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Résumé

L'objectif de notre étude est d'extraire et évaluer les activités biologiques des
polysaccharides des noyaux d'olive variété sigoise, apres avoir effectué I'analyse des fractions
polysaccharidiques alcalisolubles a 0.5M (PNOA 0.5) et a 4M (PNOA 4). Les rendements
massiques des extraits des polysaccharides sont de 7.34% pour PNOA 0.5 et 6.24% pour
PNOA 4. Les teneurs en oses totaux sont des 1.36% pour PNOA 0.5, et 1.42% pour PNOA 4.
Les oses neutres représentent pour PNOA 0.5 0.96% et pour PNDA 4: 1.11%. Les oses acides
0.40% pour PNOA 0.5 et 0.31% pour PNOA 4. Les protéines représentent faible teneurs se
situant entre 2.88% et 3.09%. . L'activité anticoagulante de fraction testées le temps de TCK
sont de 32.15s pour le PNOA 0.5, 31.51s pour PNOA 4.le suivie des tests d'activité
antioxydante pour les deux extraits sont 55.8% (PNOA 0.5),34.3%(PNOA 4)pour teste
DPPH, et 90.5 % (PNOAO0.5)et 92.09% (PNOA4) , pour teste FRAPP et 71.57%
(PNOAO0.5)59.35%(PNOA 4) pour teste B-caroténe. Tous les extraits (PNOA 0.5) et (PNOA
4) possédent un fort activité anti-inflammatoire, et faible pour activité anti-hémolytique .
Mais dernier activité anti-bactéries ne pas présenter dans les extraites.

Mots clés : Noyau d'olive, polysaccharides solubles dans les alcalis, activités

biologique.
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Abstract

This study aims to extract and evaluate the biological activities of the polysaccharides
of the olive pits of the Sigoise variety, after having carried out the analysis of the alkali-
soluble polysaccharide fractions at 0.5M (PNOA 0.5) and at 4M (PNOA 4). The mass yields
of the polysaccharide extracts are 7.34% for PNOA 0.5 and 6.24% for PNOA 4. The total
sugar contents are 1.36% for PNOA 0.5, and 1.42% for PNOA 4. The neutral sugars represent
for PNOA 0.5 0.96% and for PNDA 4: 1.11%. Acid monosaccharides 0.40% for PNOA 0.5
and 0.31% for PNOA 4. Proteins represent low levels ranging between 2.88% and 3.09%. .
The anticoagulant activity of fraction tested the time of TCK are 32.15s for PNOA 0.5, 31.51s
for PNOA 4.the followed by antioxidant activity tests for the two extracts are 55.8% (PNOA
0.5), 34.3% ( PNOA 4) for DPPH test, and 90.5% (PNOAO.5) and 92.09% (PNOAA4) for
FRAPP test and 71.57% (PNOAO.5) 59.35% (PNOA 4) for B-carotene test . All the extracts
(PNOA 0.5) and (PNOA 4) have strong anti-inflammatory activity, and weak anti-hemolytic
activity. But last anti-bacteria activity does not exhibit in extracted.

Key words: Olive pit, alkali-soluble polysaccharides, biological activities.
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Introduction

Dans le bassin méditerranéen, 1’olivier (Olea europea. L) constitue une essence
fruitiére principale, tant par le nombre de variétés cultivées que par I’importance sociale et
économique de sa culture et de son réle environnemental. (Gomes et al., 2012). ont indiqué
I’existence de plus 805 millions d’oliviers dans le monde entier dont 98% sont concentrés sur
le pourtour méditerranéen. En fait, le patrimoine génétique oléicole mondial est trés riche en
variétés. Il est constitué par plus de 2,600 variétés différentes (Muzzalupo et al., 2014).

En Algérie, I’olivier compte environ 32 millions d’arbres (Bensemmane., 2009 ;
Mendil., 2009). répartie sur une superficie d’environ 328.884 hectares (FAOSTAT., 2013).
soit 34,09% du verger arboricole national. L’oléiculture algérienne est située principalement
dans la partie nord du pays, ou la plupart des vergers (80%) sont situés dans des zones
montagneuses avec des sols pauvres.

Le patrimoine oléicole national est treés riche en cultivars. D’aprés (Chaouki et al.,
2006). il existerait plus de 150 cultivars d’oliviers plus ou moins cultivés. Ceci ne refléte pas
en réalité le nombre réel des cultivars locaux qui ne sont pas encore identifiés et caractérisés.

Selon des prospections récentes sur de nouveaux sites, le nombre de cultivars serait

encore plus élevé. En fait, le manque d'informations sur I’existence de beaucoup de cultivars
locaux dispersés, a travers tout le pays, et qui ne sont pas encore inventoriés ni caractérisés
(Communication personnelle 2014. Mme Abdessemed, CRBt). on est la raison principale.
En se basant sur les descripteurs morphologiques du conseil oléicole international, seulement
36 cultivars algériens ont été identifiés (Mendil et Sebai., 2006). Mais ceci reste insuffisant
vu la grande diversité de cette ressource dans notre pays. Ce manque d’informations suggere
la nécessité d’approfondir notre connaissance sur le patrimoine oléicole national pour mieux
le valoriser et le sauvegarder. L’organisation d’études systématiques selon des normes de
classification et des schémas descriptifs complets permettra de clarifier la gamme des
ressources génétiques oléicoles.

Les polysaccharides sont les macromolécules les plus abondants sur terre et dans les
océans. lls sont fortement utilisés dans I'industrie agroalimentaire et pharmaceutique
(EFSTATHIOU et al., 2012).

Ces macromolécules sont les éléments structuraux majeurs de la paroi des végétaux
(ex :cellulose, Carraghénanes, alginates). lls présentent une variabilité structurale et une
richesse de propriétés physico-chimiques, que l'on ne rencontre chez aucune autre classe
d'organismes (WARRAND., 2004).
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Le genre d’Astragale (famille de Fabaceae) contient de nombreux éléments actifs, tels
que des flavonoides, des glycosides triterpénes, des acides aminés et des traces de minéraux et
des polysaccharides (SAOUDO., 2007). Les méthodes d’extraction de ce dernier est un
processus important pour leur application dans les différents industries (agroalimentaires,
pharmaceutiques ...etc).

De nombreuses études ont montré I'effet des conditions d'extraction sur le rendement
des polysaccharides extraits (RENJIE., 2008).

L'intéresse a I'extraction et la caractérisation des polysaccharides des noyaux des olives
dans un premier temps et I'évaluation de leurs activités biologiques, le travail est structuré
autour de trois chapitres. Le premier est consacré une synthése bibliographique, rappelant le
palmier I’olivier et généralités sur sigoise, avec des généralités sur les polysaccharides et leur
intérét et leur réle. Dans un second chapitre, la méthodologie suivie pour I'extraction, la
caractérisation et [I'évaluation quelques activités biologiques des polysaccharides
alcalisolubles des noyaux de olive de cultivars sigoise. Un troisiéme chapitre présente les

principaux résultats obtenus avec la discussion suivie par une conclusion.
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CHAPITRE | Partie Bibliographique

I. Généralités sur I’olivier (Olea europea L)
1.1 Origine et expansion
1.1.10rigine géographique

L’olivier a une origine trés ancienne. Son apparition et sa culture remonterait a la
prehistoire.

Selon Miner (1995), I’origine de I’olivier se trouve précisément dans les pays en
bordure du berceau des civilisations qu’est la méditerranée : Syrie, Egypte, Liban, Gréce ou
Rome et autres, bien que d’autres hypothéses soient admises mais celle de Decandolle est la
plus fréquemment retenue; qui désigne la Syrie et I’Iran comme lieux d’origine de I’olivier
(Loussert et Brousse., 1978). et I’expansion de sa culture est faite de I’Est vers I’Ouest de la
méditerranée grace aux Grecs et aux Romains lors de leur colonisation du bassin
méditerranéen ( Loussert et Brousse., 1978 ; Breton et al., 2006 ; Artaud., 2008).

Selon Camps (1974) in Camps-Farber (1974), en Afrique du Nord les analyses de
charbon et de pollen conservés dans certains gisements ibéro-maurusiens ou caspiens attestent
que l'oléastre existait dés le XII millénaire et certainement avant.

D’aprés le COI (1998), I'olivier a poursuivi son expansion au-dela de la Méditerranée
avec la découverte de I'Amérique en 1492. Au cours des periodes plus récentes, I'olivier se
trouve dans I'Afrique du Sud, I'Australie, le Japon ou la Chine (Cavailles., 1938).

En Algérie, la culture de I'olivier remonte a la plus haute antiquité. Nos paysans s'y
consacraient avec art durant plusieurs siecles (Alloum., 1974). L'olivier et ses produits
constituaient alors I'une des bases essentielles des activités économiques de nos populations
rurales.

L'huile d'olive faisait I'objet d'un commerce intense entre 1'Algérie et Rome, durant
I'époque romaine.

Depuis cette époque, ’histoire de I’olivier se confond avec I’histoire de 1’ Algérie et les
différentes invasions ont eu un impact certain sur la répartition géographique de I’olivier dont
nous avons hérité a I’indépendance du pays (Mendil et Sebai., 2006).

1.1.2. Origine génétique

L’origine génétique de I’olivier est jusqu’a présent imprécise, 1’oléastre a toujours été
considéré comme 1’ancétre de 1’olivier (Breton et al., 2006).

Une étude, par les marqueurs moléculaires, de la diversité genétique de I'olivier cultivé
et formes sauvages apparentées effectuée par Guillaume Besnard (1999), montre que la

sélection des variétés que l'on trouve aujourd'hui serait le résultat d'un isolement ancestral
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(dernieres glaciation) de 3 populations d'oliviers : Afrique du Sud, Asie et Bassin
Méditerranéen (Besnard., 2009).

Divers travaux ont suggéré que le croisement entre les formes cultivées et/ou les formes
sauvages est a I’origine des cultivars que nous avons hérités (Breton et al., 2006 ; Idrissi et
Ouzzani., 2003).

1.1.3. Classification et description botanique d’Olea europaea L

L'olivier appartient a la famille des oléacées. Son genre, Olea se compose de 33
espéces (Van der vossen et Mkamilo., 2007). L’olivier cultivé et 1’oléastre coexistent
aujourd’hui dans le bassin méditerranéen, L’oléastre (Olea europaea subsp. europaea
var.sylvestris) est la forme sauvage de 1’espéce (Olea europaea subsp. Europaea var. sativa)
(Breton et Bervillé., 2012). La classification botanique de 1’olivier, selon Ghedira (2008) est
la suivante:

Embranchement : Magnoliophyta.
Classe : Magnoliopsida.

Sous classe : Asteridae.

Ordre : Scrophulariales.

Famille : Oleaceae.

Genre: Olea L.

Espéces: Olea europea L.

1.1.4. Caractéristiques morphologiques
1.1.4.1. Les systémes racines

Le développement du systéme racinaire de 1’arbre dépend des caractéristiques

physicochimiques du sol, sa profondeur, sa texture et sa structure.

Le jeune plant issu de semi développe une racine pivotante. A I'état adulte, I'olivier
présente deux a trois racines pivotantes qui s'enfoncent profondément et de celles-ci, part un
systeme racinaire peu profond a développement latéral, qui donne naissance a des racines
secondaires et des radicelles pouvant explorer une surface de sol considérable. (Kasraoui.,
2010).

signalant qu’en Tunisie (Sfax) et a densité de 24m x24m(Yankovitch et Berthelot.,
1947). les racines des oliviers s’entrelacent (Loussert et Brousse., 1978). Le systéeme

radiculaire devient de moins en moins dense avec la profondeur (Kasraoui., 2010).
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1.1.4.2. Le systeme aérien
» Letronc

Selon Beck et Danks (1983) le tronc est jaunatre puis passe a la brune trés claire. Il est
trés dur, compacte, court, trapu (jusqu’a 2m de diametre), et port des branches assez grosses,

tortueuses, et lisse.
> Les feuilles

Persistantes, opposées, coriaces, ovales oblongues, a entiéres et un peu enroulés, portées
par un court pétiole ; elles sont vert grisatres, a vert sombre dessous blanchatres et a une seule
nervure dessous. (Figure 01)
tres souvent, elles contiennent des matiéres grasses, des cires, des chlorophylles , des acides
(gallique et malique), des gommes et des fibres végétales (Amouretti., 1985).

Figure 01: Feuilles de I'olivier cultivé (Breton et Bervillé., 2012)
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> Les fleurs

Les fleurs d’olivier sont groupées en inflorescence comportant un nombre de fleurs, variables
d’un cultivar a un autre de 10 a plus de 40 par grappe en moyenne (Figure 02). Les fleurs
individuelles peuvent étre hermaphrodites ou staminées (Loussert et Brousse. , 1978).

