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Introduction générale

Introduction générale

Au cours de ces dernieres années, de nombreux pays a travers le monde ont recours
aux procédés de chimie verte et développement des ressources renouvelables pour la
réduction de [’usage des substances néfastes pour I’environnement. C’est ainsi que

I’utilisation des bio-polymeres et leurs dérivés s’accroit dans divers domaines.

Les polysaccharides naturels issus de différentes sources (plantes, animaux et
microorganismes) présentent de tres nombreuses activités biologiques immunodulatrices, anti-
inflammatoires et anti-tumorales (Yang and Zhang 2009). C’est pour cette raison qu’ils ont

beaucoup attiré 1’intérét des chercheurs en biochimie et pharmacologie.

Les polysaccharides aussi nommés « polyosides » ou « glucanes » sont des polymeres
d’hydrate de carbone constitués d’un enchainement de molécules dont les unités structurales
de bases sont des monomeres de sucre (Lee 2017). lls peuvent étre classés selon leurs
structures, leurs solubilités, leurs source et également leurs roles biologiques et applications
(Liu, Willfor et al. 2015).

Les polysaccharides issus des plantes étant les plus valorisés, sont comparativement
non toxiques et ne provoquent pas d’effets secondaires, ce qui est un probléme majeur associé
aux autres polysaccharides bactériens et composés synthétiques. lls sont des macromolécules
plus importantes en thérapeutique et pour la recherche d’activités biologiques qui est devenu

aujourd’hui un sujet prometteur pour les chercheurs (Wang, Jiang et al. 2013).

Cependant de nombreuses études montrent que les bio-activités de ces polysaccharides
végétaux sont affectées par leurs poids moléculaires, leurs caractéristiques et leurs structures
chimiques telles que la composition en monosaccharides et le type des liaisons osidiques. Ce
qui rend donc I’étape de la caractérisation structurelle et physique trés importante pour

élucider ces bio-activités (Wang, Xie et al. 2018).



Introduction générale

De ce fait, la présente étude portera sur ’extraction, la purification et la caractérisation
des polysaccharides végétaux en se basant sur une synthese bibliographique. Elle est

structurée en quatre principaux chapitres comme suit :

Le premier chapitre consiste en revue générale sur les polysaccharides végétaux. Leur

définition et les différentes classifications.

Le deuxieéme chapitre portera sur les différentes méthodes d’extraction des

polysaccharides végétaux.

Le troisieme chapitre étudiera les méthodes de purification des extraits

polysaccharidiques végétaux.

Et enfin dans le quatrieme chapitre on distinguera les différentes caractérisations des
polysaccharides végétaux. La caractérisation structurale (composition en monosaccharides et
analyse de liaisons glycosidiques), physico-chimique (poids moléculaire, propriétés
rhéologiques) et de propriétés biologiques (activité antioxydante, anti-inflammatoire,

anticancéreuse et prebiotique).
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Les polysaccharides vegetaux




Chapitre | Généralités sur les polysaccharides végétaux

I. Les polysaccharides végétaux

Les polysaccharides (PS) végetaux sont définis comme des biopolymeéres de haut poids
moléculaire provenant principalement des plantes et d’algues, sont des langues chaines
d’unités mono-saccharidiques liées entre elles par des liaisons glycosidiques. Ces chaines

peuvent étre linéaires (cellulose) ou ramifiés (gomme arabique).

I.1. Classification
I.1.1.Classification structurale
D’aprés Naseri-Nosar and Ziora (2018), les PS notamment ceux issus des végetaux sont

classés selon leur composition en monosaccharides en deux grandes classes :

A. Les homo-polysaccharides

Constitués d’un seul type de monosaccharides. Ils portent souvent le nom de I’unité
osidique qu’ils contiennent, par exemple les glucanes polymeres de glucose, les mannanes
polymeres de mannose. Ces homo-polysaccharides peuvent étre soit linéaires exemple de

cellulose et amylose, ou ramifiés comme I’amylopectine (Yang, Li, Li, Sun, & Guo, 2020).

