10 mg d’AGFPG dans 1 ml d’oxyde de deutérium (ou eau lourde, D20), puis
centrifugé pour éliminer les particules solides. Un spectrometre RMN Bruker 600 MHz couplé a
une sonde CryoProbes, est utilisé pour enregistrer les spectres *H RMN et C RMN. Les
déplacements chimiques sont exprimés en partie par million (ppm) par rapport a la résonance de

tétraméthylsilane (TMS, 0 ppm) en tant qu’étalon interne.

11.9 Biosynthése des nanoparticules d’argent (AgNPs) par PAGFPG

La solution d’AGFPG est préparée en dissolvant 40 mg de poudre d’AGFPG dans 100 ml
d’eau ultra pure sous agitation a 60 °C jusqu’a dissolution complete. En outre, une solution de
nitrate d’argent AgNO3 (300 mM) est préparée et 10 ml sont ajoutés a la solution d’AGFPG. Sur
une plaque chauffante, la solution réactionnelle est placée dans un bain-marie a 60 °C pendant 2 h
avec une agitation magnétique de 500 rpm. Une fois la réaction terminée, la solution est incubée a
60 °C. Apres 48 h, un changement de couleur en brune est observé. Les AgNPs sont collectées par
centrifugation et lavées plusieurs fois avec de 1’eau ultrapure. Ils sont séchés et conservés pour une

utilisation ultérieure.
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11.10 Caractérisation des AgNPs biosynthétisés et de I’extrait polysaccharidique AGFPG
11.10.1 Spectrophotométrie UV-Visible (UV-vis)
11.10.1.1Principe

La spectrophotométrie UV-visible (UV-Vis) est une technique simple et efficace pour la
caractérisation des nanoparticules synthétisées. La spectroscopie est basée sur I’absorption ou la
diffusion de la lumiére par des nanoparticules métalliques dans les spectres UV et visible. Les
AgNPs comprennent des bandes de valence et de conduction qui sont extrémement proches les
unes des autres et permettent une mobilité illimitée des €lectrons. L’interaction entre la lumicre et
les électrons de surface mobiles des AgNPs entraine une forte bande d’absorption connue sous le

nom de résonance plasmonique de surface (SPR) [281].
11.10.1.2 Mode opératoire

Les AgNPs biosynthétisés sont analysées a 1’aide d’un spectrophotométre Agilent, Cary
100 UV-Vis. Le spectre d’absorption UV-Vis a été enregistré en balayant la solution d’ AgNPs dans
la gamme de 300-800 nm.

11.10.2 Diffraction des rayons X (DRX)
11.10.2.1Principe

La diffraction des rayons X (DRX) est la méthode principale permettant de déterminer la
nature cristalline ou amorphe et la mesure de taille des cristallites des nanoparticules. Lorsqu'un
cristal est exposé a un faisceau de rayons X, les atomes du cristal diffusent le faisceau incident, ce
qui entraine la formation des pics de diffraction. Ces pics peuvent étre analysés pour déterminer

diverses caractéristiques du cristal ou du matériau polycristallin [282].
11.10.2.2 Mode opératoire

Les AgNPs en poudre sont placées dans le port échantillon. La mesure DRX est réalisée a
I’aide d’un diffractométre a rayons X Bruker D8 Advance avec une anode Cu(Ka) (A = 0.15406
nm) pour mettre en évidence la nature cristalline et la pureté des AgNPs. L’angle de diffraction

(20) était compris entre 20° et 90°.
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La taille moyenne des cristallites (D) des AgNPs biosynthétisés est calculée a partir du
FWHM (full width at half maximum = largeur & mi-hauteur) du plan (111) en utilisant 1’équation
de Scherrer :

D=094A/BcosH Ou
B : FWHM du pic ;
A : longueur d’onde du rayonnement ;
X (A =0.15406 nm) ;

O : angle de diffraction.

11.10.3 Microscope électronique a balayage couplée a spectroscopie par dispersion d’énergie
des rayons X (MEB-EDX)

11.10.3.1 Principe

La microscopie électronique a balayage (MEB) est une technique courante utilisée pour
déterminer la morphologie et la topologie de surface des particules. Elle est utilisée pour observer
la surface de I’échantillon en la balayant avec un faisceau d’électrons & haute énergie. Les électrons
rétrodiffusés fournissent les caractéristiques de 1’échantillon. La spectroscopie X a dispersion
d’énergie (EDX) est une méthode d’analyse chimique utilisée en combinaison avec le MEB pour
déterminer la composition élémentaire d’un échantillon. La technique détecte les rayons X émis
par I’échantillon lorsqu’il est bombardé par un faisceau d’électrons et quantifie 1’abondance

relative des rayons X émis sur la base de leur énergie [283].
11.10.3.2 Mode opératoire

Une petite quantit¢ d’AGFPG et des AgNPs en poudre sont montés sur un support
métallique, puis recouverts d'une fine couche d’or a 1’aide d’une machine a pulvérisation sous vide.
Le microscope électronique a balayage de type ZEISS EVO 15 a été utilisé pour observer les

caractéristiques morphologiques et la microstructure de ’AGFPG et des AgNPs. L’analyse par
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rayons X a dispersion d’énergie (EDX) a ¢galement été réalisée a 1’aide du méme instrument afin

d’identifier la composition ¢lémentaire.
11.10.4 Potentiel zéta et diffusion dynamique de la lumiére

11.10.4.1 Principe

L’analyse du potentiel z€Eta est une technique utilisée pour mesurer la charge électrique a la
surface d'une particule et pour caractériser sa stabilité dans les suspensions aqueuses. Les particules
possedent une charge de surface qui attire les ions de charge opposée a leur surface, formant une
double couche d’ions qui se déplace avec les particules lors de leur diffusion dans la solution
aqueuse. Le potentiel de charge électrique net entre les couches est connu sous le nom de potentiel
z€ta. La stabilité de toute suspension est étroitement liée au potentiel zéta des particules en
suspension. Lorsque le potentiel zéta est proche de zéro, aucune force n’empéche les particules de
s’agréger [284]. Les suspensions stables ont des valeurs de potentiel z&ta supérieur a +25 mV ou
inférieur a -25 mV (> +25 mV ou < - 25 mV) [191].

La diffusion dynamique de la lumiere (Dynamic Light Scattering, DLS) est une technique
simple pour déterminer la taille moyenne des nanoparticules en solution aqueuse. Lorsque la
lumiere laser est appliquée, les particules de la solution diffusent la lumiere avec un intensité

variable et celle-ci est enregistrée [221].
11.10.4.2 Mode opératoire

Deux solutions sont préparées : 1’une contenant des AgNPs avec une concentration de 0.1
%, et 1’autre contenant de I’AGFPG avec une concentration de 1 %. En utilisant HORIBA
Scientific SZ-100, les valeurs du potentiel zéta sont déterminées pour les AgNPs et AGFPG. Le
méme instrument est utilise pour determiner la distribution de la taille moyenne des AgNPs

biosynthétises.
11.11 Activité antimicrobienne des AgNPs et ’AGFPG

Le potentiel antimicrobien des AgNPs et de I’AGFPG est déterminé selon la méthode de
diffusion sur disque de I’Institut des normes de laboratoire clinique (Clinical Laboratory Standards
Institute, CLSI) [285].
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L’activité antimicrobienne est testée sur neuf (9) micro-organismes pathogénes dont quatre
(4) bactéries Gram négatives (Escherichia coli ATCC25922, Klebsiella pneumoniae ATCC70603,
Pseudomonas aeruginosa, ATTC27853 Salmonella enterica ATCC6017), quatre (4) bactéries
Gram positives (Bacillus subtilis ATCC6633, Listeria monocytogenes ATCC13932, Micrococcus
luteus ATCC9314, Staphylococcus aureus ATCC25923) et une souche fongique (Candida
albicans ATCC10237).