Figure 02: fleurs d'olivier (www.archaeo.com)

>Les fruits

La période de la mise a fruit s’étale d’octobre a novembre les fruits sont ovoides gros (1.5
a 2 cm),long temps verts (Figure 03), puis noirs a complete maturité, de forme variable

suivant les variétés a pulpes charnue huileuse (Rol et Jacamon., 1988).

Figure 03: fruits d'olivier (Breon et Berville., 2012)
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1.1.5. Cycle de developpement végétatif

Au cours de la vie d'un arbre, on peut distinguer quatre grandes périodes:
1. période de jeunesse;
2. période d'entrée en production;
3. période adulte;
4. période de sénescence.
La durée de chacune de ses périodes variera avec les conditions de cultures des arbres,
et selon des variétés. L'amelioration des techniques de production (taille, fertilisation,
irrigation) et I'amélioration du matériel végetal (sélection clonale) ont permis de modifier la

durée de chacune de ces périodes (Alcalca et al., 1992).

Le déroulement annuel du cycle végétatif de l'olivier est en étroite relation avec les
conditions climatiques de son aire d'adaptation caractérisé essentiellement par le climat
meéditerranéen (Villemur et al., 1976; Pal et al., 1983).

1.1.6. Oléiculture dans le monde

Au niveau international, les derniéres données publiées par le Conseil Oléicole
International (COIl) pour la campagne oléicole 2017-2018 montrent une augmentation
interannuelle de la production d'huile d'olive. Ainsi, selon les données présentées par les pays

en 2017, la production mondiale atteindrait 2,9 millions de tonnes (COI., 2018).

La production européenne s'affiche en téte avec I'Espagne, I'ltalie, la Grece et le
Portugal, dont la production atteindrait environ 1,8 million de tonnes. Le Maroc, I'Argentine,
la Jordanie, la Palestine, I'Algérie, la Tunisie et la Turquie enregistreraient quant a eux une
production de plus de 800 000 tonnes d'huile d'olive. Le principal importateur d'huile d'olive

reste les Etats-Unis, avec 37% du marché mondial, suivi de I'Union européenne avec 16%.

Compte tenu de la demande mondiale croissante en olives et ses dérivés, la filiére
oléicole a bénéficié d'une forte dynamique dans le cadre du plan de développement du secteur

agricole, en particulier depuis le lancement du Plan Maroc Vert (Figure 04) (COl., 2018).
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Figure 04: Carte représentant les principales régions de production d’olivier Olea europaea

dans le monde (COI., 2018)

I.1.7. La production de ’olivier en Algérie

Le potentiel oléicole est concentré dans les régions montagneuses et se répartit

principalement dans trois régions( Figure 05 ): le Centre nord, principalement Tizi-Ouzou,

Bouira et Bejaia avec 54,3 % de la surface totale, I’Est (Jijel, Guelma, Skikda, et Mila) avec

28,3 % et 1’Ouest qui occupe a peine 17% (Tlemcen, Sig et Mascara). La plupart des

oliveraies (80 %) est donc cultivée sur des terrains accidentés et marginaux, peu fertiles et

caractérisés par une pluviométrie moyenne comprise entre 400 et 900 mm/an. Le reste (20 %)

est situé dans les plaines occidentales ou la pluviométrie moyenne annuelle est de 300-400

mm. A noter que les olives des régions centre sont destinées a la production de I’huile, alors

que celles de 1’Ouest sont pour la conserverie (LABDAOUI D., 2017).

10



CHAPITRE I Partie Bibliographique
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Figure 05: Répartition de la culture de I'olivier en Algérie (ITAF., 2008)

I. 2. Olive
I. .2.1.Le fruit d’olive

Le fruit de I’olivier, I’olive, est une drupe charnue ayant une forme plus au moins ovale,
a peau lisse. Elle est constituée de 1’extérieur vers I’intérieur de trois parties (Figure 06 ) :

I’épicarpe, le mésocarpe et I’endocarpe (Fedeli., 1997).

. L’épicarpe

L’¢épicarpe, composé de 1’épiderme et de la cuticule, représente 1 a 3 % du poids du
fruit. Il est constitué en plus grande partie d’acides gras accompagnés d’alcools et de leurs
esters, des composés aromatiques et des chlorophylles. Sa couleur varie du vert au début de
maturation au vert a jaunatre, rose violacé, violet et noir a pleine maturité. Ces variations de
couleur sont liées a la composition en pigments dans le fruit (Cortesi et al., 2000a; Bianchi,
2003).

» |e mésocarpe

Le mésocarpe, dénommé également la pulpe, représente 70 a 80 % du poids du fruit. Il
renferme dans une matrice essentiellement protéique une solution aqueuse, dont les solutés
sont fondamentalement des sucres, accompagnés d’une série d’acides organiques, de phénols
simples et complexes, libres ou liés aux sucres, des composants d’ardomes liposolubles. Le

mésocarpe renferme la plus grande partie d’huile (96 a 98 %) qui se trouve sous forme libre

11
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dans des vacuoles et sous forme liée a I’intéricur du cytoplasme (Cortesi et al., 2000a;
Bianchi, 2003; El Antari et al., 2003a).

= L’endocarpe

Tres caractéristique de la variété, 1’endocarpe (noyau) représente 18 a 22 % du poids du
fruit (Figure 06). Il est composé de deux sous systeme : le premier constitué par la partie la
plus externe de la graine, le second constitué par la matrice protéique, contenant la

composante lipidique et la composante hydrophile (Cortesi et al., 2000a; Bianchi., 2003).

Pédencule

Epicarpe > Tégument

(peau)
Mésocarpe Endosperme
(pulpe) (amidon)
Endocarpe
(parei du noyau)
Embryon

Figure 06 :coupes schématiques d’un fruit d’olive (drupe) (Muzzalupo et Micali., 2015)

I. 2.2. Composition chimique de I’olive

Les principaux constituants de I’olive ( Tableau I) sont I’eau, les polysaccharides et les
triglycérides en plus d’autres constituants présents en petites quantités qui conférent a 1’huile
d’une part, une partie de ses qualités gustatives et nutritionnelles et d’autre part sa stabilité
oxydative. Cette composition est influencée par le cultivar, les conditions agronomiques et le
degré de maturité du fruit (Zarrouk et al., 1996; Gomez-Rico et al., 2008).

12
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Tableau I :Composition chimique de fruit d'olive (Laurent et Barnouin., 2000)

Constituants Teneurs (pour 100 g de matiére fraiche)
Eau 68 g (70 &4 75 %).
Lipides 20 g (17 & 30 %).
Glucides 10 g (12 %).
Protéines 19 (1%).
Acides organiques Trace.
Sels minéraux (mg)
-Sodium (Na) 128
-Fer (Fe) 2,9
-Calcium (Ca) 122
-Magnesium (Mg) 2
-Soufre (S) 27
-Manganése (Mn) 2
-Phosphore (P) 14
-Cuivre (Cu) 0,2
-Chlore (CI) 4
Vitamines (mg)
-Vitamine E 238 — 352
-Vitamine B1 0,54 -11
-Vitamine A 0,15-0,23

I. 2 .3. Lesvariétés locales les plus cultivées

-Chemlel: C’est la variété la plus dominante en Algérie, elle représente prés de 45% du
patrimoine oléicole nationale.

-Ségoise : C’est une variété auto-fertile, elle représente 20% du verger oléicole national.
Généralement, elle se localise a ’Ouest du pays allant de Oued Rhiou jusqu’a Tlemcen. C’est
une variété a deux fins.

-Azeradj et Bouchouk: Elles accompagnent généralement les peuplements de Chemlal

dont Azeradj améliore la pollinisation. Elles présentent un gros fruit destiné a la conserverie et
méme a la production d’huile.

-Limli: représente 8% du verger oléicole national, elle se rencontre dans la région

d’Oued Soummam.

-Rougette de Mitidja: C’est une variété a huile installée dans la plaine de Mitidja et

sur le piémont de 1’ Atlas, a faible altitude.

-Rougette de Guelma et blanquette de Guelma : Elles se trouvent en association dans la

région Est du pays. (Boukhari., 2014).

13
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I. 3 .Ségoise
I. 3.1.Lavariété Sigoise

Elle est répartie dans les grands bassins oléicoles de la région ouest occupant 25% du
verger oléicole. Cette derniere est d’origine de la plaine de Sig (Mascara), avec une double
aptitude (huile et olive de table), ces feuilles sont de forme elliptique- lancéolée de longueur
moyenne et le fruit prend une couleur noire a la maturation avec une forme ovoide de poids
moyen (Figure 07) (ITAF., 2012).

Figure 07 : Variété Ségoise (ITAF., 2012)

I. 3.2. Description de la variété Sigoise

L’olivier de la plaine de Sig désigné par la Sigoise olive de Tlemcen ou olive du tell
(Monts de Tlemcen) occupe 25% du verger oléicole algérien. Elle est dominante depuis Oued
Rhiou jusqu’a Tlemcen. Cette variété est utilisée principalement pour la production
d’excellente olive de conserve en vert ou en noir avec une production d’environ 50 Kg/arbre.
Elle est également appréciée pour la production d’huile dont le rendement est de 18 a 22%.
L’arbre a une hauteur moyenne, ce qui facilite la cueillette a la main. Le poids des fruits varie
de 4,5 a 5,5 g et rapport pulpe-noyau est de 6,44. La sigoise est une variété fertile en culture
soigne, tolérante aux eaux et moyennement résistante au froid et a la sécheresse (MENDIL et
SABALI., 2006).

14
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e Les caractéristiques du cultivar Sigoise sont récapitulées dans la figure suivante

Sigoise

" Caractéres

morphologiques

& 9 ARBRE
Vigueur :
Port :
Densité du feuillage :
Longueur des entre-noeuds :

® FEUILLE
Forme :
Longueur :
Largeur :

Courbure longitudinale du limbe :

® INFLORESCENCE
Longueur :
Nombre de fleurs :

® FRUIT
Poids :
Forme :
Symétrie :

Position du diameétre transversal maximal :

Sommet :

Base :

Mamelon :

Présence Lenticelles :
Dimension Lenticelle :

Début de la véraison :

Couleur en pleine maturation :

#°5 o ENDOCARPE
Poids :
Forme :
Symeétrie : A
Symétrie : B
Position du diameétre max :
Sommet :
Base :
Surface :

Nombre de sillons fibrovasculaires :
Distribution sillons fibrovasculaires :

Extrémité du sommet :

moyenne
dressé

moyenne
moyen

elliptique lancéolée
longue

moyenne

plan

moyenne
faible

faible

ovoide

legér asymétrique
centrale
pointu
tronquée
absent
nombreuses
petites
uniformément
noire

moyen
elliptique
asymétrique
symétrique
centrale
pointue
arrondie
lisse

moyen
uniforme
avec mucron

Figure 08 : Description morphologique de la variété Sigoise (ITAF., 2006)
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I. 4.Généralités sur les glucides

Les glucides, encore appelés sucres ou hydrates de carbone, représentent avec les
protéines, les lipides et les acides nucléiques, I’une des quatre grandes classes de constituant
de la matiére vivante .De tout temps ils ont fait I’objet de recherche actives, principalement en
raison de leur importance économiques et a cet égard, I’industrie des hauts glycopolyméres
comme 1’amidon, la cellulose, les gommes et les pectines s’est développée des les XIX
siécles. Mais, a ce cet intérét économique, s’est rapidement ajouté un intérét biologique du,
par exemple, au fait que le glucose et le glycogéne sont, pour I’homme, source d’énergie pour

le premier et réserves d’énergie pour le second (VERBERT et al., 1997 ).

Les glucides ou saccharides sont les molécules biologiques les plus abondantes. Leur
formule brute générale (CH20O)n leur a valu le nom d’hydrates de carbone ou carbohydrates
pour les anglo-saxons. Les unités de base des glucides sont appelés monosaccharides ou oses.
Ce sont des polyhydroxyaldéhydes ou des polyhydroxycétones contenant entre 3 et 7 atomes
de carbone. Les osides sont des polymeéres d’oses liés entre eux par des liaisons de type
Oglycosidique. Ces derniers sont classés en deux catégories en fonction de leur degré de
polymérisation (dp) : Les polysaccharides (polyholosides ou polyosides ou glycanes) dont le
dp est supérieur a 10 (CHOUANA., 2017).

Les glucides sont présents chez les procaryotes et eucaryotes et sont synthétisés par
gluconéogenese, ou photosynthése. Ils sont parfois liés de maniere covalente a des protéines
(glycoprotéines) ou des lipides (glycolipides) et jouent un rdle trés important dans leur
fonctionnalisation et/ou leur adressage. La diversité structurale et fonctionnelle des glucides
leur confére des propriétés physico-chimiques et biologiques extrémement variées
(CHOUANA., 2017).