B. Les hétéro-polysaccharides ou hétéroglucanes
Constitués de deux ou plusieurs monosaccharides différents avec divers types de

liaisons glycosidiques.

1.1.2. Selon le r6le biologique
D’aprés Soukoulis, Gaiani, and Hoffmann (2018), les PS végétaux, sont classés en trois
(03) catégories selon leurs fonctions ou les réles biologiques qu’ils exercent.
» PS de structure;
» PSde réserve ;
» Exsudats et mucilages.

Cette classification est illustrée dans la figure 01.
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Palysaccharides végdicax

Polysaccharides de structure Polysaccharides de réserve Exsudats et mucilages
’ J -
Cellulose Amidon
Heémicelluloses Fructanes
Pectines

Figure 01: Diagramme de classification des polysaccharides végétaux.

1.1.2.1. Les polysaccharides de structure

Les PS sont également les constituants importants des parois cellulaires des plantes
vertes et d’autres eucaryotes photosynthétiques.

Les PS structuraux, principalement la cellulose, les hémicelluloses et la pectine, jouent

un role de soutien chez les végétaux (Agarwal, 2006).

A. La cellulose

La cellulose est le polymére organique le plus abondant de la biosphére. C’est le
constituant principal de la paroi cellulaire des végétaux (Saxena & Brown Jr, 2005). Elle joue
un réle important dans la regulation du mécanisme de croissance chez les plantes (Rongpipi,
Ye, Gomez, & Gomez, 2019).
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D’aprés Le Floch, Jourdes, and Teissedre (2015) , La cellulose est un polymére linéaire,
constitué uniquement de résidus de D-glucose unis par des liaisons B (1—4) (figure 02).

L’unité de base est le cellobiose.

HO o ===="0H O ===uiif oH =====:0H O
of 0.5 0 S\ 0 OHO B,
i Ve §TTTmmmma O N ot OH
HO “OH e, OH O \==mnho Oft weme= O O
Jo 5 5 5 ,0-..,’”
OH O",,,,—”O e JOH M Ho OH

Figure 02: Représentation schématique de la cellulose. Les liaisons hydrogénes

intramoléculaire représentées en bleu et intermoléculaire en rouge (Rebiere, 2017).

C’est une substance synthétisée dans la membrane plasmique par la complexe inter-
membranaire « cellulose synthase » (Roberts, 2018). Les différentes chaines de cellulose
synthétisées par ce complexe s’associent entre elles formant 1’unité basique de la cellulose
« la microfibrille » qui offre le soutien structural essentiel a la croissance des plantes. Chaque
microfibrille est constituée de 36 chaines de cellulose disposées en paralléles (Somerville,
2006).

La cellulose est exploitée dans différents domaines tels que 1’agroalimentaire,
I’industrie chimique et pharmaceutique, les biocarburants, les cosmétiques et pour la
production de matieres en plastiques telles que la cellophane (Isik, Sardon, & Mecerreyes,
2014).

B. Les hémicelluloses

Les hémicelluloses sont I'un des trois composants principaux de la biomasse
lignocellulosique, représentant 20 a 40% de la biomasse. Elles se lient étroitement a la surface
des microfibrilles de cellulose par liaisons hydrogene, et dans ce sens sont des glycanes
assurant une réticulation.

Ce sont des PS hétérogénes composés de différents résidus osidiques de forme pyrane

ou furane, glucose, mannose, de galactose, xylose, d’arabinose et de petites quantités de

5
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rhamnose en plus de 1’acide D-glucuronique et d’acide D-galacturonique. Ce sont formeés par
des voies biosynthétiques différentes de celles de la cellulose contrairement a la cellulose qui
est un homo-polysaccharide. Ce polymere est constitué de courtes chaines glucidiques,
linéaires et hautement ramifiées (figure 03) (Machmudah, Kanda, & Goto, 2017).
“ooc
HyCO

HO HC._ O

on Y
0 0
HO 0 % wo o~
_o 0 0
OH
0
0 OH
co
" N

Figure 03 : Structure d’hémicellulose (Machmudah et al., 2017).