Apres une pré-culture de 18 h a 37 °C dans un bouillon nutritif (BN), les germes sont dilués
avec du BN pour produire une suspension contenant environ 10°-10° unités formant de colonies
par millilitre (UFC/ml). Les micro-organismes sont ensemencés dans des boites Pétries sur gélose
Muller-Hinton a I’aide d’un coton-tige stérile. Des disques de diamétre 5 mm en papier filtre stérile
Whatman N° 1, sont ensuite déposés sur la gélose ensemencée. Sur chaque disque, 10 pl de solution
d’AgNPs a des concentrations variables (0.1, 0.25, 0.5, 0.75 et 1 mg/ml) et une solution d’AGFPG
(10 mg/ml), préparées avec de I’eau ultra pure, sont déposés. Apres une incubation a 37 °C pendant
24 h, le diameétre de la zone inhibitrice est mesuré pour chaque boite. Trois répétitions sont
effectuées pour chaque test. L’oxacilline (1 mg/ml) et I’ampicilline (10 mg/ml) sont utilisées
comme contrdle positif et I’eau ultra pure comme controle négatif. Les données sont exprimées en
moyennes + ecart-type. Pour I’exploitation des résultats, une ANOVA et un test post hoc de Tukey
sont utilisées pour identifier les différences significatives dans les résultats en utilisant IBM SPSS
Statistics 21.

11.12 Activités antioxydantes des AgNPs et I’ AGFPG
11.12.1 Test de piégeage de radical libre DPPH

L’activité de piégeage du radical libre 2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle (DPPH) de I’extrait
polysaccharidiqgue AGFPG et des AgNPs biosynthétisés, est évaluée en faisant appel a la méthode
de Brand-Williams et al. (1995), modifiée [286]. Une solution d’AGFPG a des concentrations (0.1,
0.2,0.4,0.6, 0.8 et 1 mg/ml) et une solution d’AgNPs a des concentrations (0.01, 0.02, 0.04, 0.06,
0.08 et 0.1 mg/ml) sont préparées avec de 1’eau distillée. Chaque échantillon (1 ml AGFPG et 0.4
ml AgNPs) est mélangé avec une solution de DPPH (0,1 mM) (1:1, v/v), puis incubé dans

I’obscurité pendant 30 mn a 37 °C. L’acide ascorbique (vitamine C) est utilis¢é comme pour le
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controle positif et 1’essai est répété en triplicata. L’absorbance est ensuite mesurée a une longueur
d’onde de 517 nm a I’aide du spectrophotométre (Agilent, Cary 100 UV-Vis). L’activité de

piégeage du radical DPPH est calculée selon I’équation suivante :
Activité de piégeage du radical DPPH (%) = (Ac- Ae) / Ac x 100
Ac : absorbance du contréle (éthanol-DPPH) ;
Ak : absorbance de I’échantillon (AGFPG et AgNPs).
11.12.2 Test de piégeage de radical libre ABTS

L’activité de piégeage du radical libre 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6 sulphonique
(ABTS) de I’extrait polysaccharidique AGFPG est évaluée en utilisant la méthode de Re et al.
(1999), avec quelques modifications [287].

Une solution d’AGFPG a des concentrations (0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 et 1 mg/ml) est préparée
avec de I’eau distillée. La solution d’ABTS est préparée en ajoutant 20 ml d’ABTS (7 mM) a 10
ml de persulfate de potassium (2.45 mM). Le mélange est conservé a I’abri de la lumicre et a
température ambiante pendant 24 h. La solution d’ABTS est diluée jusqu’a une absorbance de 0.7
+0.02 2 734 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-Vis. Pour 1 ml de solution d’ABTS, est ajouté
a 0.25 ml de solution d’AGFPG, puis incubé pendant 15 mn a 37 °C. L’acide ascorbique (vitamine
C) est utilisé comme un contrdle positif et ’essai est répété trois fois. L’absorbance est ensuite
mesurée a une longueur d’onde de 734 nm a I’aide du spectrophotométre (Agilent, Cary 100 UV-

Vis). L’activité de piégeage du radical ABTS est calculée selon 1’équation suivante :
Activite de piégeage du radical ABTS (%) = (Ac- Ag) / Ac x 100

Ac : absorbance du contrdle ;

A€ : absorbance de 1’échantillon.

11.12.3 Test de pouvoir réducteur ferrique

Le pouvoir réducteur ferrique des AgNPs est évalué selon la méthode de Kanipandian et al.
(2014), avec quelgues modifications [288]. Une solution d’ AgNPs a des concentrations (0.01, 0.02,
0.04, 0.06, 0.08 et 0.1 mg/ml) est préparée avec de 1’eau distillée. A 100 pl de solution d’AgNPs
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est melangé avec 250 ul de tampon phosphate (0,2 M, pH = 6,6) et 250 ul de ferricyanure de
potassium a 1 % (m/v). Le mélange est incubé a 50 °C pendant 30 mn, puis traité avec 250 pl
d’acide trichloracétique a 10 % (m/v). Aprés centrifugation a 3000 g pendant 10 mn, 250 pl du
surnageant sont mélangés avec 250 ul d’eau distillée et 50 ul de chlorure ferrique (FeClz) a 0,1 %
(m/v). Aprés 10 mn d’incubation, 1’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 700 nm a
I’aide du spectrophotométre (Agilent, Cary 100 UV-Vis). L’acide ascorbique (vitamine C) est

utilisé comme un contrdle positif et 1’essai est répété trois fois.

11.13 Activité anti-inflammatoire >’ AGFPG

L’étude de [Dactivité anti-inflammatoire d’AGFPG est portée sur [’inhibition de
dénaturation du BSA sous I’effet de la chaleur, selon la méthode de Karthik et al. (2013), modifiée
[289].

Une solution d’AGFPG a des concentrations (1, 2.5, 5, 7.5 et 10 mg/ml) est préparée avec
de I’eau distillée. La solution de BSA 0.2 % (m/v) est préparée dans un tampon Tris-HCI (0.05 M,
pH= 6.6). A 500 pl de solution de BSA est ajouté a 500 pul de solution d’AGFPG, puis incubé
pendant 15 mn a 37 °C. Les tubes sont placés dans un bain-marie pendant 5 mn a 72 °C. Apres
refroidissement, [’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 660 nm a 1’aide du

spectrophotometre (Agilent, Cary 100 UV-Vis).

Le diclofenac de sodium (forme injectable) a des concentrations (0.001, 0.05, 0.1, 0.5et 1
mg/ml) est utilisé comme un contrble positif et ’essai est répété trois fois. Le pourcentage

d’inhibition de la dénaturation est calculé selon I’équation suivante :
Inhibition de la dénaturation (%) = (Ac- Ag) / Ac x 100
Ac : absorbance du contrdle ;

Akt : absorbance de I'échantillon
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Le rendement d’extraction de polysaccharides hydrosolubles (3.15 g) a partir de 30 g de
graines est de 10.4 % (m/m). 1l est rapporté des rendements en polysaccharides hydrosolubles pour
certaines especes de la famille des Fabacées, notamment Astragalus alpinus L. de 0.59 % [290],
Astragalus danicus Retz de 3.39 % [291], Astragalus sericeocanus Gonsch de 3.58 % [292],
Astragalus membranaceus Bunge de 3.6 % [293], Astragalus armatus Willd de 4.2 % [294],
Astragalus tibetanus Benth. Ex Bunge de 4.65 % [290], Astragalus lehmannianus Bunge de 4.8 %
[295], Astragalus cicer L. de 5.9 % [296], Astragalus gombo Bunge de 6.8 % [297] et d’Astragalus
cicer L. de 8.42 % [298], qui s’avérent faibles par rapport au rendement obtenu pour la présente

étude.

La composition biochimique de I’AGFPG est présentée dans le tableau III.1. Les teneurs
en oses totaux, en protéines et en composés phénoliques, étaient de 83.09 + 0.03 % (m/m), 8.39 +
0.01 % (m/m) et 4.64 £ 0.003 % (m/m), respectivement.

L’AGFPG a une composition en oses totaux trés proche a celle des polysaccharides
hydrosolubles extraits par macération a chaude des graines d’Astragalus armatus Willd (83.4 £
1,29 %) [294] et d’Astragalus gombo Bunge (85 = 2 %) [297]. La teneur en oses totaux de
I’ AGFPG se situe dans la fourchette rapportée pour la gomme de guar (Cyamopsis tetragonoloba)
(75-85 %) et la gomme de caroube (Ceratonia siliqua) (80-85 %) [154,299].