I. 4.1 Généralités sur les polysaccharides

Les structures des polysaccharides sont majoritairement constituées d’hexoses et/ou de
pentoses liés les uns aux autres par des liaisons O-glycosidiques. Il est distingué les
homopolysaccharides constitués d’un seul type d’oses et les hétéropolysaccharides constitués
de plusieurs types d'oses (BENAOUN., 2017). Ces polymeéres peuvent étre linéaires ou
ramifiés, avec un poids moléculaire de dizaines de milliers voire de millions (YUE YUA et
al., 2018). Les polysaccharides peuvent étre obtenus a partir d'un certain nombre de sources, y

compris les algues, les plantes, les bactéries, les champignons, les insectes, les crustacés et les
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animaux. lls peuvent étre ajusteés structurellement grace au génie génétique (PRAJAPATI et
al., 2014).

Les polysaccharides peuvent étre classés sur la base de leur structure, leur solubilité,

leurs sources, leurs roles biologiques et leurs applications (CHOUANA., 2017).
I. 4.2. Les Polysaccharides

Les polysaccharides, également nommés glycanes, sont des polymeéres condenses
composés de longues chaines d'unités monosaccharidiques. Leur hydrolyse complete en
utilisant des acides ou des enzymes spécifiques, libére leurs monosaccharides ou
oligosaccharides constitutifs. Les polysaccharides peuvent étre linéaires (cellulose), substitués
(galactomannanes), ou ramifiés (gomme arabique). Les polysaccharides ramifiés peuvent
posseder différents degrés de ramification, c'est-a-dire peu branchés, avec des ramifications
régulierement ou irrégulierement espacées, courtes ou longues (Di Donato et al., 2015). Leurs
roles principaux dans l'organisme est de stocker de 1'énergie (tels que I’amidon ou le
glycogene) ou de fournir un soutien structurel (cellulose ou chitine). Enfin, certains poly- et
oligosaccharides peuvent étre impliqués dans des processus de communication cellulaire
(reconnaissance structurale, régulation de fonctions métaboliques, et mécanismes de défense).
Ils sont trés largement constitués d’hexoses et de pentoses. Le D-glucose est le
monosaccharide prédominant dans les polysaccharides bien que le D-fructose, et le D-lactose,
le D-xylose et le L-arabinose sont également présents. Certains dérivés de monosaccharides

peuvent également étre trouvés comme produits d'hydrolyse de polysaccharides naturels.

C’est le cas de la D-glucosamine, de la D-galactosamine, de I'acide D-glucuronique, de

I'acide N-acétyl-neuraminique et de I'acide N-acétyl-muramique.

Dans un échantillon de polysaccharide, toutes les molécules n’ont pas la méme masse
moléculaire et il existe une masse moléculaire moyenne représentative de la distribution des
masses moléculaires. Les polysaccharides sont des molécules de taille importante (100 a 500
nm) par rapport aux molécules organiques simples (quelques A a 10 nm) (Colonna et
Thibault., 1986). ce qui implique des masses moléculaires élevées, de 1’ordre de 106 g/mol.
Si l'on ajoute a cela leur capacité a établir de nombreuses interactions inter- et
intramoléculaires, les polysaccharides ont la capacité d’augmenter considérablement la
viscosite des solutions qui les contiennent par rapport a celle du solvant pur. lls sont

largement utilisés comme texturant dans de nombreuses applications biomédicales,
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pharmaceutiques, agroalimentaires et cosmetiques. Une large gamme de polysaccharides a

déja trouvé des applications dans la santé humaine. A titre d’exemple on peut citer le

chitosane (le seul polysaccharide connu présentant un caractere cationique), la cellulose, les

alginates, le dextrane, I'amidon, I'acide hyaluronique, I'héparine, le k-carrageenan, les pectines

et la gomme de guar (Persin et al., 2011). En effet, la plupart de ces biopolymeéres sont non

toxiques, biocompatibles, biodégradables et hydrosolubles a 1’exception de la plupart des

polysaccharides structurels tels que la chitine et la cellulose.

Les polysaccharides peuvent étre classés sur la base de leur structure, leur solubilité,

leurs sources, leurs roles biologiques et leurs applications.

Leurs propriétés biologiques et physico-chimiques (Tableau I1). seront fortement

dépendantes de leurs structures a savoir le(s) type(s) de monosaccharide(s) constitutif(s), la

présence de groupements non sucres chargés ou neutres et le type de liaisons glycosidiques.

Tableau 11 : Effets des composants des polysaccharides sur leurs propriétés
physicochimiques (Ramawat et Merillon., 2015)

Caractéristique Effet Propriétés résultantes Exemple
Oses neutres Neutralité Insolubilité Cellulose
: o - o Xanthane,
Oses acides Caractére anionique Solubilité, interactions ioniques )
Alginate
Pyruvate Caractere anionique Interactions ioniques Succinoglycane
L Diminue la capacité de ]
) ] Hydrophobicité, L ) ) Alginates,
Acetylation - gélification et les interactions
Solubilité o Gellane
ioniques
R ) - Xanthane,
Chaines latérales nombreux effets Solubilité
Gellane
Liaisons (1—3) . - Curdlane,
Rigidité Insolubilité
et/ou (1—4) Cellulose
Liaisons (1—2) N _ -
Flexibilité Solubilité, stabilité Dextranes

et/ou (1—6)
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I. 4.3. Classification des polysaccharides

Les polysaccharides peuvent étre classes selon leur origine ¢’est-a-dire animale, végétale

ou bactérienne, et selon leur structure. En fin selon leur nature soit de réserve ou de structure.
I. .4.3.1.Selon la structure

les polysaccharides peuvent étre divises en deux classes : les homopolysaccharides
contenant un seul type de monosaccharide (Tableau I1l) et les hétéropolysaccharides,
contenant deux ou plusieurs unités monosaccharidiques différentes. A titre d’exemple on peut

citer les galactomannanes constitués de galactose et de mannose (lzydorczyk et al., 2005).
I. 4.3.1. 1. Homopolysaccharides

Les homopolysaccharides (Homoglycanes) résultant de la condensation d’un grand
nombre de molécules d’un ose (Bruneton., 2009).Elles peuvent étre classées en fonction de la
nature de leur unité monosaccharides. Par exemple, les glucans sont des polymeéres de glucose

et galactanes sont des polymeres de galactan (Voet et al., 1998).

Tableau 111 : Principaux homopolysaccharides naturels (Ramawat et Merillon., 2015)
Unité de repetition
Type _ Liaison Glycosidique
Polysaccharide .
/Monosaccharide
Amylose a-(1—4)-Glc
Cellulose B-(1—4)-Glc
Xylane B-(1—4)-Xyl
o Inuline B-(2—1)-Fru
Linaire Levane B-(2—6)-Fru
Laminarine p-(1—3)-Glc
Chitine B-(1—4)-Glc-N-Ac
B-Glucane B-(1—4, 1-3)-Glc
Curdlane p-(1—3)-Glc
Amylopectine a-(1—4, 1—6)-Glc
Dextrane a-(1-2, 153, 154, 1-6)-Glc
Levane a-(2—1, 2—6)-Fru
Pullulane a-(1—6)-maltotriose
o Scleroglucane a-(1—3, 1—6)-Glc
Ramifié >
Lentinane B-(1—3,1-6)-Glc
Grifolane B-(1—3, 1—6)-Glc
Schizophyllane B-(1—3, 1—6)-Glc
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Les polysaccharides différent les uns des autres dans leurs unités monosaccharidiques
répétées (Tableau 1V), la longueur de leurs chaines et le degré de ramification. A I'exception
des polysaccharides cycliques connus sous le nom de cyclodextrines, leurs chaines ont une
extrémité non réductrice et une extrémité réductrice. La formule générale des polysaccharides
est Cx(H20)n, ou x est habituellement un nombre entre 200 et 2500 (Zong et al., 2012).
Considérant que les motifs répetitifs dans le squelette du polymére sont souvent des
monosaccharides a six atomes de carbone, la formule générale peut également étre
représentée par (C6H1005)n ou 40<n<3000 (Zong et al., 2012).

Tableau IV: Rdle biologiques de quelques homopolyosides (Guilloton et al., 2013)

Homopolysaccharides S
Unité osidique et L )
Nombred’u nités Réle biologique

enchainement

Réserve de carbone

1-4)-0-Glc unités environ avec etd’énergie chez
Amidon des ramifications (1-6)-o-Glc >10000 lesvégétaux
toutes les trente. (composantde
I’amidon).

Polysaccharides
destructure
desvégeétaux ;
Cellulose (1-4)-B-Glc >10000 )

présentchez les
tuniciers(invertébré

marins).

Réserve de carbone
(1-4)-0-Glc avec des etd’énergie chez
Glycogéne ramifications (1-6)-a-Glc >50000 lesanimaux

toutes les dix unités environ. leschampignons et
lesbactéries.

Constituant majeurede
I’exosquelette

(1-4)-B-GIcNAc >10000 desarthopodes et des

Chitine parois cellulaires

deschampignons

Polysaccharides de

Xylane (1-4)-B-Xyl (xylose). >10000 structure des algues
vertes
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I. 4.3.1.2. Héteropolysaccharides

Les hétéropolysaccharides comportent, comme leur nom I’indique, plusieurs types d’oses

et jouent un role important(Tableau V ) dans le tissu de soutien et la matrice extracellulaire

de I’organisme. Ils sont constituent de longues chaine d’oses.

Tableau V: Réle biologique de quelque hétéropolyosides (Guilloton et al., 2013).

Hétéropolysaccharide

Unité osidique et

Enchainement

Nombre

d’unités

Réle biologique

Acide hyaloronique

[-4)-B-GlcU-(1—4)-p-
GIcNAc-(1-]

>10000

Composant de la matrice

extracellulaire du tissu

conjonctif ; constituant du

cartilage

Inuline

Le 2—1)-B-Fru ; le

carbone 2 du fructose
terminal est uni a une
molécule de glucose a

par liaison diosidique

<100

Polysaccharides de
réserve des plantes a
rhizome (ex : dahlia, iris,

topinambour).

Pectin

(1—4)-0-GalU
partiellement estérifié
(méthyl) ; présence de
pentose et d’hexoses

(<10%).

<1000

Groupe hétérogene de

polysaccharides des

parois des cellules

végétale.

Héparine ,

(1—4)-a-Glnldo

Variable

Anticoagulan

Chondritine sulfaté

(1—4)-B-GalNAc-

+sulfate

>10000

Constituant de la matrice

extracellulaire

21




CHAPITRE | Partie Bibliographique

I. 4.3 .2. Selon les origines

. 4.3.2.1. Polysaccharides animaux

Hormis le glycogene et la chitine, les polysaccharides animaux appartiennent a la
famille des glycosaminoglycanes et sont issus des protéoglycanes (association GAG protéine

par une séquence saccharidique).

Ces polymeéres sont soit impliqués dans la structure des tissus conjonctifs (hyaluronanes,
dermatanes sulfate et chondroitines), soit dans des mecanismes de communications cellulaires

via leurs propriétés fonctionnelles (héparines et héparanes sulfate) (DELATTRE., 2005).
. 4.3.2.1.1. Glycogéne

Le glycogéne est un polysaccharide de réserve utilisé comme source de carbone et
d'énergie par les animaux et les bactéries. Egalement connue sous le nom "d'amidon
animal"(JEROME et al., 2004).

La structure chimique du Glycogéne est analogue a celle de 1’amylopectine (Figure 09),
mais sa masse moléculaire est généralement plus élevée, 1x106 daltons ou plus, correspond a
une molécule plus branchée (AUDIGIE et al., 2002).

Le glycogeéne s’accumule temporairement comme réserve énergétique dans les muscles
squelettiques et dans le foie (BLECHERBARDELETTI., 2014). Il trouve la structure
ramifiée du glycogene a partir d’une structure linéaire. Il fixé sur uprotéine. Des ramifications
apparaissent toutes les 4 a 10 résidus glucose fixées sur la chaine linéaire par des liaisons a
(1—6) (KAMOUN et al., 2003).
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Figure 09: structure du glycogéne (PAL et al., 2015)

I. 43.2.1.2.Héparine

L'héparine est un polysaccharide linéaire hautement sulfaté contenant principalement une
unité disaccharidique répétée (a-D-glucosamine en alternance avec de l'acide a-L-iduronique)
(Figurel0) (SOUSA et al., 2015). Il est retrouvé dans des grains de sécrétion de cellules

présentes a la surface vasculaire et abondante dans les poumons le foie et la peau (HENNEN.,

2006).

CH, 0505 CN,OSD, CH,0S03 co, CH;080,
-0 0 0 0
CO, CO, 0

H M H OH
HNSO, 0805 HNSO3 oM MNAC
GicN IdUA GicN IdUA GicN GicUA GlcNAC
sufatée sullatée sultatée sultatee

Figure 10: Structure de I'néparine (MALLEDAN., 2017)

23



CHAPITRE | Partie Bibliographique

I. 4.3.2.1.3. Kératane sulfate

Le kératane sulfate est présent dans le cartilage, la cornée et les disques base est la N-
acétyl-lactosamine sulfatée sur la position 6 de la N-acetyl-glucosamine (Figure 11)
(BEAMONT., 2015). Le kératane sulfate est le seul type qui ne porte pas un résidu acide tel
que l'acide glucuronique ou de I'acide iduronique fréguemment observés dans le chondroitine
sulfate (POMIN., 2015).