La présence des protéines dans I’extrait polysaccharidique AGFPG pourrait étre due a des
interactions entre les protéines et les polysaccharides via des liaisons hydrogéne, des liaisons
covalentes et des interactions hydrophobes [300]. Toutefois, un rendement appréciable, une faible
teneur en protéines et en composé€s phénoliques et la teneur élevée en oses totaux de I’extrait
polysaccharidique AGFPG confirment que la méthode d’extraction de la présente étude, reste

appropriée et efficace.
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Tableau I11.1: Composition biochimique de I’extrait polysaccharidique AGFPG

Rendement d’extraction

(mim) 104 %
Oses totaux (m/m) 83.09 £ 0.03 %
Oses neutres (m/m) 91.15+£0.03 %
Oses acides (m/m) 2.66 0.2 %
Protéines (m/m) 8.39+0.01%

Composés phénoliques (m/m) 4.64 + 0.003 %

La figure III.1 montre le spectre FTIR de I’AGFPG, présentant des pics allant de 555.9 cm”
14 3342.1 cm™. Le pic d’absorption large et fort observé a 3342.1 cm™ correspond a la vibration
d’¢étirement des OH, qui sont abondant dans les polysaccharides et 1’eau et qui participe a la
formation des liaisons hydrogene [301]. Le pic étroit a 2924.1 cm™ peut étre attribué a la vibration
d’étirement C-H [302]. En outre, le pic & 1638.0 cm™ est li¢ aux vibrations d’étirement des COO-
[303]. Le pic d’absorption a 1405.9 cm™ est attribué a la vibration d’étirement C-OH et a la
vibration de déformation C-H [304]. L’AGFPG présente une bande distincte & 1023.1 cm™,
dominée par les vibrations d’étirement de la liaison glycosidique C-O-C et les groupes latéraux C-

OH et indique I’existence des cycles pyranoses [305].

En outre, les configurations o et f du carbone anomérique peuvent étre distinguées a 1’aide
de bandes dans la plage 900-800 cm™, appelée région anomérique [306]. Le spectre FTIR du
AGFPG montre des bandes d’absorption a 869.3 cm™ et 794.9 cm™ sont attribuées aux liaisons -

glycosidiques et a-glycosidiques, respectivement [93,305,307-309].

Dans leur étude sur les polysaccharides hydrosolubles extraits des graines de Trigonella

foenum-graecum (Fenugrec), Rashid et al. (2017) ont identifié des bandes a 872 cm™ et 800 cm
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correspondant a B-D-mannopyranose et a-D-galactopyranose, respectivement [310].

De méme, le spectre FTIR de 1’étude de Liu et al. (2019) sur les polysaccharides des graines
de Gleditsia sinensis Lam, a montré des bandes d’absorption a 870.3 cm™ et 807.8 cm™, attribuées

respectivement aux unités f-D-mannopyranose et a-D-galactopyranose [311].

Au vu des résultats de Rashid et al. et Liu et al., et en observant les bandes d’absorption a
869.3 cm™ et 794.9 cm™ dans le spectre FTIR d’ AGFPG, cet extrait polysaccharidique est constitué
de B-D-mannopyranose et d'a-D-galactopyranose.
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Figure 111.1: Spectre infrarouge (FTIR-ATR) de 1’extrait polysaccharidique AGFPG

La figure I11.2 montre les chromatogrammes obtenus apres séparation de 1’hydrolysat de
I’extrait polysaccharidique AGFPG dans deux systémes différents (I et II). Les résultats révelent

I’apparition de deux taches sur les plaques pour les deux systémes, ce qui indique que I’AGFPG
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est composé de deux monosaccharides.

Dans le systeme I, en comparant les Rr des deux taches apparues (0.44 et 0.35) avec ceux
des étalons (Rr man= 0.45 et Rr cai= 0.36), les deux taches correspondent au mannose et au galactose.
De méme, dans le systéme II, en comparant les Rr des deux taches apparues (0.47 et 0.40) avec
ceux des étalons (Rr man = 0.46 et Rr cal = 0.40), indiquent la présence de mannose et de galactose.

L’extrait polysaccharidique AGFPG semble étre constitué de mannose et de galactose, donc

un polysaccharide de type galactomannane.

Dans leur étude sur les polysaccharides des graines de Leucaena leucocephala L.
(Fabaceae), Mittal et al. (2016) ont utilisé la CCM pour déterminer la composition en
monosaccharides. L’analyse de chromatogramme de I’hydrolysat montre deux taches distinctes sur
la plague qui ont été identifiées comme étant du galactose et du mannose par comparaison des Rr
[312]. De plus, la CCM a été utilisée dans d’autres études et les polysaccharides extraits ont été

identifiés comme étant du galactomannane [313,314].
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Figure 111.2: Chromatogrammes par CCM des hydrolysats de I’extrait polysaccharidique
AGFPG, a)- Systéme I : acide acétique, pyridine, eau, acétate d’éthyle et n-butanol (2:4:4:5:10,
vIVIviviv) ; b)- Systeme 11 : acide acétique, eau, chloroforme, méthanol et n-butanol
(1.5:1.5:4.5:5:12.5,vivIvivIv)
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Le chromatogramme des résultats obtenus d’analyse par HPLC est représenté sur la figure
II1.3. L’extrait polysaccharidique hydrosoluble AGFPG, est composé de mannose (60.05 %) et de
galactose (39.95 %), ce qui suggere que AGFPG, polysaccharides hydrosolubles issus des graines
d’Astragalus gombiformis Pomel, est un hétéropolysaccharide de type galactomannane. Le rapport

molaire mannose/galactose du AGFPG galactomannane extrait, est de 1.51 (Man/Gal = 1.51).

Des polysaccharides hydrosolubles extraits de différentes graines d’Astragalus sp. sont
composés de galactomannane dont Astragalus lehmannianus (1.24) [295], Astragalus tibetanus
(1.33) [290], Astragalus cicer (1.39) [296], Astragalus danicus (1.4) [291], Astragalus alpinus
(1.48) [290] et Astragalus sericeocanus (1.58) [292].

L’AGFPG est un galactomannane, conforme a celle des trois plantes spontanées
(Astragalus armatus Willd, Astragalus gombo Bunge et Alhagi maurorum Medik) de la famille
Fabaceae du Sahara algérien. Les polysaccharides hydrosolubles des graines de ces plantes ont été
obtenus par macération a chaude suivi d’une précipitation par solvant. Ils ont ét¢ identifiés comme

des galactomannanes.

Les rapports molaires Man/Gal d’Alhagi maurorum (2.2-2.4) [315] et d’Astragalus gombo
(1.7) [297] sont plus élevés que ceux de I’extrait polysaccharidique AGFPG (Man/Gal=1.51),
tandis que d’Astragalus armatus (1.13) [294] est plus faible. Dans le méme contexte, le rapport
Man/Gal obtenu est supérieur a celui déclaré pour Trigonella foenum-graceum (fenugrec) (1.1)
[316] et inférieur a celui déclaré pour Caesalpinia spinosa (gomme de tara) (3) [317] et Ceratonia
siliqgua (gomme de caroube) (3.5) [180]. Par ailleurs, elle est relativement similaire a la valeur

rapportée pour Cyamopsis tetragonoloba (gomme de guar) (1.54-2) [154].

Le rapport Man/Gal du galactomannane dépend fortement de I’espece étudice, des
conditions de croissance de la plante et des circonstances, en particulier du niveau de maturité, du

moment de la récolte et des méthodes d’extraction [318].

La solubilit¢ dans 1’eau du galactomannane est déterminée par le nombre de galactoses

présentes, ce qui en fait une variable couramment utilisée pour prédire leurs propriétes finales. Le

[e7 L
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nombre élevé de galactoses augmente le nombre de groupes hydroxyles qui ont une forte affinité
et facilitent la liaison avec les molécules d’eau. Il en résulte une grande solubilit¢ du

galactomannane [319,320].

Le rapport Man/Gal du galactomannane AGFPG est de 1.5, soit 3 mannose et 2 galactose.
Ce galactomannane a une solubilité ¢levée dans 1’eau en raison de la quantité importante de
galactose. La capacité du galactomannane a absorber de grandes quantités d’eau, est I’un des
facteurs qui contribuent a 1’adaptation des plantes, dont d’Astragalus gombiformis Pomel, aux

environnements secs et a leur résistance a la sécheresse [10, 35].
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Figure 111.3: Chromatogramme par HPLC de ’extrait polysaccharidique AGFPG

La figure 111.4 présente les spectres 'H RMN et $3C RMN de I’extrait polysaccharidique
AGFPG. Le déplacement chimique a 4.94 ppm et 5.2 ppm est attribué au proton anomérique (H-
1) du B-D-mannopyranosyl et du a-D galactopyranosyl, respectivement [158]. Le rapport Man/Gal
peut étre estimé en utilisant 1’intégration des pics de *H RMN associée aux déplacements chimiques
du B-D-mannose et de 1’a-D-galactose, qui est de 1.46, est un rapport similaire a celle obtenu par
I’analyse au HPLC de ’AGFPG (Man/Gal=1.51).

Dans le spectre 3C RMN, deux carbones anomériques (C-1) sont attribués au a-D-
galactopyranosyl et au B-D-mannopyranosyl a 99.72 ppm et 100.09 ppm, respectivement. Un

signal faible a été observé au niveau de H-5 du B-D-mannopyranose sans chaine latérale

[ g L
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substitutive (3.57 ppm), tandis que H-5' (3.76 ppm) avec une chaine latérale présentait un signal
fort [321]. Cela suggere que la plupart des résidus B-D-mannopyranose ont été substitués par des
chaines latérales a-D-galactopyranosyl. Le signal a 66.39 ppm pour C-6 du -D-mannopyranose
de ’AGFPG, comparé a sa position a 60.4 ppm, indique que les chaines latérales du B-D-
mannopyranose ramifié comprennent des résidus de galactose [309,322]. Les déplacements

chimiques *H et 3C de I’AGFPG sont résumés en annexe 3.
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Figure 111.4: Spectres RMN de I’extrait polysaccharidique AGFPG, a)- Spectre 1H ; b)- Spectre
13C (G : a-D-Galp (1— / M : —4)-R-D-Manp-(1— / M’ : —4,6)-3-D-Manp-(1—))
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L’analyse par RMN d’un polysaccharide extrait des graines d’Astragalus gombo Bunge
(Fabaceae) indique qu’il s’agit d’un galactomannane formé d’un squelette de résidus p-(1,4)-D-
mannopyranosy| substitués en position O-6 par un seul résidu d’a-D galactopyranose [297]. Les
spectres 'H et 3C RMN d’un galactomannane isolé des graines de Leucaena leucocephala L.
(Fabaceae) montrent qu’il se compose d’une chaine linéaire (1-4) de p-D-mannose avec des
groupes latéraux d’a-D-galactose [323].

Les résultats des études sur les RMN unidimensionnelle (RMN 1D) et bidimensionnelle
(RMN 2D) de Albuquerque et al. (2014) et de Nobre et al. (2018), sur un galactomannane extrait
de graines de Cassia grandis L. (Fabaceae) et de graines d’Adenanthera pavonina L. (Fabaceae)
respectivement, ont confirmé que la chaine principale est constituée de p (1—4)-D-mannose liée

avec des unités d’o(1—6)-D-galactose [42, 43].

La caractérisation d’un galactomannane isolé des graines de Desmanthus illinoensis
(Fabaceae) par *H RMN et C RMN indique qu’il est composé de 1,4-B-D-mannane substitué par
des chaines latérales a-D-galactose ou de 1,6-a-D-galacto-disaccharide en C-6 sur la chaine
principale [321].

Au vu des résultats de 1’analyse structurale (RMN), de la composition en monosaccharides
(CCM et HPLC) et de I’analyse par FTIR-ATR, il est confirmé que 1’extrait polysaccharidique
AGFPG des graines d’Astragalus gombiformis Pomel, est un galactomannane. La figure I111.5 est

une illustration de la structure proposée de AGFPG galactomannane.
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Figure 111.5: Structure proposée de I’extrait polysaccharidique AGFPG issu des graines

d’Astragalus gombiformis Pomel
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La biosynthése des AgNPs a été réalisée par la réduction des ions d’argent (Ag*) en
présence de I’extrait polysaccharidique AGFPG a 60 °C et sous agitation. La couleur de la solution
réactionnelle est passée d’incolore a brun, traduisant la formation d’AgNPs, confirmé par
spectroscopie UV-vis. L’apparition d’une bande SPR dans la région des 400-450 nm est

I’indicateur le plus caractéristique de la formation des AgNPs [326,327].

La biosynthése d’ AgNPs par I’ AGFPG est confirmée par le spectre UV-vis qui a montré un
pic a 423 nm (Figure 111.6). Pour Taher et al. (2022) ; Agnihotri et al. (2021) ; Jing et al. (2021) ;
Padinjarathil et al. (2018), la biosynthése des AgNPs a été réalisée par des polysaccharides
hydrosolubles extraits de plantes [284,328-330].

A partir de la valeur de pic, 423 nm, il est suggéré que les AgNPs sont biosynthétisés, avec
une forme sphérique et une petite taille, confirmant la suite par 1’analyse par microscope
électronique a balayage (MEB) [331-333]. De plus, la symétrie du pic d’adsorption des AgNPs
de biosynthese, I’absence de changement dans leur emplacement et leur intensité durant 6 mois de
stockage suggerent que les AgNPs ne s’agrégent pas avec I’AGFPG, et leur dispersion colloidale
représente une stabilité significative. Il est conforté par 1’absence de pics a 560 nm et 335 nm dans

le spectre UV-vis [47,53-58].

1.6
o 1.27
[ ¥]
=
2 =
5 =
= :

0.4 -

AgNPs
AgNO,
0-0 1 : M 1 N 1 N 1 M
400 500 600 700 800

Longueur d’ondes (nm)

Figure 111.6: Spectre UV-vis des AgNPs biosynthétisés par 1’extrait polysaccharidique AGFPG
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Le mécanisme de biosynthése des AgNPs par I’extrait polysaccharidique AGFPG est
illustré dans la figure I11.7. L’AGFPG ayant un grand nombre de groupes hydroxyles (OH) qui
facilitent leur complexation avec I’Ag". Cette complexation est suivie par la réduction de I’Ag" en
argent métallique (Ag®) sous I’action de ces groupes OH et de 1’exposition & la lumiére solaire.
L’AgP se nucléarise ensuite (étape de nucléation) pour former des grappes, qui s’agrégent ensuite
pour former des AgNPs (étape de croissance). Les AgNPs sont ensuite recouverts et stabilisés par
1’AGFPG [284,337-339].

Dans leur étude sur ’effet de lumiere de soleil sur la biosynthése des AgNPs par un
champignon Pleurotus citrinopileatus, Bhardwaj et al. (2018) ont rapporté que les AgNPs formés
aprés 72 h de réaction dans I’obscurité sont environ 1.8 fois plus faible que les AgNPs produites
apres une heure d’exposition a la lumiére du soleil. Ainsi, les biomolécules présentent dans 1’extrait
de champignon sont responsables de la réduction de I’Ag* en Ag® dans le mélange réactionnel
lorsqu’il est exposé a la lumiere du soleil. L’excitation de ces biomolécules par 1’énergie
photonique lui permet d’agir en tant que donneurs d’électrons ou agents réducteurs [340].

Jian et al. (2020) ont mené la biosynthése des AgNPs a 1’aide du Konjac glucomannane
extrait d’Amorphophallus konjac (Araceae) par une stratégie photocatalytique. Ils ont trouvé que
sans irradiation ultraviolette, une certaine quantité d’AgNPs a ¢été obtenue par la réduction de
I’hydroxyle Ci1 dans le terminal réducteur du Konjac glucomannane. Lorsqu’ils sont exposés en
lumiere ultraviolette, les AgNPs produits ont entrainé la libération d’une quantité importante
d’électrons libres. La réduction compléte des Ag* restants en Ag® a été rendue possible par les

électrons fonctionnant comme des réducteurs efficaces [339].
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Figure 111.7: Processus de biosynthése des AgNPs a partir de I’extrait polysaccharidique
AGFPG [226]

Les résultats de I’analyse par le DRX ont révélé la structure cristalline des AgNPs (Figure
I11.8). Les pics de diffraction a des valeurs 20 de 38.5°; 44.8°; 65°; 77.8° et 81.8° dans le
diagramme DRX des AgNPs correspondant aux plans (111, 200, 220, 311 et 222) de la structure
cubique a faces centrées (FCC) de I’Ag.

Le diagramme DRX des AgNPs de biosynthéses a partir d’un polysaccharide extrait de
graines de Leucaena leucocephala L. (Fabaceae) a révélé la présence de quatre pics majeurs
(38.27°; 46.27°; 64.63° et 77.66°), indiquant qu’ils présentent une nature cristalline et des plans
compatibles avec une structure de réseau cubique a faces centrées de I’Ag [284]. De plus, un
polysaccharide extrait de lagomme de guar Cyamopsis tetragonaloba Taub (Fabaceae), a été utilisé
pour la biosynthese des AgNPs. Les pics de diffraction observés démontrent la présence d’une

structure cristalline cubique a face centrée dans les AgNPs étudiées [336].