CH20H CH,OSO31
HO A O

OH NHCOCH3

Figure 11: Structure du Kératane sulfate (FRANCIS SUH et MATTHEW., 2000)
I. 4.3.2.2. Polysaccharides végétaux

Les polysaccharides se trouvent principalement dans des plantes et des algues qui
produisent plus de 90 % des polysaccharides totaux existant sur la terre. Sur la base de leur
role biologique, ils peuvent étre classés en polysaccharides structuraux, polysaccharides de

réserves d’énergie et en exsudats et mucilages (DI DONATO et al., 2015).

I. 4.3.2.3. Polysaccharides structuraux

Il est indiqué la cellulose, les hémicelluloses et les pectines.
I. 4.3.2.3.A. Cellulose

La cellulose est un polymere linéaire et trés ordonné, avec un poids moléculaire élevé de
106Da ou plus. Elle contient de résidus de D-glucose unis par des liaisons B (1—4) (Figure
12) (FLOCH et al., 2015). Elle est insoluble dans la plupart des solvants. Sa structure
cristalline en découlant des propriétés mécaniques de résistance, et un arrangement des
chaines de cellulose en fibrilles qui apporte également une grande flexibilité. L’ensemble de
ces propriétés physico-chimiques et mécaniques, en plus de sa grande abondance et
disponibilité, font de la cellulose I’'un des polysaccharides le plus étudié. Elle est un des

polysaccharides les plus exploité dans différents domaines tels que 1’agroalimentaire,
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I’industrie chimique, la pharmacie, les biocarburants et pour la production de matiéres

plastiques telles que la cellophane (CHOUANA., 2017).

OH

. ' Des unités de p-anhydroglucopyranose
Groupe terminal \ ‘

nonréducteur = ttecscecccccccccccecccceccccaa-

réducteur

o] HO E
10
A o EHZX/NT’H
n-3 [ OH\
i 0

.. > Groupe terminal

Figure 12: Structure de la cellulose ; n= degré de polymérisation (dp)

(Wondraczek et Heinze., 2015)

I. 4.3.2.3.B. Hémicelluloses

Sont des polysaccharides constitués d’acides uroniques comme 1’acide glucuronique et

d’oses neutres tels que le xylose, le mannose, 1’arabinose, le glucose et, le galactose. Ainsi, on

les retrouve sous forme d’homopolymeéres (mannanes, glucanes,

xylanes) ou

d’hétéropolymeéres (xyloglucanes, arabinoxylanes, glucuronoxylanes...) (DELATTRE.,

2005).

Les hémicelluloses présentent un haut degré de variabilité en fonction des espéces
végétales, du type de tissus et des stades de maturité (ADLER., 2014; MOINE., 2005).
Contrairement a la cellulose qui est un homopolysaccharide, les hémicelluloses sont des

hétéropolysaccharides. Les hémicelluloses fonctionnent comme matériel de soutien dans les

parois cellulaires. Ils sont facilement hydrolysés par les acides a leurs composants en

monomeres, composé de D-glucose, de D-mannose, de Dgalactose, est D-, de I'acide 4-O-

méthyl-D-glucuronique et de I'acide Dgalacturonique. En raison de leurs structures amorphes,

les hémicelluloses ont une réactivité plus elevée que celle de la cellulose (ASHTER., 2018).

I. 4.3.2.3.C. Pectines

Les pectines sont une famille de polysaccharides complexes et I'un des composants

majeurs des parois cellulaires primaires et cellulaires moyennes des plantes supérieures

(CHEN et al., 2019). Elle est principalement composée de trois types, dont

homogalacturonanes (HGA), rhamnogalacturonans | (RGI) et rhamnogalacturonans Il (RGII)
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(MUNGURE et al., 2018). Le squelette HG est composé de résidus d’acide galacturonique et
peut étre estéerifie, méthyle et / ou acétylé. Les résidus de rhamnose dans RG-I peuvent étre
substitués par des chaines latérales composées d'arabinose et de galactose (BROXTERMAN
et al., 2018). Les pectines sont largement utilisés en tant qu'agent épaississant, texturant,
émulsifiant, stabilisant et géelifiant dans les industries alimentaire, cosmétique et
pharmaceutique. Ils ont diverses activités biologiques telles que la cicatrisation, la réduction
de l'activite de la lipase, I'inhibition de la croissance des cellules cancéreuses humaines par la
stimulation de I’apoptose et la diminution du taux de cholestérol (Figure 13) (MELIH et al.,
2019).
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Figure 13: Structures des hémicelluloses et des pectines (Ramawat et Merillon., 2015)
I. 4.3.2.4.Polysaccharide de réserve
Il est noté I'amidon, les galactomannanes et les feuctanes.
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I. 4.3.2.4.A. Amidon
Il peut représenter jusqu'a 30ou 60 % du poids sec d'un tissu végétal. C’est la principale
réserve glucidique des végétaux et d'aliment glucidique le plus important pour I'nomme. Il est
abondant dans les graines et les tubercules mais aussi largement répondu dans beaucoup de
cellules végétales (AUDIGIE et al., 2002).
L'hydrolyse acide totale, relativement longue, ne fournit que du glucose; I'nydrolyse
enzymatique par une amylase conduit principalement au maltose. L'amidon est donc un
polyglucose riche en liaisons (1—4) (AUDIGIE et al., 2002).

Les granules d'amidon contiennent deux types de polyméres. L'amylose et
I'amylopectine , I'amylose est un polymeére non ramifié de glucose dont les résidus, entre 200
et 500 par chaine, sont associés par liaisons glucosidiques a(1—4). L'amylopectine posséde le

méme type de liaison mais présente, en plus, des ramification, liées en position 1—6 tous les

25 ou 30 résidus (JEROME et al., 2004).

L'amylopectine est une molécule fortement ramifiée de D-glucopyranosyl liés en a-
(1—4) et leurs branchements liés par a-(1—6) (Figure 14). L'amylopectine est I'une des plus
grandes molécules présente dans la nature, d'un poids moléculaire de I'ordre de 1.107a 1.109g.
mol-1. L’amidon est un excellent matériel pour les utilisations industrielles en raison de ses

propriétés non toxiques, renouvelables et biodégradables (L1U et al., 2015).

” ‘\/\ Amylose
/‘\~/\'- Ay bope time
Figure 14: Structures de I’amylose et de I’amylopectine (Dufresne., 2015)

27



CHAPITRE | Partie Bibliographique

I. 4.3.2 .4 B. Galactomannanes

Les galactomannanes sont des hétéropolysaccharides. 1ls sont principalement composes
de D-mannose comme chaines principales avec D-galactose comme groupes latéraux(Figure
15). Les propriétés physiochimiques des galactomannanes sont influencées par le rapport
entre le mannose et le galactose. Il est composeé d'une longue chaine polymeérique qui lui
permet de former une structure en forme de film dans I'eau (WANG et al., 2001). Les
galactomannanes ne sont pas toxiques dans la nature, ce qui le rend admissible a la
consommation humaine et a un usage intensif en application biomédicale (PRAJAPATI et
al., 2014 ; SHAHBUDDIN et al., 2013). en raison de ses propriétés diverses telles que son
poids moléculaire élevé, sa biocompatibilité, sa solubilité dans l'eau, son caractére non
ionique et ses propriétés gélifiantes a des concentrations plus faible. Ces polyméres sont
largement utilisés dans les industries alimentaire, pharmaceutique, biomédicale, cosmétique,
textile et papier (ALBUQUERQUE et al.2014 ; PINHEIRO et al., 2011).

CH,OH
HO O « (1-6) -0 - galactose
OH
O
OH (IZH B (1-4)-0- mannose
O
2 H
OH OH HO
O
! O O
CH,OH

Figure 15 :structure de galactomannane (GEETA et al.,2018)
I. 4.3.2.4.C. Fructanes

Les fructanes sont appelés aussi fructosanes. lls existent sous forme d'une large gamme
d'oligo et de polysaccharides chez de nombreuses espéces des bactéries, des champignons et
des plantes (CHANDRASHEKARA et VENKATESH., 2016). Les fructanes sont des
polyméres de fructose liés au résidu fructosyle ou glucosyle d’une molécule de saccharose.
Les résidus fructosyles sont liés entre eux par des liaisons O-glycosidiques en p-(2 — 1) ou en

B-(2 — 6) glycosidiques, consistant des unités D-fructofuranoses liées en B-(2 — 1) telles que
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I'inuline, des unités D-fructofuranoses liees en B-(2 — 6) telles que les lévanes, ou des
structures hautement ramifiées constituées a la fois des résidus D-fructofuranoses liées en f3-
(2—1) et B- (2—6) tels que les graminanes (Figure 16) (CHANDRASHEKARA et
VENKATESH., 2016).

a-lA( ll\'_"-‘ 1 -2 u-”"»-[)-l uf-{6->2 D-‘I--I)-I'IU/- e

—0— | o 1 - -
- HO
¢ MO |
L Om
O

Figure 16: structure d'un fructane (ZHANG et al.,2013)

I. 4.3.2.5.Gommes et mucilages

Les gommes et les mucilages, substances entre les quelles il n’y a pas de différence
chimique précise, ont la propriété de gonfler au contact de 1’eau et de former des masses
gélatineuses ou des solutions colloidales visqueuses. Les gommes sont fréquent chez les
Rosaceae et les Fabaceae (gomme arabique, gomme adragante...), tandis que les mucilages
sont obtenus principalement apartir des graines ou d'autres parties des plantes. Certains sont
obtenus a partir d'algues, et a partir de microorganismes sélectionnés (GUIGNARD., 2000;
HASSAN et al., 2015).

I. 5. Activités biologiques des polysaccharides

Des rapports récents ont révélé que les activités biologiques des polysaccharides sont
étroitement liées a leur conformation en chaine et leur structure, et compris la composition
chimique, le poids moléculaire, et le degré de ramification. L’élucidation de la structure et la
conformation est nécessaire afin de mieux comprendre les fonctions biologiques des
polysaccharides (FEDAIL et al., 2016 ; HE et al., 2017).
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I. .5.1. Activité immunomodulatrice

L’immunomodulation est définit comme I'action des substances qui peuvent stimuler,
supprimer ou moduler les composantes de systtme immunitaire inné ou adaptatif, afin de
prévenir ou de traiter les malades (ZHAO et al., 2018). Les polysaccharides
immunomodulateurs sont capables de stimuler simultanément les différentes composantes de
systeme immunitaire. Ce qui leur confére différentes propriétés thérapeutique, notamment des
propriétés anti-tumorales et anti-inflammatoires (SANCHEZ., 2006). Au cours des dernieres
années, les activités immunomodulatrices de polysaccharides dérivés de plantes ont suscité
une attention croissante (NIE et al., 2018). Un polysaccharide isolé a partir de la paroi du
corps de Sipunculus nudus L, active les macrophages. Il a une activité immunostimulante
puissante. Sa composition en monosaccharides est déterminée avec 28% de rhamnose, 16%
de fucose et 56% du galactose. Sa masse moléculaire est de 350 k Da (ZHANG et DAI.,
2011).