Par ailleurs, Agnihotri et al. (2021) ont mené la biosynthése des AgNPs a I’aide de la

gomme arabique. L’analyse DRX laisse apparaitre des pics caractéristiques de la structure cubique
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a faces centrées (FCC) de I’Ag, confirmant la cristallisation des AgNPs [328].

La pureté des AgNPs est démontrée par I’absence de pics ressemblant a d’autres phases
cristallines. L’intensité des pics de diffraction indique un niveau élevé de cristallinité des AgNPs
[328,341]. En utilisant 1’équation de Scherrer, la taille moyenne des cristallites (D) des AgNPs
biosynthétisés par AGFPG était d’environ 23,48 nm.
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Figure 111.8: DRX diagramme des AgNPs biosynthétisés par 1’extrait polysaccharidique
AGFPG

La micrographie d’AGFPG montre de grandes feuilles minces aux surfaces lisses et de
tailles variées, ainsi que des particules fragmentées adhérant les unes aux autres dans des réseaux
fortement interconnectés avec des pores (Figure 111.9 a-b). Les pores de I’AGFPG permettent
I’absorption de volumes d’eau importants, d’ou une solubilité élevée de I’AGFPG en tant que
galactomannane, ce qui est confirmé par I’analyse par HPLC. La présence des pores permet a la
plante de stocker I’eau et I’aide également a s’adapter aux conditions environnementales extrémes.
Cette morphologie offre de nombreuses possibilités d’utilisation de I’AGFPG galactomannane
dans de nombreuses applications industrielles. Des structures similaires de polysaccharides

utilisées dans les emballages alimentaires et dans I’industrie pharmaceutique ont été identifiées

[342-344].

D’apres les analyses qualitative et quantitative, la teneur en oxygene (O) et en carbone (C)

I
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sont respectivement de 44,46 % et de 47,62 % (Figure I11.9¢). La procédure d’extraction peut étre
a lorigine de faibles quantités d’éléments supplémentaires comme le calcium (Ca=1.68 %), le

potassium (K=0.87 %), le phosphore (P=4.11 %) et le magnésium (Mg=1.25 %).

Figure 111.9: Analyse par MEB-EDX de I’extrait polysaccharidique AGFPG. a-b)- Images de
MEB a 50 um et 1 um ; ¢)- Spectre EDX de la composition élémentaire

Les images MEB ont montré que les AgNPs de biosynthése ont une forme sphérique, ce
qui est compatible avec la bande SPR unique observée a 1’aide de la spectroscopie UV-vis (Figure
111.10 a-b). Taher et al. (2022) ; Ma et al. (2021) et Padinjarathil et al. (2018), soulignent que la
forme des AgNPs biosynthétisés par des polysaccharides est également sphérique [284,329,334].

La présence d’argent dans les AgNPs de biosynthése, est confirmée par la spectroscopie
EDX (Figure I11.10c). La présence de pics d’oxygéene et de carbone confirme le role du AGFPG en
tant qu’agent réducteur et stabilisateur. Le carbone détecté peut aussi provenir des grilles de cuivre

recouvertes de carbone utilisé pour I’analyse.
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Figure 111.10: Analyse par MEB-EDX des AgNPs. a-b)- Images de MEB a 1 um et 500 nm ; c)-

spectre EDX de la composition élémentaire

La valeur du potentiel zéta de I’AGFPG est égal a - 12,4 mV (Figure 111.11). Salarbashi et
al. (2019) ont rapporté que le potentiel zéta variait entre -20,4 a -14,8 mV pour les solutions de
galactomannane des graines de fenugrec a différentes concentrations [345]. Dans une étude de
galactomannane extrait de la gomme de caroube Ceratonia siliqua L. (Fabaceae) de neuf variétés,
les valeurs du potentiel zéta variaient de -2,67 & -12,95 mV [346].

L’AGFPG est a tendance d’agrégation et instable en raison de son potentiel zéta de faible
valeur et de sa charge négative. Cette tendance a 1’agrégation peut s’expliquer par la structure

neutre du galactomannane et 1’abondance des groupes hydroxyles [345].
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Figure 111.11: Potentiel z&ta de I’extrait polysaccharidique AGFPG
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La figure 111.12a laisse apparaitre que les AgNPs biosynthétisés ont une taille moyenne de
144.4 nm. De méme, il est a noter la présence de deux pics dont une forte a 144.4 nm et une faible
a22.9 nm, indiquant la variation de diamétre des AgNPs biosynthétisés par I’AGFPG.

Les AgNPs biosynthétisés ont montré une stabilité remarquable, comme 1’indique la valeur
du potentiel z&ta de -48.6 mV (Figure 111.12b) confirmant les résultats obtenus par la spectroscopie
UV-vis.

Ma et al. (2017), dans leur étude sur les AgNPs de biosynthése par des polysaccharides
hydrosolubles issus de tiges d’Astragalus membranaceus, ont indiqué que les AgNPs avaient un
potentiel zéta de -32.6 mV et une stabilité remarquable [347]. En outre, un potentiel zéta de -31.3
mV a été rapporté dans une étude sur des AgNPs biosynthétisés a I’aide d’une solution de
polysaccharides solubles de microalgue Chlorella vulgaris, révélant leur stabilité [348].
Considérant que le potentiel z&ta des AgNPs biosynthétises par des polysaccharides hydrosolubles

extraits des graines de Leucaena leucocephala L. (Fabaceae) donne une valeur de -14.2 mV [284].
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Figure 111.12: Analyse DLS (a) et potentiel zéta (b) des AgNPs biosynthétisés par I’ AGFPG
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Les AgNPs sont efficaces contre les neuf souches de micro-organismes pathogenes testées
dont (C. albicans ATCC10237) (une souche fongique), quatre bactéries Gram négatives (E. coli
ATCC25922, K. pneumoniae ATCC70603, P. aeruginosa, ATTC27853, S. enterica ATCC6017)
et quatre bactéries Gram positives (B. subtilis ATCC6633, L. monocytogenes ATCC13932, M.
luteus ATCC9314, S. aureus ATCC25923).

Les résultats du tableau III1.2 ont révélé que ’AGFPG et 1’oxacilline n’avaient aucune
activité antimicrobienne, tandis que les AgNPs et I’ampicilline ont une efficacité contre les micro-

organismes pathogenes testés.

Pour les AgNPs, la zone inhibitrice la plus faible est de 6 £ 0.0 mm pour une concentration
d’AgNPs de 0.1 mg/ml, et la zone inhibitrice la plus élevée reste 13 + 0.0 mm a des concentrations
d’AgNPs de 0.75 et 0.5 mg/ml, sont observées chez S. enterica. L’ampicilline a une concentration
de 10 mg/ml présentait la zone d’inhibition la plus élevée de 22.67 + 0.57 mm pour P. aeruginosa
et la zone d’inhibition la plus faible de 5.67 = 0.57 mm pour B. subtilis.

Le diamétre de la zone inhibitrice est de 9.67 + 0.57 mm pour B. subtilis et de 10 + 0.0 mm
pour M. luteus a une concentration de 0.1 mg/ml d’AgNPs, ce résultat est plus important que celui
de I’ampicilline a une concentration de 10 mg/ml (5.67 + 0.57 mm pour B. subtilis et 9.33 £ 1.52
mm pour M. luteus).

A différentes concentrations des AgNPs biosynthétisés de la présente etude, il est observé
que la zone d’inhibition est proportionnelle a que plus la concentration des AgNPs. Cela indique
que l’activité antibactérienne des AgNPs biosynthétisés par AGFPG est liée étroitement a la
concentration. Il a été rapporté que 1’efficacité antimicrobienne des AgNPs est fortement corrélée
a la concentration [225].

Ma et al. (2017) ont étudié I’activité antibactérienne des AgNPs biosynthétisés pour des
polysaccharides extraits des racines d’Astragalus membranaceus. Le diamétre de zone d’inhibition
des AgNPs a une concentration de 1 mg/ml était de 9.16 £ 0.76 mm pour S. aureus ATCC 29213,
de 11.17 £ 1.04 mm pour P. aeruginosa ATCC 15442 et aucune zone d’inhibition n’a été détectée
contre E. coli ATCC 25922 [347].
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Tableau 111.2: Zones d’inhibition par des AgNPs, de I’AGFPG, de I’oxacilline et de

I’ampicilline sur les neuf souches de micro-organismes testés

Zone d’inhibition (mm)

. AGFPG
AgNPsbiosynthetisees Ampicllin | Oxacillin

s 100% 5% 50% 25% 10% |10mgml | Imgml | 19

imgml  075mg/ml  05mgml  025mgml  O.Imgml mg/ml

20.17+0.28° 0002 0=00¢
L 12+00° 11.83£0.28¢ 11=0.07 9.67+0.57° 9+0.0°
monocylogenes
9.33x1.52° 0002 0=00¢
M. luteus 12+0.0° 120,08 12008 110.0% 10=0.0%
20.5+).5° 0002 0=00°
8. aureus 11.67+0.57% 12+0.0¢ 11+0.0¢ 10=0.0¢ 80.0

5.67+0.57 0=00= 0=00=
B. subtilis 10.67+0.57° 11+0.0° 10.33£0.57°  10.670.57°  9.670.57°

20+1.15° 0=00¢ 0+00¢

E. coli 1240.0¢ 12+0.0° 12+0.0° 110.0° 0:+0.0°
. 22674057 0+00¢ 0+00¢

P. aeruginosa 12+0.0¢ 11=0.0¢ 11=0.0¢ 10=0.0¢ 0=0.0°
18.33+0.5T* 0=00= 0=00*

S. enterica 10+0.0¢ 13+0.0¢ 130.0¢ 9.67+0.57¢ 6+0.0°

21.67=0.57¢ 0+00= 0+00=
k. pneumonige | 9.33+057°  10.33+0.57°  9.33+0.57°  8.67+L15®  8.67+1.15°

C. albicans 1240.5° 12+0.0° 12+1.0° 10.83+0.28° 0+0.0¢

Les expériences ont été réalisées en trois répétitions et sont exprimées en moyenne + écart-type. Les exposants
avec des lettres minuscules différentes (a-f) indiquent une différence statistiquement significative (P < 0,05) au sein
d’une méme ligne.
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Figure I11. 13 : Activité antimicrobienne des AgNPs biosynthétisés par I’extrait
polysaccharidique AGFPG a différentes concentrations [ddH20 (1) ; 1 mg/ml AgNPs (2) ; 0.75
mg/ml AgNPs (3) ; 0.5 mg/ml AgNPs (4) ; 0.25 mg/ml AgNPs (5) et 0.1 mg/ml AgNPs (6)]. a)-
C. albicans ; b)- B. subtilis ; ¢)- S. enterica ; d)- M. luteus ; €)- k. pneumoniae ; f)- E. coli ; g)- P.

aeruginosa ; h)- S. aureus et i)- L. monocytogenes

Les polysaccharides composés de monosaccharides (mannose, glucose et galactose)
peuvent constituer une source de nutriments aux microorganismes [349]. Dans leur etude sur
’activité antimicrobienne des polysaccharides extraits a partir des graines de Dolichos biflorus
Linn (Fabaceae) et Trachyspermum ammi Linn (Apiaceae), Basu et al. (2017) ont rapporté que le
galactose n’a pas de role dans I’activité antimicrobienne [350]. De plus, le polysaccharide soluble
de soja (SSPS) utilis¢ dans la biosyntheése des AgNPs n’a pas montré d’activité antimicrobienne

contre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives [334].

L’activité antimicrobienne des polysaccharides est influencée par leur structure et leur
composition. La diffusion de I’agent antimicrobien dans la gélose est influencée par ses propriétés

physicochimiques. La capacité de diffusion de différents polysaccharides peut avoir un effet direct

[ 80 L
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sur la zone d’inhibition puisqu’elle correspond au poids moléculaire. Un effet inhibiteur plus faible

ou nul est généralement obtenu avec des poids moléculaires plus élevés [81,351-353].

L’efficacité antimicrobienne des AgNPs est influencée par un certain nombre de variables,
séparément ou en combinaison. Il s’agit notamment de la concentration, des micro-organismes

cibles, de la morphologie, de la taille, de la forme et de la charge de surface [225].

Les AgNPs sont des particules de tres petite taille, ce qui leur confere une grande surface
par rapport au volume. Plus la taille des AgNPs est petite, plus le rapport surface/volume est élevé.
Ce rapport élevé augmente la réactivité des AgNPs avec les parois et les membranes des cellules
microbiennes, ce qui entraine une distorsion accrue des parois et des membranes et peut également

entrainer une augmentation de la production d’espéces réactives de 1’oxygéne (ROS) [225,354].

Bien que le mécanisme précis de 1’activité antimicrobienne des AgNPs n’a pas encore été
entierement élucide, certaines explications possibles ont été fournies (Figure 111.14). Les AgNPs
peuvent adhérer aux lipopolysaccharides (LPS) et a la surface des cellules, ce qui peut perturber
les fonctions physiologiques des bactéries en rendant les cellules plus perméables et en limitant le
flux des nutriments vitaux [355]. De plus, les AgNPs ont la capacité de traverser la membrane
cellulaire interne et de désactiver les enzymes déshydrogénases de la chaine respiratoire, inhibant
ainsi la croissance cellulaire et la respiration. Les AgNPs peuvent avoir un impact sur I’activité
biologique de certaines phosphates et protéines, entrainant ainsi la désintégration des membranes

cellulaires et conduisant finalement a la mort de la cellule [356].

Par ailleurs, elle a aussi mis en évidence une relation entre 1’activité antimicrobienne des
AgNPs et la libération des ions d’argent (Ag"). Les AgNPs peuvent interagir avec la membrane

cytoplasmique et la paroi cellulaire des micro-organismes par la libération continue d’Ag* [357].

Les enzymes respiratoires sont donc rendues inactives par I’Ag™ dés son entrée dans la
cellule, ce qui favorise la production des especes réactives de 1’oxygene (ERO). La surabondance
des especes réactives de 1’oxygeéne (ERO) a le potentiel d’endommager I’ADN et de dénaturer les

protéines biologiques. En outre, les ions Ag™ libres peuvent déstabiliser les ribosomes dans le noyau

[ g1 L
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cytoplasmique et inhiber la synthése des protéines. Cela peut conduire a ’altération de la structure

intracellulaire et des processus métaboliques, entrainant finalement la mort des micro-organismes

[358,359].
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Figure 111.14: Mécanisme de I’activité antimicrobienne des AgNPs biosynthétisés [226]

Au vu des résultats, il apparait que I’AGFPG présente une activité antioxydante

significative contre le DPPH proportionnelle & la concentration. Lorsque les concentrations en

AGFPG passent de 0.1 mg/ml a 1 mg/ml, les activités de piégeage des radicaux DPPH de méme

augmentent de 2 % a 70 % respectivement (Figure 111.15). A une concentration de 1 mg/ml, les

activités de piégeage maximal de I’AGFPG et de I’acide ascorbique sont de 70 % et 76.6 %, avec

des valeurs de I’ICsg de 0.59 mg/ml et 0.19 mg/ml, respectivement. Selon I’étude menée par Shang

et al. (2018) sur les polysaccharides extraits d’Astragalus cicer L. (Fabaceae), la valeur d’activité

de piégeage des radicaux libres DPPH été de 75.30 %, a une concentration de 1 mg/ml de

polysaccharides [360].
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Figure 111.15: Activité de piégeage de radical libre DPPH par I’AGFPG ou I’acide ascorbique

Pour I’activité de piégeage de radicaux libres DPPH par les AgNPs biosynthétisés par
I’ AGFPG a une concentration de 0.1 mg/ml, les AgNPs biosynthétisés ont une activité de piégeage
maximale de 90.61% tandis que I’acide ascorbique a une activité de piégeage maximale de 96%.
Dans une étude sur les AgNPs biosynthétisés par un extrait aqueux de feuilles d’Ocimum
americanum (Lamiaceae), un résultat inférieur de 75.91 % a été observé a la méme concentration
(0.1 mg/ml) [361]. Aucune action de réduction des radicaux libres DPPH n’a été observée avec les

AgNPs biosynthétisés par I’AGFPG a des concentrations de 0.02 mg/ml et 0.01 mg/ml.
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Figure 111.16: Activité de piégeage de radical libre DPPH par des AgNPs ou de I’acide

ascorbique
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Au vu de la figure II1.17, a mesure que la concentration d’AGFPG augmente de 0.2 mg/ml
a1 mg/ml, son activité de piégeage augmente de maniére proportionnelle, passant de 4.3% a 66 %.
L’acide ascorbique a une activité de 89 % a une concentration de 1 mg/ml nettement supérieure a

celui de I’AGFPG a la méme concentration.