I. 5.2. Activité anti-inflammatoire

L'inflammation est la réponse défensive vitale déclenchée par le systeme immunitaire
(XUE et al., 2018). contre diverses agressions qui peuvent étre d'origine physique, chimique,
biologique (réponse immunitaire) ou infectieuse (NDIAYE et al., 2006). Le processus
inflammatoire comprend I'activation des phagocytes conduisant a la libération de médiateurs
chimiques tels que les prostaglandines, le facteur de nécrose tumorale et les interleukines
(SHEHATA et al., 2018). Les anti-inflammatoires sont classés parmi les agents qui inhibent
ou réduisent l'inflammation (SAHLAN et al., 2018). Selon des études, les anti-
inflammatoires peuvent étre divisés en deux types, a savoir les anti-inflammatoires stéroidiens
et les anti-inflammatoires non stéroidiens (DOMIATI et al., 2016 ; HAWKEY et
LANGMAN., 2003). Un effet anti-inflammatoire est observé in vivo chez les rats Wistar
males nourris avec les polysaccharides d’Astragalus constitué d’une chaine de type glucane et
de masse moléculaire de 3,6.104 Da vis-a-vis de la glomérulonéphrite induite par sérum
albumine bovine cationique (CBSA). Le C-BSA augmente les niveaux de toutes les cytokines
et réduit les concentrations de IL-2, IL-6 et de TNF-a dans le plasma. Pendant ce temps,
I'APS a diminué de facon significative la protéinurie et les changements morphologiques
induits par la C-BSA, ce qui indique que I'APS pourrait étre utilisé comme agent
thérapeutique pour la glomérulonéphrite. L’ APS a également montré des effets thérapeutiques
sur l'arthrite induite par adjuvant (AA) chez les rats Wistar males. IL a ainsi trouvé que le

traitement avec I’ APS peut réduire 1'accumulation cellulaire, le gonflement des articulations et
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les concentrations sériques de TNF-1 et IL-1 de maniere dépendante chez les rats atteints
d’arthrite induite par adjuvant (AA) (CHOUANA., 2017).L'activité anti-inflammatoire des
polysaccharides est principalement due a I'inhibition de I'expression des chimiokines et des
facteurs d'adhésion, ainsi qu'a l'activité d'enzymes clés dans le processus inflammatoire
(CHEN et al., 2016). Tous les fucoidans isolés ont montré une activité anti-inflammatoire, le
traitement avec des polysaccharides sulfatés de Cystoseira sedoides, Cystoseira compressa et
Cystoseira crinita (2 la dose de 50 mg/kg) a inhibé la formation de l'cedéme, 3h apres
I'administration de carraghénane qu’induit une inflammation. Les fucoidans pouvez avoir
inhibé la libération ou les actions des divers médiateurs chimiques tels que I'histamine, les
Kinines et les prostanoides connus pour induire une inflammation aigué induite par des agents
phlogistiques (HADJ AMMAR et al., 2015).

I. 5. 3. Activité antioxydante

De nombreux modeéles in vitro différents ont été introduits pour évaluer les activité
antioxydantes afin d'évaluer un antioxydant qui serait utile pour le systéme alimentaire et
biologique (Sanchez., 2002). Généralement, les méthodes de détermination des activités
antioxydantes peuvent étre classées en deux groupes principaux: les méthodes basées sur le
transfert d'atomes d'hydrogene (HAT) et les méthodes basées sur le transfert d'électrons
uniques (SET) en fonction de leurs mécanismes de réaction (Tan., 2015).

Les méthodes basées sur HAT mesurent généralement la capacité d'extinction des
radicaux libres par le don dhydrogene, c'est-a-dire la capacité d'absorption des radicaux
oxygene (ORAC), le paramétre antioxydant total de piégeage des radicaux (TRAP),
I'inhibition de I'oxydation induite des lipoprotéines de basse densité (LDL), le total essai de
capacité de piégeage des oxyradicaux, et ainsi de suite. D'autre part, les méthodes basées sur
SET détectent la capacité de transférer un électron pour réduire n'importe quel composé, y
compris les métaux, les carbonyles et les radicaux, et entrainent un changement de couleur
lorsque ce composé est réduit, comme la capacité antioxydante d'équivalence Trolox (TEAC)
dosage du pouvoir antioxydant réducteur d'ions ferriques (FRAP) et piégeage du radical 2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH). D'autres dosages, par exemple, le piégeage des radicaux
superoxydes, le piégeage du peroxyde d'hydrogene et la trempe a I'oxygene singulet, évaluent
la capacité de piégeage des oxydants. Récemment, les matériaux naturels se sont révélés étre
une source trés prometteuse d'antioxydants, car un large eéventail de constituants bioactifs qui

en sont deérives, tels que les flavonoides, les polyphénols, les stérols, les peptides
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(Sun., 2004). les polysaccharides et autres (Liu., 2011). ont été signalés comme possédant de
fortes capacités antioxydants. Le criblage de composes bioactifs a partir de matériaux naturels

sur la base des potentiels antioxydants est largement adopté a I'heure actuelle (Ray., 2013).

I. 5.4. Activité anticoagulante

Dans les thérapies anticoagulantes, héparine de synthése ou d'origine animale et de bas
poids moléculaire I'néparine sont les seuls sulfates de polysaccharides utilisés (Necas et
Bartosikova., 2013). Ces composants ont des effets indésirables, tels que la
thrombocytopénie, et, par consequent, des ressources alternatives pour les agents
anticoagulants sont actuellement recherchées. Polysaccharides d'algues ont été signalés
comme ayant une activité similaire a I'néparine (Faggio et al., 2015).Dans cette étude,
I'utilisation potentielle de polysaccharides bruts d'noyau d'olive comme molécules bioactives
a été évalué. A cet effet, nous avons testé in vitro l'activité anticoagulante de I'extrait d'noyau
d'olive variété ségoise, sur la valorisation du sang humain dosages du temps de prothrombine
(PT) et du temps de thromboplastine partielle activée (APTT). ), le temps de thrombine (TT).

I. 5.5. Activité antibactérienne

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

Beaucoup de groupes de recherches ont étudié I’activité antimicrobienne des extraits de
plantes médicinales, ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement contre les
bactéries (JURGEN et al., 2009).

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

médecine alternative, et la thérapie naturelle (HUANG et al., 2008).
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Le test d'activité antibactérienne a confirmé les effets inhibiteurs de cingq phtalides sur
Mycobacterium bovis et Mycobacterium tuberculosis, sans toutefois révéler de signification
différence entre les composés (GUZMAN et al., 2013). L'activité bactérienne des extraits et
des huiles essentielles des phtalides présents dans plantes Apiaceae variait principalement
I’espéce végétale, les parties soumises a 1’extraction et la technique de processus (PANNEK
et al., 2018). Aussi, les extraits de Pistacia atlantica Desf se sont caractérisées par un effet
antimicrobien sur la plupart des souches bactériennes (BENABDALLAH et al., 2015). Et les
Arabinogalactane préviennent des infections microbiennes et de la déshydratation
(PETERA., 2016).

Et concernant ’extrait d'Ulva armoricana avait une activité antibactérienne contre des
agents pathogeénes rencontrés dans les €levages. Cet extrait pourrait donc étre utilisé dans
l'alimentation des animaux d’élevage pour inhiber la croissance de certaines bactéries et
stimuler la réponse immunitaire pour augmenter la résistance des animaux aux infections et
réduire l'utilisation des antibiotiques (BERRI et al., 2015).
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La méthodologie de travail porte sur le principe d'étude, le matériel d'étude, I'extraction
d'extrait brut des polysaccarides hydrosolubles et alcali solubles, la détermination de leur
composition en protéines, en oses totaux, en oses neutres et les tests biologiques dont

I’activité antioxydant, et l'activité anti-inflammatoire. ...
Il. 1. Principe d'étude

Les polysaccharides sont une sorte de polymeres naturels, largement répandu chez les
animaux, les plantes et les micro-organismes, qui exerce diverses activités biologiques, tel que

antimorale, antivirale, antioxydant et immun régulatrice (CHEN et HUANG., 2018b).

Le présent travail vise a caractériser les polysaccharides issus des noyaux des olives de

cultivars sigoise et a rechercher leurs activités biologiques.
I1. 2. Matériel d’ étude
Le matériel d’étude est composé de matériel non biologique et de matériel biologique.

Il. 2.1 .Matériel non biologique

le type des appareils utilisés au cours de I’expérimentation sont indiqués dans la
figure(annexe) La nature, la masse molaire, la densité et la pureté des solvants et des réactifs

utilisés au cours de ce travail sont consignées dans le tableau (annexe).
Il. 2.2 . Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé est constitué des noyaux des olives de cultivars sigoise de
la région d'OUED SOUF.

Des souches bactériennes sont utilisées Il s’agit de Staphylococcus, et Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli.
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Photo 01:Noyaux des olives Photo 02:Poudre des noyaux des olives

I1. 3. Méthodologie de travail

Il. 3. 1. Extraction des polysaccharides hydrosolubles

Une quantit¢ de 15g de poudre de noyau d’olive est placée dans une cartouche de
soxhlet avec 300 ml d’éther de pétrole pendant 8h et 30 min comme temps d'immersion et 60
min comme temps de lavage L’opération est répétée 12 fois (Besbes et al., 2004).Apres
délipidation, la poudre de noyau d’olive est séchée a I’air puis, on lui ajoute250 ml d’eau
distillée et I’ensemble est placé au bain Marie pendant 2ha 80°C (Hu et al., 2015). avec une
agitation constante. Apres la macération, on procéde a une centrifugation a 4000xg pendant
12mn et le surnageant est récupéré (Chen et al., 2015). Une deuxiéme extraction est faite
suivant le méme protocole puis les deux surnageants sont réunis. L’ajout 3 de volumes
d’éthanol a 96 % pendant 24h et a une température de 4°C pour la précipitation des
polysaccharides. Apres centrifugation a 4000xg pendant 12min, le culot est récupéré, lavé
trois fois par 1’acétone puis lyophilisé (Figure 17) (Zhao et al., Hu et al., 2015 ; Zhang et
al., 2015 ; Mei et al .,2015).
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Noyaux des olives(sechées et

broyées)
125"ml éther de pétrole ; 110 C°, 8h dans
4— b b
Surnageant Vv le soxhlet
Marc

vSéchageél T° ambiante

Résiduséché

-

Extraction par eau distillée chaude
80 ° C 2h (2 fois)
Culot (utilisé pour I’extraction
alcalisoluble ) vCentrifugation 4000 g/12min

Réuniondes surnageants

Centrifugation 4000 g/12min Précipitation des polysaccharides
Surnageant W (x3) isopropanol 95%, 24h , 4C°

Extrait brut de polysaccharide
hydrosoluble

U Lavage 3 fois a I’acétone
. 4 U Lyophilisation

Lyophilisat de polysaccharide
PNOH

Figure 17: Schéma des différentes étapes d’extraction des polysaccharides hydrosolubles a
partir de noyaux des olives (Besbes et al., 2004 ; Zhao et al., ; Ghazala et al., 2015 ; Chen
etal., 2015 ; Hu et al., 2015). modifié

I1. 3 .2. Extraction des polysaccharides alcalisolubles

L’extraction des polysaccharides alcalisolubles est réalisée par 1’ajout de 300ml de

solution de KOH (0,5et 4M) (Ding et al., 2014 ; Pinto et al., 2015) .au poudre des noyaux

37



CHABITER 11 Matériel et Méthodes

des olives utilisées préalablement, le mélange est mis dans un bain marie a 80°C pendant 2h.
Aprés une centrifugation a 4000g /12min (Chenet al.,2014). les surnageants sont récupérés et
neutralisés par ’HCI, Une quantité de 03volume d’éthanol est ajouté aux surnageants pour
obtenir deux fractions polysaccharidiques PNOA 0,5 et PNOA 4 (Ueno et al., 1982). les deux

extraits ont subi un lavage 03 fois par 1’acétone, puis ils sont lyophilisés (Figure 18) (Huang

et al.,2010).
L Marc }
KOH 0,5 M (2h; 80C®)
KOH 4M (2h; 80C°)
[ Centrifugation 12 min 4000xg }
Culot <«

Neutralisation par
I’HCI (0.5 , et M4)

Centrifugation (12min,

[ Précipitation par I’isopropanol }

v
Centrifugation (12min, 4000xg)
Culot PNOA 4 Culot PNOA 0.5
Lavage 3 fois par ’acétone v

Lyophilisats des
Polysaccharides alcalisolubles

Figure 18: Schéma des différentes étapes d’extraction des polysaccharides alcalisolubles (0.5
et 4 M) a partir de noyaux des olives (Ding et al., 2014 ; Pinto et al., 2015 ; Chen et al.,
2014 ; HUANG et al.,2010 ; Ueno et al., 1982 ;Huang et al., 2010) Modifié
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I1. 4 . Extraction des polysaccharides

11.4 .1. Rendement d’extraction

Les techniques d'extraction si elles permettent de purifier et de concentrer les molécules
extraites ne permettent pas d'en extraire la totalité, il faudra donc déterminer dans chaque
condition expérimentale le rendement d'extraction et tenir compte de ce rendement dans le

calcul des résultats d'analyse (Gazengel et Orecchiono., 2013).
Le rendement est calculé selon la formule suivante :

Poids des extraits bruts des polysaccharides (g)
R (%) = . ———— X 100
Poids total de la matiere végétale (g)

1. 4 .2. Dosage des composants des extraits bruts des polysaccharides
Pour le dosage, des solutions de 0,1% sont préparées a partir des échantillons

polysaccharidiques hydro et alcalisolubles. Pour le dosage des oses (totaux, neutres,)
une dilution de 1/10 est effectuée (0.01%), alors que les solutions de 0,1% sont utilisées pour
le dosage des protéines. Les différentes solutions sont congelées pour les dosages ultérieurs
(Dubois., 1956).