L’ICsp de I’AGFPG et de I’acide ascorbique est de 0.76 mg/ml et 0.56 mg/ml,
respectivement. La valeur de I'ICsp de [Dactivit¢ de piégeage des radicaux ABTS d’un
galactomannane extrait de Sesbania cannabina était de 5.312 mg/ml [362]. Dans une étude menée

sur les polysaccharides de Caroube, la valeur de 1’ICso était de 0.15 mg/ml [363].
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Figure 111.17: Activité de piégeage de radical libre ABTS par I’AGFPG ou I’acide ascorbique

Le pouvoir réducteur ferrique des AgNPs augmente avec la concentration en AgNPs
(Figure 111.18). La capacité de réduction des AgNPs a une concentration de 0.1 mg/ml est de Azoo
= 0,061 nm. Dans une étude sur des AgNPs biosynthétisés par un extrait aqueux de Myrtus
communis L. (Myrtaceae) , le pouvoir réducteur était de Azoo = 0.0489 nm [364].
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Figure 111.18: Pouvoir réducteur ferrique par des AgNPs ou de 1’acide ascorbique

Les résultats des tests de DPPH, d’ABTS et du pouvoir réducteur ferrique, suggérent que
I’AGFPG et les AgNPs biosynthétisés présentent des capacités antioxydantes appréciables. Il
existe une relation et une corrélation étroites entre la structure des polysaccharides et la capacité
antioxydante. Le poids moléculaire, la composition en monosaccharides, le type de liaison, le degré
de ramification et la conformation peuvent étre les facteurs déterminants de cette association
[300,365]. Les polysaccharides de faible poids moléculaire ont souvent une activité antioxydante
plus forte en raison de leurs terminaisons de groupe hydroxyle plus réductrices. Les
polysaccharides de poids moléculaire élevé limitent leur accessibilité et leur mobilité aux radicaux
[366,367].

Zhong et al. (2012) ont signalé que les polysaccharides contenant du rhamnose, du
galactose et du mannose présentaient une forte activité de piégeage des radicaux [368]. Dans une
étude sur un galactomannane extrait de Sesbania cannabina chinois, Li et al. (2020) notent que la
capacité de piégeage des radicaux libres peut étre due au galactose et au mannose, qui peuvent

donner des atomes d’hydrogéne aux radicaux [362].

Les polysaccharides contiennent des groupes hydroxyles (OH) essentiels a leur action

antioxydante. La capacité du polysaccharide a donner de I’hydrogéne est a I’origine de son activité
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antioxydante [369].

Pour Bedlovicova et al. (2020); Ahmed et al. (2019); Kanipandian et Thirumurugan (2014);
Shanmugasundaram et al. (2013) et Mittal et al. (2012), le mécanisme possible de ’activité
antioxydante des AgNPs produits par des méthodes biologiques est dd a leur capacité a donner des
électrons [288,370-373].

La capacité des AgNPs synthétisées par des méthodes biologiques a donner des protons aux
radicaux libres est due aux composés bioactifs présents dans I’extrait qui recouvre la surface des
AgNPs, ce qui explique leur activité antioxydante [361,364,373,374]. Sriranjani et al. (2016) et
Saravanakumar et al. (2015) ont suggéré qu’en plus de la présence de molécules de coiffage a la
surface des AgNPs, la petite taille et la dispersion sont des raisons de I’activité antioxydante des

AgNPs biosynthétisés [375,376].

Les résultats de I’activité anti-inflammatoire d’AGFPG et de diclofénac sont présentés sur
la figure I11.19. A une concentration de 1 mg/ml, I’activité inhibitrice de I’AGFPG est plus
importante que celle du diclofenac avec des valeurs de 60.6 % et 53 %, respectivement. A la méme
concentration, une valeur inférieure de 14.89 % a été trouvé dans une étude menée sur le

galactomannane extrait de graines d’Alhagi maurorum [315].

Au vu des résultats de I’étude ’extrait polysaccharidique AGFPG, identifie comme un
galactomannane, posséde une bonne activité inhibitrice sur la dénaturation de la BSA et que cette

inhibition est dépendante de la concentration.
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Figure 111.19: Activité anti-inflammatoire (% d’inhibition de la dénaturation du BSA), a) Extrait
polysaccharidiqgue AGFPG ; b)- Diclofénac

Selon Chandra et al. (2012), la dénaturation des protéines augmente la viscosité du milieu.
Le changement de la viscosité peut soutenir I’effet protecteur de dénaturation de la BSA [377].
L’analyse par RMN de la BSA a révélé que la voie biologique globale contient deux sites actifs
avec les acides aminés lysine, tyrosine et thréonine. Les molécules bioactives peuvent se lier a ces
sites, activant et régulant la transduction du signal [378,379]. L’effet peut étre attribué au fait que
les molécules bioactives se lient aux protéines plasmatiques, les protégeant ainsi des agressions
[380]. Pour Abbou et al. (2019), le mécanisme exact par lequel fonctionne I’inhibition de la

dénaturation des protéines n’est pas encore bien compris [381].
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La caractérisation et le potentiel biologique des polysaccharides issus d’Astragalus
gombiformis Pomel (Fabaceae), débutent par une macération a 1’eau chaude suivie d’une
précipitation éthanolique. Le rendement d’extraction de polysaccharides hydrosolubles des graines
(AGFPQ) est de 10.4 % (m/m). Les dosages colorimétriques de I’extrait AGFPG ont révélé des
teneurs en oses totaux (83.09 + 0.03 %), en protéines (8.39 + 0.01 %) et en composés phénoliques
(4.64 £ 0.003 %). Les faibles teneurs en protéines et en composés phénoliques et la teneur élevée
en oses totaux confirment que la méthode d’extraction était appropriée et efficace. Les résultats de
I’analyse par FTIR-ATR, CCM, HPLC et RMN de I’extrait polysaccharidique AGFPG indique que
c’est un galactomannane composé de -D-mannose (60.5 %) et d’a-D-galactose (39.95 %) avec un
rapport Man/Gal de 1.51. Le rapport Man/Gal est un facteur clé¢ pour différencier les
galactomannanes et leur solubilité dans I’eau. L’ AGFPG présente un rapport Man/Gal indiquant sa
grande solubilité et par conséquence la possibilité de son utilisation dans différentes applications

industrielles.

La biosynthese d’AgNPs par I’AGFPG se manifeste par un changement de coloration du
milieu réactionnel allant de 1’incolore a brun et avec un spectre UV-vis montrant un pic a 423 nm.
Le DRX diagramme des AgNPs biosynthétisés a révele leur nature cristalline avec une structure

cubique a faces centrées (FCC).

La micrographie d’AGFPG par MEB montre de grandes feuilles minces aux surfaces lisses
et de tailles variées, ainsi que des particules fragmentées adhérant les unes aux autres dans des
réseaux fortement interconnectés avec des pores. Cette morphologie offre de nombreuses
possibilités d’utilisation de I’AGFPG galactomannane dans de nombreuses applications
industrielles. Les images MEB révele la forme sphérique des AgNPs biosynthétisés. La présence
d’argent dans les AgNPs biosynthétisés est confirmée par la spectroscopie EDX et la présence de
pics d’oxygene et de carbone confirme le role de ’AGFPG en tant qu’agent stabilisateur et de
coiffage. Les valeurs des potentiels z&€ta de I’AGFPG et des AgNPs biosynthétisés sont de -12,4
mV et -48.6 mV respectivement. Ces valeurs montrent une tendance de I’AGFPG a s’agréger et la

stabilité remarquable des AgNPs biosynthétisés.

Les résultats ont montré que les AgNPs biosynthétisés possédaient une activité
antimicrobienne contre Candida albicans, 4 bactéries Gram négatives et 4 bactéries Gram

positives. En revanche, ’AGFPG n’a aucune activité antimicrobienne. L’AGFPG présente une
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activité antioxydante significative contre les radicaux libres DPPH et ABTS avec des valeurs d’1Csg
de 0.59 mg/ml et 0.76 mg/ml, respectivement. Les AgNPs biosynthétisés ont une activité¢ de
piégeage de radicaux libres DPPH de 90.61 %, et une capacité de réduction ferrique de A700 = 0,061
nm a une concentration de 0.1 mg/ml. Ces résultats des tests de DPPH, d’ABTS et du pouvoir
réducteur ferrique, suggerent que I’AGFPG et les AgNPs biosynthétisés présentent des capacités
antioxydantes appréciables. Au vu des résultats de I’étude d’activité anti-inflammatoire, I’AGFPG
présente une bonne activité inhibitrice sur la dénaturation de la BSA. Cette inhibition est dose

dépendante.

Dans la synthése biologique des AgNPs, I’AGFPG laisse apparaitre qu’il pouvait servir a
la fois comme agent réducteur pour réduire des ions d’argent et agent stabilisateur. Par conséquent,
il peut étre utilisé comme un agent réducteur naturel extrait de plante dans la synthese biologique

d’autres nanoparticules.

Les AgNPs biosynthétisés par I’AGFPG ont des activités antioxydantes et antimicrobienne
appréciables, ce qui en font des candidats prometteurs pour une utilisation en tant que nouveaux

agents antimicrobiens dans des applications pharmaceutiques, biomédicales et industrielles.

En perspectives, pour approfondir I’étude sur les polysaccharides extraits de graines
d’Astragalus gombiformis Pomel et les AgNPs de leur biosynthése, des études complémentaires

doivent €tre menées, notamment :

» Caractérisation rhéologique du galactomannane AGFPG et détermination de leur
poids moléculaire ;

» Evaluation de ’activité anti-hyperglycémiant de I’AGFPG ;

A\

Réalisation d’autre testes pour évaluer le potentiel anti-inflammatoire de I’AGFPG ;

» Evaluer le potentiel de I’AGFPG dans la synthése biologique d’autre
nanoparticules ;

» Tester les AgNPs biosynthétisés par I’AGFPG en tant que nouvel agent
antimicrobien contre les bactéries multirésistantes ;

» Evaluer le potentiel des AgNPs biosynthétisés par I’AGFPG pour d’autres activités

biologiques.
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Annexe 1 : Préparation des solutions et des réactifs pour les dosages colorimétriques

Solution Protocole de préparation

Extrait polysaccharidique Dans 100 ml de I’eau ultrapure, dissoudre 10 mg
AGFPG 0.01 % (échantillon) d’AGFPG en poudre

Etalons (Glucose, acide Dans 100 ml de I’eau distillée, dissoudre 10 mg

galacturonique, BSA et acide d’¢talon
gallique) 2 0.01 %
Phénol 5 % Dans 40 ml de I’eau distillée, dissoudre 2 g de phénol

) ) Dans 25 ml de I’eau distillée, dissoudre 0.15 g de
Résorcinol 0.6 % .
résorcinol

. Dans 100 ml d’acide sulfurique, dissoudre 4.576 g de
orax
tétraborate de sodium

Meéta-hydroxybiphényle (m-HBP) Dans 50 ml de NaOH 0.5 %, dissoudre 0.075 g de m-

0.15 % HBP
Dans 50 ml d’eau distillée, dissoudre 0.25 g de
NaOH 0.5 %
NaOH
Dans 50 ml d’éthanol a 95 %, dissoudre 100 mg de
o bleu de Coomassie. A ce mélange, ajouter 100 ml
Reéactif de Bradford ) ) , ,
d’acide phosphorique a 85 %. Diluer la solution
résultant jusqu’un volume de 1000 ml.
Carbonate de sodium (Na2COs) Dans 25 ml d’eau distillée, dissoudre 2.5 g de
10 % Na,COs

N.B: % =m/v =1 g/100 ml
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Annexe 2 a, b, ¢, d, e : Courbes étalons pour les dosages colorimétriques

Oses totaux

[*2)
=~

y=125.73x
R%=0.9962

©o o =
o 0 = N B

0.4

Absorbance a 490 nm
o
o

o

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
Glu %

O
~

Oses neutres
1.2

y.=103.16x
R?=0.9929

0.8
0.6
0.4
0.2

Absorbance a 480 nm

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
Glu %

C) Oses acides
1.2

y = 89.95x

0.8
R?=10.9826

0.6
0.4
0.2

Absorbance a 520 nm

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
A Gal %
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o
-

1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

Absorbance a 595 nm

D

)

0.045
0.04
0.035
0.03
0.025
0.02
0.015
0.01
0.005

Absorbance a 750 nm

Protéines

y =138.9x
R? = 0.9984

0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
BSA %

Composés phénoliques

y =3.926x
R?=0.9953

0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
Acide gallique %
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Annexe 3 : Déplacements chimiques *H et °C de I’extrait polysaccharidique AGFPG

Structure

H-1/C-1 H-2/C-2 H-3/C-3 H-4/C-4 H-5/C-5 H-6/C-6

a-D-Galp-
a 5.2/99.72  3.72/68.33 3.84/69.23 3.88/69.23 3.79/71.22 3.64/61.17

—4)-3-D-
4.94/100.09 4.04/69.77 3.7/72.66 3.72/76.68 3.45/74.94 3.79/60.4

Manp-(1—

—4,6)-3-D-
4.94/100.09 4.03/69.77 3.7/72.66 3.72/77.04 3.65/73.16 3.86/66.39

Manp-(1—
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Caractérisation et potentiel biologique des polysaccharides issus d’Astragalus gombiformis
Pomel (Fabaceae)

Résumeé

Le présent travail porte sur la caractérisation et potentiel biologique des polysaccharides
issus des graines d’Astragalus gombiformis Pomel (Fabaceae). Aprés 1’extraction de 1’extrait
polysaccharidique AGFPG avec un rendement de 10.4 % (m/m), la teneur en oses totaux est de
83.09 +0.03 %. La caractérisation de I’AGFPG par FTIR-ATR, CCM, HPLC et RMN indique que
c¢’est un galactomannane composé de f-D-mannose (60.5 %) et d’a-D-galactose (39.95 %) avec un
rapport Man/Gal de 1.51. La biosynthese des nanoparticules AgNPs se manifeste par un spectre
UV-vis a partir d’un pic a 423 nm. La caractérisation des AgNPs biosynthétisés par DRX, MEB-
EDX révele leur forme sphérique, leur nature cristalline avec une structure cubique a faces centrées
(FCC). L’AGFPG et les AgNPs biosynthétisés ont une valeur du potentiel zéta égale a -12.4 mV
et -48.6 mV, respectivement. Les AgNPs biosynthétises possédaient une activité antimicrobienne
contre Candida albicans, 4 bactéries Gram négatives et 4 bactéries Gram positives. En revanche,
I’AGFPG n’a aucune activité antimicrobienne. Selon les tests de DPPH, d’ABTS et du pouvoir
réducteur ferrique, ’AGFPG et les AgNPs biosynthétisés semblaient avoir des propriétés
antioxydantes remarquables. Le potentiel anti-inflammatoire de I’AGFPG a inhiber la dénaturation
de la BSA sous ’effet de la chaleur s’est avéré appréciable et demeure concentration dépendante.
Les AgNPs biosynthétisés par I’AGFPG possédent de propriétés notables antimicrobiennes et

antioxydantes.

Mots clés : Polysaccharides, Astragalus gombiformis Pomel, biosynthése, nanoparticules, AgNPs,

potentiel biologique.
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Characterization and biological potential of polysaccharides from Astragalus gombiformis
Pomel (Fabaceae)

Abstract

The present work focuses on the characterization and biological potential of
polysaccharides from the seeds of Astragalus gombiformis Pomel (Fabaceae). After the extraction
of the polysaccharide extract AGFPG with a yield of 10.4 % (w/w), the total carbohydrate content
was 83.09 + 0.03 %. The characterization of AGFPG by FTIR-ATR, TLC, HPLC and NMR
indicates that it is a galactomannan composed of -D-mannose (60.5 %) and a-D-galactose (39.95
%) with a Man/Gal ratio of 1.51. The biosynthesis of AgNPs nanoparticles is manifested by a UV-
vis spectrum from a peak at 423 nm. Characterization of biosynthesized AgNPs by XRD, SEM-
EDX revealed their spherical shape, crystalline nature with a face-centered cubic (FCC) structure.
AGFPG and biosynthesized AgNPs had a zeta potential value equal to -12.4 mV and -48.6 mV,
respectively. Biosynthesized AgNPs possessed antimicrobial activity against Candida albicans, 4
Gram-negative bacteria, and 4 Gram-positive bacteria. In contrast, AGFPG had no antimicrobial
activity. According to DPPH, ABTS, and Ferric reducing power tests, AGFPG and biosynthesized
AgNPs appeared to have remarkable antioxidant properties. The anti-inflammatory potential of
AGFPG to inhibit the denaturation of BSA under the effect of heat was found to be appreciable
and remained concentration-dependent. AgNPs biosynthesized by AGFPG possess notable

antimicrobial and antioxidant properties.

Keywords: Polysaccharides, Astragalus gombiformis Pomel, biosynthesis, nanoparticles, AgNPs,

biological potential.
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