I1. 4. 2. 1 .Dosage des oses totaux
Il. 4.2 1.1 Principe

En milieu sulfurique a chaud, les oses totaux produisent des dérivés du furfural (dérivés
aldéhydiques du furane) qui se condensent avec le phénol pour donner un complexe de

couleur orange-jaune (Dubois., 1956).
1. 4.2 .1.2 . Mode opératoire

Un volume de200 pl de solution est mis dans des tubes a essai avec200 pl de phénol a
5% (5g de phénol sont dissout dans100ml d'eau distillée). Puis, 1 ml d’acide sulfurique est
ajouté rapidement et le mélange est agité immédiatement (Dubois et al., 1956). Les tubes sont
placés au bain Marie a 100°C pendant Smnpuis refroidis a 1’obscurité pendant 30min.
L'absorbance est mesurée a 492nm. Les teneurs sont déterminées en référence a une gamme

étalon de glucose (Brudieux., 2007).
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I1. 4.2.1.3. Préparation de la courbe d’étalonnage

Tableau VI: Préparation de la courbe d’étalonnage de glucose.

1. 4 .2.2.Dosage des oses neutres

1. 4 2.2.1. Principe

En milieu acide et a chaud, les oses neutres produisent des derivés du furfural qui se
condensent avec le résorcinol pour donner un complexe de couleur brun jaune (Dubois.,
1954).

Il. 4.2.2.2. Mode opératoire

Une solution de résorcinol a6 mg/ml est préparée par 1’eau distillée pour doser les oses
neutres. La solution est stable pendant un mois lorsqu’elle est conservée a 4 °C a I’abri de la

lumiere (Monsigny et al.,1988).

Dans des tubes a essai 200uldes solutions a doser sont mélangés avec200 pl de
résorcinol et Iml d’acide sulfurique, puis les tubes sont agités et chauffés dans un bain Marie
a 90°C pendant 30mn, ensuite ils sont refroidis dans un bain de glace et a 1’obscurité
pendant30 mn La densité optique des solutions est déterminée a 480 nm (Monsigny et
al.,1988).
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11.4.2.2.3. Préparation de la courbe d’étalonnage de glucose

Tableau VII : Préparation de la courbe d’étalonnage de glucose.

Il. 4.2.3. Dosage des protéines
1. 4.2.3.1. Méthode de Bradford (1976)
1. 4.2.3.2.Principe

Cette méthode est basée sur I'adsorption du colorant bleu de Coomassie G250. En
milieu acide, ce colorant s'adsorbe (fixation par des liaisons non covalentes) sur les protéines,
et forme un complexe coloré présentant un maximum d’absorption a 595nm. Le changement

de colorations se mesure facilement par spectrophotométrie (Gavrilovic et al., 1996).
1. 4.2.3 .3 . Préparation des réactifs

v Bleu de Coomassie :25 ml d’éthanol 95% est mis dans une éprouvette avec 50mg
du bleu de Coomassie (poudre) (ajouter petit a petit), une agitation de mélange pendent 2h et
Filtré avec un papier Whatman. L'addition de 50ml d'acide phosphorique de 85%, et fait la
dilution par I'eau distillée jusqu'a 500ml. Le stockage de mélange dans une bouteille ambre a
la température ambiante (Stable pendant 2 mois).

v La solution étalon est préparée par la dissolution de 0,01g de BSA dans 100ml

d’eau distillée.

Il. 4.2.3.4. Mode opératoire
200 pl des solutions a doser sont mélangés avec 2ml de la solution de bleu de
Coomassie, la lecture de la densité optique se fait dans un intervalle qui ne dépasse pas une

heure a une longueur d’onde de595 nm (Bradford., 1976).
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Il. 5. Activités biologiques des polysaccharides

I1. 5.1.Evaluation in vitro de I’activité anticoagulante

L’activité anticoagulante des polysaccharides issus des noyaux de datte est évaluée in
Vitro vis-a-vis de la voie endogene sur un pool des plasmas normaux déplaquettés et a I’aide

de test global chronométrique le temps du céphaline-kaolin activé (TCK).

Le pool plasmatique pauvre en plaquette est un mélange de plasmas de 10jeunes adultes
comme volontaires sains non traités, dont les TCK sont normaux et comparables. Le sang de
chaque volontaire est prélevé par ponction veineuse dans un tube en plastique sur une solution

anticoagulante de citrate de sodium a 3,2 % et a raison de 1 volume pour 9 volumes du sang.

Le sang est ensuite centrifugé pendant 10mn a 3000rpm pour obtenir un plasma pauvre
en plaquettes. Le plasma standard obtenu est conservé a basse température (- 10C°) jusqu’a
son utilisation (Athukorala et al., 2007).

II.5.1.1. Temps de céphaline kaolin activé (TCK)
II.5.1.1.1. Principe

Cet examen consiste a activer la voie intrinseque de la coagulation par différentes
substances : le Kaolin, ou plus souvent la silice micronisée ou I'acide ellagique. Dans ce test,

la céphaline est un phospholipide qui remplace les plaquettes.

Le TCK n'est donc pas modifié en cas de thrombopénie ou de thrombopathie. Chez
I'adulte, la valeur normale moyenne du TCK est de 30 a 34shabituellement. Un laboratoire

doit donc toujours rendre un temps témoin pour permettre I’interprétation du test.

Pour que le Temps de Céphaline Kaolin soit normal, il faut que les facteurs de
coagulation de la voie intrinseque soient normaux : facteur du systéme contact (facteur XII et
Xl, kininogéne de haut poids moléculaire, prékallicréine), complexe anti hémophilique
(facteur IX, facteur VIII), complexe de la prothrombinase (facteur X, facteur V) prothrombine
(facteur II), fibrinogeéne (facteur I) a I’exception des plaquettes (Athukorala et al., 2007). La

mesure du TCK est utilisée principalement pour la surveillance des traitements par I’héparine.

Le réactif BIO CK permet la recalcification du plasma en présence d’une quantité
standardisée de céphaline (substitut des plaquettes et d’un activateur du facteur XII(Kaolin).
Le kaolin présente le double avantage d'une lecture aisée et d'un temps de lecture plus court
(Athukorala et al.,2007).
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I1.5.1.1.2 . Mode opératoire

La procédure suivie dans la réalisation de ce test est celle pratiquée par
ATHUKORALA et ses collaborateurs avec modification. Une quantit¢ de 10ul d’extrait
polysaccharidique de 0,1% est ajoutée a 90ul de plasma normal. Le melange est incubé a
37°C pendant 10mn, puis on ajoute 100ul du réactif céphaline kaolin, on laisse le mélange
3min suivi d’une addition de100 ul de CaCl2 pour une recalcification du plasma Ainsi le
temps d’incubation est mesuré a 1’aide d’un coagulométre de type biomérieux, les résultats

sont exprimés par le temps de coagulation en seconde (Athukorala et al., 2007).
Il. 5.2. Activité antioxydant
Il. 5.2.1. Evaluation de pouvoir antioxydant

De nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de I’activité antioxydant des
extrais des plantes. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou décoloration
d’un réactif dans le milieu réactionnel Dans notre étude, nous avons utilisés différents tests
chimiques a savoir ; le test Ferric Reducing /Antioxydant Power assay (FRAP) qui permet de
mesurer le pouvoir de la réduction des ions de fer, et I’effet scavenger sur le radical

2,2diphényl1-1-picrylhydrazyl (DPPH).
I1. 5.2 .1 .1 . Effet scavenger du radical DPPH

Parmi les tests qui mesurent la capacité de balayage radicalaire, le test 2,2diphényl-1-
picrylhydrazyle DPPH (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). est I'un des plus anciens et le
plus utilisés. Il est rapide, sensible et économique (MUSA et al., 2016). Le test DPPH est
utilisées pour la détermination de l'activité antioxydant de extraits alimentaires et composés
simples (FADDA et al., 2014).

I1. 5.2.1.1.1.Principe

La méthode de piégeage du radical libre DPPH est largement utilisée pour évaluer le
pouvoir antioxydant des extraits végétaux. Les antioxydants réduisent le radical DPPH
(2,2diphényl-1-picrylhydrazyle) ayant une couleur violette en un composé jaun (2,2diphenyl-
1-picrylhydrazine) (Figurel9).

Dans cette technique, I'effet antioxydant peut étre facilement évalué en suivant la
diminution de Iabsorption de DPPH et la reéaction est contr6lée a 517 nm.
(BRANDWILLIAMS et al., 1995 ; MUSA et al., 2016 ; KRIMAT et al., 2017).
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Figure 19:la réduction de test DPPH (SIRIVIBULKOVIT et al., 2018)
I1.5.2 .1.1.2 . Mode opératoire
La solution de DPPHe est préparée par 1’ajout de25 mg de radical DPPHe dans

80ml de méthanol a 90%. Le volume est ajusté a 100ml. La solution est préparée a
I’avance, au moins 1a2 hcar la solubilisation est difficile, et elle ne se conserve pas plus de 4 a

5 jours a - 5°C et a I’obscurité (Afshari et al., 2015).

La solution mére de DPPH concentré est diluée dans le méthanol jusqu’a 1’obtention

d’une densité optique proche del a nm 515(Schaich et al., 2015).
- Les extraits a tester

Un volume de 100ul de la solution a tester a 0,1%est mélangé avec 3,9ml de la solution
du DPPH- dans des tubes a essai et a I’obscurité et a la température ambiante (POPOVICI et
al., 2009). Apres 30mnd’incubation a I’obscurité et a température ambiante, la densité optique

est lue a 517nm (Thaipong et al., 2006).
- Courbe d'étalonnage

Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard 1’ascorbate
ou vitamine C. C’est un antioxydant hydrosoluble majeur, réagit rapidement avec 1’anion
superoxy de et 1’oxygene singulet, ou encore avec le peroxyde d’hydrogeéne Elle est
indispensable par sa capacité a réduire d’autres antioxydants oxydés comme la vitamine E ou

les caroténoides (Pourrut,2008).

On mélange 100ul des extraits polysaccharidiques ou contréle positif avec 3,9 ml de

solution DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) puis agité vigoureusement.

Aprées I’incubation a 1’obscurité pendant min, la densité optique est mesurée a 515 nm.

Le methanol est utilisé comme un blanc (Afshari et al.,2015).
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- Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition (1%)

1%= [(Abs contrble — Abs test) / Abs contréle] x 100 (Schaich et al., 2015).
II. 5.2 .2 . Test de réduction du fer (FRAP : Ferric reducing antioxidant power)
I1.5.2.2.1. Principe

La réduction du fer des extraits de dattes a été déterminée selon la méthode de OYAIZU
(1986). La méthode est basée sur le changement de couleur de I'échantillon du vert au bleu
selon la puissance de réduction de chaque composé. La présence des réducteurs
(antioxydants) provoque la réduction du complexe Fe3+/ferricyanure (forme ferrique) en
forme ferreux. L'absorbance est mesurée a 700 nm (FERREIRA et al., 2007).

I1.5 .2 .2 .2 . Mode opératoire

Un (1) ml de I'extrait & différentes concentrations sont mélanges avec 2,5 ml de tampon
phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanure de potassium (1% dans l'eau). Le
mélange est incubé a 50 °C pendant 20 minutes. Ensuite, 2,5 ml d'acide trichloroacétique
(10%) sont ajoutés. Le mélange est centrifugé a 650 tpm pendant 10 minutes. 2,5 ml de
surnageant sont mélangés avec 2,5 ml d'eau distillée et 0,5 ml de chlorure de fer (0,1%).
Aprés 10 minutes d'incubation, I'absorbance est lue a 700 nm (OUCHEMOUKH et al.,
2012; NABAVI et al., 2012). L'acide ascorbique est utilisé comme étalon et les résultats sont

exprimés en mg d'équivalent d'acide ascorbique/100g d’olive (Figure 20).
IL. 5.2.3. Test de blanchissement du f-caroténe

Il. 5.2. 3.1. Principe
L’oxydation de I’acide linoléique génére des radicaux peroxydes, ces radicaux libres vont par la

suite oxyder le B-caroténe entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie par
spectrométrie a 470 nm. Cependant la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux
libres dérivés de 1’acide linoléique et donc prévenir 1’oxydation et le blanchissement du [3-caroténe.
Dans ce test la capacité antioxydant est déterminée en mesurant 1’inhibition de la dégradation
oxydative du B-caroténe (décoloration) par les produits d’oxydation de I’acide linoléique (Laguerre
et al., 2007).

45



CHABITER 11 Matériel et Méthodes

Il. 5.2.3.2. Mode opératoire

Une quantit¢ de 2 mg de B-caroténe est solubilisée dans 10 ml de chloroforme. On
préléve 1 ml de cette solution dans un bécher contenant préalablement 200 mg de Tween 40 et
20 mg d’acide linoléique. Aprés évaporation, un volume de 50 ml d’eau saturée en oxygene
est ajouté. Dans des tubes, 4ml de I’émulsion B-carotene/acide linoléique sont additionnée a
100 pl de la solution de I’extrait ou de I’antioxydant de synthése BHT a différentes
concentrations. Les tubes sont placés dans un bain marie a 50°C pendant 120 min. Ensuite,
I’absorbance de chaque extrait est mesurée a 470 nm a t = 120 min. Le control négatif est
constitu¢ par 100 ul d’éthanol au lieu de I’extrait ou de 1’antioxydant de synthése. Tous les
essais sont répéteés trois fois (Koleva et al., 2002).

L’absorbance est mesurée immédiatement a 470 nm ce qui correspond a t = 0 min contre le
blanc contenant 1’émulsion sans B-carotene seulement pour le contrdle négative.

L'activité antioxydant (%) des extraits est évaluée en termes de blanchiment de B-caroténe en
employant la formule suivante :

% = ((AA(120) — Ac (120) ) /(Ac(0) —A(120))) %100

AA (120): représente I’absorbance en présence de 1’extrait (antioxydants) a 120 min.

AC(0): représente 1’absorbance du contréle a 120 min.

AC(120) : représente I’absorbance du contr6le a 0 mi
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Figure 20 : Plan expérimental d’étude
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Il. 5.3 . Activité anti-inflammatoire

L'évaluation de l'activité anti-inflammatoire est réalisée en deux parties, soit in vitro et
in vivo.

Il. 5.3.1. Activité anti-inflammatoire in vitro

L'activité anti-inflammatoire in vitro d'extrait polysaccharidique.

Est effectuée selon la méthode d'inhibition de la dénaturation des protéines
(CHANDRA et al., 2012).

I1. 5.3.1.1. Principe

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

Thermique de protéine (CHANDRA et al., 2012).

Il. 5.3.1.2. Mode opératoire

L’inhibition de la dénaturation des protéines a été déterminée selon la méthode décrite
par Gunathilake (Gunathilake et al., 2018).

Le mélange réactionnel contient 2,5 ml du PBS (pH 6.4), 450 ul de solution de BSA 1%
et 50 pl de I’extrait a différentes concentrations (100, 250, 500 pg/ml). Aprés une incubation
de 15 min a température ambiante, le mélange est réincubé a 70 °C pendant 5 min. Apres
refroidissement a température ambiante, 1’absorbance a été¢ lue a 600 nm. Un blanc a été
préparé dans les mémes conditions et le diclofénac de sodium a été utilisé comme traitement
de référence.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé comme suit :
% d’inhibition = [(Ac - At) / Ac] x 100

Ac : absorbance du contr6le (blanc).

At : absorbance de I’échantillon (test).

1. 5.4.anti hémolytique

Il. 5.4. 1. Méthode de dosage

Selon Abirami et al 2014 ; Le sang est récupéré sur anticoagulant EDTA ensuit le tube
est centrifugé a 3000 tr/mn pendant 10 min. 1ml du culot ajoute a 1ml de H20 puits il est
centrifugé a 3000 tr/mn pendant 10 min 2 fois. 40ul de surnagent ajoute a 2ml d'extrait, et
laisser le mélange 05 min en 37° C aprés ajouter 40ul de solution peroxyde d’hydrogene
H202(30 mmol), 40ul de solution fecl3 (80 mmol), 20l solution acide ascorbique (50mmol),
le mélange place dans I'étuve a température 37°C, aprés incubation 60 min le mélange est
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centrifugé a 700 tr/mn pendant 10 min. La longueur d'onde du spectrophotometre est fixe a
540 nm cette opératoire répéte avec déférente concentration d’extrait Les résultats du test

d'’hémolyse sont exprimés en pourcentage d'inhibition de la lyse des globules rouge.
La pouvoir d'inhibition a été calculé a partir la relation suivante :
% Hémolyse = [Abs contrdle / Abs échantillon]* 100
Abs contrdle : Absorbance de milieu réactionnelle en absence de I'extrait.
Abs échantillon: Absorbance de milieu réactionnelle en présence de I'extrait.
IL. 5. 5. Activité antibactérienne
II. 5.5.1. Principe du test

Les bactéries en culture sont mises en présence d’un ou plusieurs antibiotiques Les
conséquences de la présence d’une molécule active sur le développement bactérien sont
directement observables via la formation d’halos d’inhibition autour du dépot de 1’échantillon
testé Ces halos indiquent la présence de molécules actives dans I’extrait étudié, parfois grace a
la présence d’une molécule antibiotique. Un antibiotique est une substance organique ayant
pour action spécifique de détruire (activité bactéricide) ou fortement inhiber la croissance de
micro-organismes (activité bactériostatique). Ces molécules sont soit d’origine naturelle
(spécifiquement élaborées par des microorganismes ou présentes dans des organismes
végétaux), soit synthétisées ou hémi synthétisées (la majorité des antibiotiques actuels)
(Pierre,2010).

I1.5 5.2 . Mode Opératoire

On utilise le Mueller—Hinton comme un milieu de culture des souches bactériennes.
(Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 27923, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 25853).

- Couler dans une bofte de Pétri un milieu de MH 3,8 %. Laisser sécher.

- Préparer une suspension bactérienne dans du tampon phosphate a une DO comprise

entre 0,10 et 0,12 (A= 600nm a partir d’une culture d’environ 24 h (en phase stationnaire).

- Inonder le milieu MH 3,8 % par la suspension bactérienne diluée (2-3 ml) et retirer
I'excédent. Laisser sécher 30 min (Pierre, 2010).
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- Placer les disques en papier de Wattman N° 3 dans lesquels seront inoculées les
différentes solutions: 30 pL de l'eau distillé (témoin négatif), a tester un échantillon de

concentration 1mg/ml Les diamétres des halos d’inhibition (mm) sont mesurés aprés 24h

d’incubation a37 °C (Krichen et al.,2014).
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Les principaux résultats obtenus des différents tests biologiques des extraits bruts de
polysaccharides alcalisolubles de la variété sigoise sont développés dans ce chapitre.
111.1.Contenu des noyaux d'olives en polysaccharides
I11.1.1.Rendement et caractéristiques des polysaccharides
Ce tableau montre les propriétés des extraits bruts de polysaccharides alcalisolubles et

lipides de la variété sigoise.

Tableau V111 : Caractéristiques des polysaccharides alcalisolubles et lipides de la variété
sigoise

2.13 1.81
Solide Solide Solide
/ Marron claire Marron foncé
/ Meéthanol Meéthanol
5.58 7.34 6.24

Le rendement total de la masse lipidique de noyaux d'Olive variété sigoise est de 5.58%. Ce
rendement lipidique est plus grand par apport des Gousses de Astragalus gombo (0.4%) et des
Bulbes de Cistancheviolacea (0.6%) Mais proche pour le Graines d'A Gombo (3.5%)
(MEHELLOU et al., 2016).

Les rendements massiques des extraits de polysaccharides par rapport a la matiére les
séche sont de 0.17%, dans la fraction PNOAO.5 (7.34%) cette résultat faible par rapport des
résultat de bulbes cistancheviolacea (14.1%) et plus éléve par rapport des résultat de gousses
Astragalusgombo (0.32%),et dans les fraction PNOA4 (6.24%) cette résultat éleve par rapport
des résultat de gousses Astragalus gombo (3.60%) et inferieur par rapportent des résultat
bulbes cistancheviolacea (8.40%) (MEHELLOU et al., 2016).

111.1.2. Composition des extraits bruts des polysaccharides
Apres la série de dosage colorimétriques, les concentrations d'oses totaux, d'oses neutres,

d'oses acides et des protéines sont évaluées (tableaux).
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Tableau IX: Contenu des extraits de polysaccharide alcalisolubles

La fraction de polysaccharides alcalisolubles douce a 0.5M KOH(PNOAO.5), il est
noté 1.36% d'oses totaux, 0.96 % d'oses neutres, 0.40% d'oses acides et 2.88% de protéines.
Pour la fraction de polysaccharides alcalisolubles forte a 4M KOH renferme 1.42% d'oses
totaux, 1.11 % d'oses neutres, 0.31% d'oses acides et 3.09% de protéines. Il est remarqué que
la fraction polysaccharidique alcalisolubles 0.5M et 4M présentent des pourcentages trés
faibles des d'oses neutres et d'oses acides et protéines.

Cette résultat est discutée par les facteurs et les parametres qui peuvent influencer sur
le taux des compositions brutes d’un extrait, a savoir la température d'extraction, la quantité
du solvant utilisé par rapport a la matiere premiere, le type de polysaccharide et la procédure
d'extraction comme la décoction et la macération (CHAKOU et al., 2017).

I11.3. Activités biologique

111.3.1.Activité anticoagulante

La figure (21) présente I’évaluation de la capacité anticoagulante des extraits
Polysaccharidiques des noyaux de d'olive variété sigoise comparée au contrdle positif

(héparine) avec le test de temps de céphaline activée (TCA).
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Figure 21 : Temps de céphaline activée (TCA) des deux extraits polysaccharidiques de
noyaux d'olive variété sigoise a une concentration d'On10ug/ul

Les temps de TCA notés pour les fractions testées sont de 32.15s (PNOAO.5), 31.51s
(PNOAA4) cette résulta proche pour les contrdle normale 31.5s et plus faible Pour les Héparine
600s. Alors, les fractions de polysaccharides bruts ne sont pas douées d'activités
anticoagulantes.
111.3.2. Activité Antioxydant

Dans notre étude trois tests différents ont utilisé pour déterminer le pouvoir antioxydant
de I'extrait brut des noyaux d'olive variété sigoise: le test de piégeage du radical DPPH, le test
de FRAP (Ferric Reducing Power) et le test de blanchissement du (3-caroténe.

111.3.2.1.Test du piégeage du radical libre DPPH

Les radicaux libres sont des substances qui ont des électrons non appariés dans leur
structure et se produisent largement dans la nature. En raison de leur instabilité, les radicaux
libres peuvent causer des probléemes de santé nocifs induisant des dommages aux cellules et
altérant I'ADN, les protéines et les membranes lipidique, ce qui peut entrainer plusieurs
maladies telles que le cancer, I'athérosclérose et le vieillissement (Figure 22) (HAN et al.,
2016).
Le modéle de piégeage du radical DPPH stable est une méthode largement utilisée pour
évaluer la capacité de piégeage des radicaux libres des composés naturels (HU et al.,
2013).En interagissant avec le DPPH, les antioxydants transférent soit un électron, soit un
atome d'hydrogéne vers le radical DPPH en neutralisant son caractére radicalaire (YIN et al.,
2010).
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Figure 22: Activité antioxydant des différentes fractions a la concentration 100 pg/ml par test
DPPH
La figure présente les résultats d'activité antioxydant des trois extraits. On remarque que

toutes les fractions ont un pouvoir d'inhibition des radicaux libres variables. Pour le DPPH,
les extraits ont des pouvoirs d'inhibition 55,8% pour l'extrait de polysaccharides
alcalisolubles de 0,5M, et 34,3% pour I'extrait de polysaccharides alcalisolubles de 4M.

Selon Lecheb (2008), les huiles des noyaux des dattes de variété Mech-Deglat a une
activité anti radicalaire (DPPH) et avec un taux d'inhibition de 93%, par contre cette activité
moins de 56 % pour les trois extraits bruts polysaccharidiques de noyaux des d'olive, et selon
Cao(2013), les extrait polysaccharidique de thé verte a une forte activité a cause de présence
de une quantité importante de protéines pour fixer les radicaux des DPPH, mais a nos extraits

il ya les proteines @ moyenne dose et varié entre 2.88 et 3.09%.

111.3.2.2. Test de réduction du fer (FRAP)

De maniére générale, dans le but d’évaluer le pouvoir antioxydant de composés naturels
tels que les polysaccharides, des mesures de pouvoir réducteur sont réalisées. Une molécule
antioxydant permet la réduction de l'ion Fe3+ issu du ferricyanide de potassium en ion
Fe2+.Par conséquent, en ajoutant du FeClI3, un complexe de couleur bleue spécifique est
produit (Figure 23) (PETERA., 2016).
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Figure 23: Activité antioxydant des différentes fractions a la concentration 100 pg/ml par
teste FRAP

La figure présente les résultats d'activité antioxydant FRAP des trois extraits ont trouvé
les valeurs de 92,09%, 90,5% pour les extraits PNOA 4, PNOA 0,5 respectivement. En
revanche, les résultats aux précédents rapports, GHANIA (2015) sur les polysaccharides de
noyau de datte cultivars ghars montre que les valeurs de FRAP sont 11,4% pour l'extrait
PNDA4 et 75,6% pour l'extrait PNDAO,5. En général, nous notons que les valeurs de notre
étude étaient plus élevées méme si elles étaient aux mémes concentrations.
111.3.2.3Test de blanchissement du f-caroténe

Dans le test de blanchissement du B-caroteéne, 1’oxydation de 1’acide linoléique génére
des radicaux libres due a I’abstraction d’un atome d’hydrogene a partir des groupes méthylene
de I’acide linoléique. Puis le radical libre va oxyder le béta caroténe hautement insaturé.la
présence d’un antioxydants dans 1’extrait permet de minimiser 1’oxydation du béta caroténe

par les hydro-peroxyde qui sont neutralisées (Figure 24) (Popovici et al., 2009).

La figure ci-dessous rapporte les valeurs moyennes de deux mesures d’AA %

(coefficient d’activité antioxydante) + SD calculés a partir de la formule:
% Activité antioxydante = (Abs contrdle - Abs échantillon / Abs contr6le ) x 100.

Ces valeurs facilitent des comparaisons de ’activité relatives des différents extraits, du

témoin positif (BHT).
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Figure 24:Activité antioxydante des différentes fractions a la concentration 100 pg/ml par
teste de blanchissement du B-carotene

D’apreés le figure, la présence ou I’absence de ’activité antioxydante d’un extrait
peut étre mise en évidence par un test simple et relativement rapide. Le potentiel antioxydant
est estimé par la taille et I'intensité de la couleur orange qui persistent autour des puits
contenant l'extrait de la noyaux d'olive. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la

concentration en substances antioxydantes des extraits déposés.

Les extraits ont manifesté des activités relativement élevées par rapport a celle

manifestée par 1’extrait de chloroforme, mais qui restent inférieures a celle du BHT.

L’aptitude des extraits bruts du noyaux d'olive sigoise a inhiber la peroxydation des
lipides a été évaluée par la technique de décoloration du pB-caroténe. En effet, toute substance
chimique qui retarde ou inhibe le blanchissement du -carotene peut étre considérée comme
antioxydant (Liyana Pathirana et al., 2006).

Pour se renseigner sur la puissance de nos extraits a ralentir la vitesse de 1’oxydation
des lipides, nous avons réalisé un suivi de la réaction de 1’oxydation de I’acide linoléique par

mesure de I’abaissement de 1’absorbance dans le temps.

Les résultats obtenus montrent que le BHT et les extraits testés inhibent d’une
maniere efficace I’oxydation couplée de 1’acide linoléique et du B-caroténe. En effet, I’extrait
PNOA 0,5 montre la plus grande activité inhibitrice (71,57 %), il est suivi par 1’extrait
PNOA4 (59,35%), mais cette activité reste significativement inférieure a celle du BHT (99,94
%) qui est utilisé comme témoin positif.
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Akrout et al (2011) ont étudié ’activité antioxydante de trois extraits: huile essentielle,
éthanol (50%), et extrait aqueux des plantes d’A campestris et Thymelaea hirsuta par
plusieurs méthodes dont celle de décoloration du B—caroténe. Ils ont trouvé pour l'extrait
éthanolique de la plante A. campestris une valeur de 34 %, celle-ci est relativement faible, elle
est deux fois plus inférieure a celle trouvée pour notre extrait PNOA 0,5. Cependant, cette
activité a été élevée pour l'extrait aqueux (88.7 %). De méme leur témoin positif BHT a
montré une valeur égale a celle de notre extrait PNOA 0,5, donc inférieure a la valeur que
nous avons trouvé (99,94 %).

En comparant les résultats des deux plantes, les extraits de notre noyaux d'olive
possedent une activité antioxydante supérieure a celle étudiée par Akrout et al (2011), ceci
s’explique par le fait que nos extraits contiennent des quantités supérieures en composés

antioxydants.

Selon [I'étude statistique, l'activités antioxydantes DPPH, FRAP et B- caroténe
présentent des corrélations positives avec les oses acides, les oses neutres , les protines et les
lipides. On peut ainsi dire que ces activités antioxydantes justifie la teneur ou la qualité des

oses et protines qui existent dans les noyaux d’olives variété sigoise.

Les autres parametres d'activité antioxydante - caroténe présentent une corrélation
positive avec D’activité anti hémolyse, ce qui signifie que cette activité résulterait des
antioxydants qui existent dans les extraits polysaccharidiques préparés a partir des noyaux
d’olives variété sigoise.

111.3.3. Activité anti-inflammatoire

L'inflammation est une réponse biologique complexe des tissus vasculaire
endommagés classée comme aigué ou chronique (PATRA et al.,, 2017). Les processus
inflammatoires et anti-inflammatoires impliquent de nombreuses molécules, dont la plupart
sont des protéines (SAJID et al., 2017). La dénaturation des protéines, avec la conséquence
de perte leur activité biologique, est une cause bien documentée de I'inflammation (TLILI et
al., 2019).
Pour évaluer l'activité anti-inflammatoire d'extrait polysaccharidique des variéte sigoise, il est
utilisé le teste de l'inhibition de la dénaturation des protéines a différentes concentration

(100,250,500ug /ml). Les résultats obtenus sont présents dans la figure (25).

58



CHABITER Il Résultats et discussion

99

98.5

98

97.5

97

96.5

POURSENTAGE D”INIBITION %

96

95
DICLOFINAC PNOAO.5 PNOA 4

Figure 25: Pourcentage d'inhibition de la dénaturation protéique des extraits
polysaccharides et du diclofénac de sodium sodium par teste anti-inflamatoire

La pouvoir d'inhibition de la dénaturation protéique de l'extraite polysaccharides des
variété sigoise est égal a celui du diclofénac de sodium dans les fraction PNOAQ.5 (96.32%)
et PNOA4 (98.52%) tres proches a la diclofénac (98.67%) dans concentration 1000 ug/ ml.
Cette résultat explique I'extrait polysaccharidique posséde une activité anti-inflammatoire
dans les fractions polysaccharides alcalisolubles PNOAO.5, PNOA4M.
Statistiquement 1’activité anti-inflammatoire a une corrélation positive avec les oses acides,

les oses neutres, les protines et les lipides.
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111.3.4. anti hemolytique
le test hémolyse en tant que ce test le plus simple et plus rapide pour ce but; Ou les
pourcentages d’hémolyse ont été déterminées par la formule d'Abirami et al (2014).
25
20
15

10

Pourcentage dinibition%

0 ]

acide ascorbique PNOA 0.5
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Figure 26: Histogramme comparatif d'taux hémolyse d'acide ascorbique et des

extraits testés en concentration 1mg/ml.

A partir les résultats de figure (6) on observe l'effet protecteur d'hémolyse est
different dans tous les extraits polysaccharides la solution d'acide ascorbique qui présente une
hémolyse (16%) puis les extraits PNOAO.5, (8%) puis les extraits PNOA4 (19.09%).

111.3.5. Activités antibactérienne
Les photos ces dessous présente les résultats des tests antibactériens de I'extraite

polysaccharides des noyau d'olive variété sigoise sur la croissance bactérienne.

PNOAO0.5

¢
£ )
S/

Photo 03: Effet de I'extrait
PNOAO.5, PNOA4 sur
la croissance de
Pseudomonase

aerugunosa

Photo 04: Effet de
I'extrait PNOAO.5,
PNOAA4 sur la croissance
de Escherichia coli

Photo 05: Effet de
I'extrait PNOAO.5,
PNOA4 sur la croissance

de staphylococcuse
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Dans cette résulta a comparé avec l'eau distillé (contréle négative) explique I'extrait des

polysaccharides ne pressente aucune activité sur les différentes bactéries.
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Conclusion

Conclusion

L'étude de la composition des extraits bruts alcalisolubles apres la lyophilisation,
donne des valeurs le rendement de Il'extrait lipidique obtenu 5.58 %, PNOAOQ0.5M 7.34%,
PNOA4M 6.24% et d'oses totaux 1.36% pour PNOAOQ.5M, 1.42% pour PNOA4M; sont des
oses neutres 0.96 % pour PNOAO.5M, 1.11% pour PNOA4M et 0.40% pour PNOAO.5M et
0.31% pour PNOA4M:; sont des oses acides. Les protéines comme un deuxiéme constituant
majeure des extraits brut des polysaccharides est a un taux inférieure de 4%.

L'activité anticoagulante est mesurée par le test de temps de céphaline activée (TCA)
est 32.15s pour le PNOAO0.5M, 31.51s pour le PNOA4M. Alors, les fractions de

polysaccharides bruts ne sont pas douées d'activités anticoagulantes.

L'activité antioxydant des trois extraits testés par les trois méthodes DPPH, FRAP, -
caroténe a une concentration de 100ug/ml montre un pouvoir antioxydant allant jusqu'a
92.09% pour I'extrait de PNOAA4 ( teste FRAP) et 71.57 % PNOAO.5 (teste de blanchiment f3-
caroténe).

Les résultats des tests antibactériens de I'extrait PNOAO0.5M, PNOA4M des

polysaccharides ne pressente aucune activité sur les différentes bactéries.

L'activité anti-inflammatoire des deux extraits testés par méthode de I'inhibition de la
dénaturation des protéines montre un pouvoir anti-inflammatoire allant jusqu'a 96.32%
(PNOAOQ.5M) et 98.52% (PNOA4M) dans concentration 1000 ug/ ml.

Le teste hémolyse 16% puis les extraits PNOAOQ.5M, 8% puis les extraits PNOA4M
19.09%.

Perspectives

Pour une meilleure rendement d'extraction des polysaccharides de noyaux d’olives, il
faut chercher les bonnes conditions d'extraction (la température, le temps d'extraction, les
solvants), et l'utilisation des techniques de haute performance aprés la purification des extraits
comme : infrarouge, La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse et chromatographie échangeuse d'anions, de haute performance pour milieu identifié
les molécules composantes nos extraits.

Aussi, on peut dappliqué des autres activités biologiques comme: I'activité

antitumorale, I'activité antifongique, I'activité antivirales...etc.
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Figure C: Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique pour le test de DPPH
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Figure E: Courbe d'étalonnage de teste anti-hémolytique
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Figure I: Courbe d'étalonnage de teste de blanchissement du B-carotene
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Photo A: Les appareils utilisés au cours de I'expérimentation
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Tableau A: Produits utilisés lors de I'expérimentation et leurs caractéristiques

Liquide / / / 95
Liquide C2HeO 46.07 96
Liquide CH40 32.04 / 99

- 0.790-
Liquide C3Hs0O2 58.08

0.792

Solide KOH 56.11 / 85
liquide CsHsO 94.11 90
Solide CsHsO2 110.11 / 99.5
liquide H2S04 98.07 / 98
Solide CeH1206 180.16 / |
Solide NaOH 40 / 97

Solide C45H44N3NaO7S2

Solide / /

liquide CHsCOOH 60.05 / 99.5
liquide CHCls 119.38 / 99
liquide CFsCOOH 114.02 1.49 99
Solide NaCl 58.44 / 100
Solide C18H12NsOs 394 / /
Liquide / /
Liquide / /
Liquide / /

Solide CesHsOs / 99
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Tableau B: Matrice de corrélation (R: rendement massique, Ot: oses totaux, On: oses
neutres, Oa: oses acides, TCA: test de céphaline activee, Ant Inf: Anti Inflamatoire
,DPPH: test 2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle, FRAP: test de Test de Ferric Reducing
Antioxydant Power, Pr: Proteine, BC: activité B-caroténe, AcH: activité anti Hémolyse

R oT ON Oa Pr | FRAP | Dpph Al‘lltlll TCK B.C AcH

R 0.000 .8770 | .8740 | .8670 | .8940 | .2140 | .1660 | .1470 | .8010 | .13500 | .9480
oT .8770 0.000 | .9980 | .9910 | .9850 | 0.089 | .0420 | .0230 | .6770 | .0100 | .8240

ON 0.874 | 0.998 | 0.000 | 0.994 | 0.982 | 0.086 | 0.039 | 0.020 | 0.674 0.007 | 0.821
Oa 0.867 | 0.991 | 0.994 | 0.000 | 0.974 | 0.079 | 0.032 | 0.013 | 0.667 0.000 | 0.813
Pr 0.894 | 0.985| 0.982 | 0.974 | 0.000 | 0.106 | 0.059 | 0.040 | 0.694 0.027 | 0.841
FRAP 0.214 | 0.089 | 0.086 | 0.079 | 0.106 | 0.000 | 0.954 | 0.935 | 0.414 0.923 | 0.267

DPPH 0.166 | 0.042 | 0.039 | 0.032 | 0.059 | 0.954 | 0.000 | 0.983 | 0.366 0.970 | 0.220

ANT INF 0.147 | 0.023 | 0.020 | 0.013 | 0.040 | 0.935 | 0.983 | 0.000 | 0.348 0.989 | 0.201
TCK 0.801 | 0.677 | 0.674 | 0.667 | 0.694 | 0.414 | 0.366 | 0.348 | 0.000 0.335 | 0.855
B.C 0.135 | 0.010 | 0.007 | 0.000 | 0.027 | 0.923 | 0.970 | 0.989 | 0.335 0.000 | 0.188
AcH 0.948 | 0.824 | 0.821 | 0.813 | 0.841 | 0.267 | 0.220 | 0.201 | 0.855 0.188 | 0.000

This isa di similarity matrix