Selon Frassoldati and Ranzi (2019), les hémicelluloses sont classees en plusieurs types

de PS structuralement différents.

% Xyloglucanes
Les xyloglucanes sont composés d’un squelette identique a celui de la cellulose, leur
chaine principale est formée de résidus de glucose liés en B(1—4). Sur cette chaine principale
sont greffées des chaines latérales en position O6 contenant soit uniquement des résidus
mono-saccharidique, di-saccharidique ou tri-saccharidique de xylose (Pauly et al., 2013).

% Xylanes
Les xylanes sont des composés hémicellulosiques principaux des parois secondaires, est
un polymeére du xylose, constitués principalement de résidus de xylose reliés en B(1—4). Ce

PS est constitué aussi de diverses ramifications et substitutions (LRS Moreira, 2016).
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% Mannanes
Les mannanes sont un groupe important d’hémicelluloses. Ils sont classés en quatre
sous familles : mannanes linéaires, glucomannane, galactomannanes et galactoglucomannanes
(LR Moreira, 2008).
Ce sont des polyméres linéaires de mannose liés en B (1—4) ayant une forme de

stockage et fonction structurale des parois cellulaires (Marcus et al., 2010).

C. Les pectines

Depuis longtemps les propriétés de certaines substances contenues dans les fruits, sont
utilisées dans la fabrication des confitures. En 1825, le chimiste Bracanot isole la molécule
qu’il décrit comme responsable de la gélification. Cette molécule fut nommée pectine, du grec
ancien « pectos » qui signifie coagulant. L’analyse de cette pectine a permis de constater qu’il
ne s’agissait pas d’une molécule mais d’un groupe de substances présentant une grande
hétérogénéité, il s’agit d un hétéro-polysaccharide (Leclere, Van Cutsem, & Michiels, 2013).

Il s’agit d’un groupe de PS complexes présents dans la plupart des végétaux supérieurs.
Elle est principalement composée de trois types, dont homogalacturonanes (HGA),
rhamnogalacturonans | (RGI) et rhamnogalacturonans Il (RGII) (figure 04) (Combo, Aguedo,
& Paquot, 2011).

Le squelette HGA est composé de résidus d’acide galacturonique reliés par des liaisons
glycosidiques a (1—4) et peut étre estérifié, méthylé / acétylé. Les résidus rhamnose dans
RG-I peuvent étre substitués par des chaines latérales composées d'arabinose et de galactose
(Mohnen, 2008).

Les pectines sont largement utilisées en industries alimentaire en tant qu'agent
€paississant, texturant, émulsifiant, stabilisant et gélifiant, ainsi qu’en cosmétique et
pharmaceutique (Mesbahi, Jamalian, & Farahnaky, 2005).

Elles sont connues pour leur diverses activités biologiques telles que la cicatrisation, la
réduction de l'activité de la lipase, l'inhibition de la croissance des cellules cancéreuses
humaines par la stimulation de 1’apoptose et la diminution du taux de cholestérol, ¢galement
sont utilisées comme des fibres alimentaires et exercent des effets physiologiques sur le
tractus intestinal en réduisant le temps du transit et I’absorption du glucose (Kato, Nagayoshi,
Takayama, & Nasuno, 2019; Wicker et al., 2014).
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Figure 04 : Représentation schématique des structures pectiques (Scheller, Jensen,
Sgrensen, Harholt, & Geshi, 2007).

% Les galacturonanes
Galacturonanes ou homogalacturonanes, également dites zones lisses des pectines et
représentent 50 a 70% de la pectine (Jackson et al., 2007). Ce sont des polymeres linéaires
composés d’unités acide D-galacturonique, reliés par des liaisons o (1—4), dont les fonctions
carboxyliques et alcools peuvent étre estérifiées respectivement par du méthanol en position
C6 et par I’acide acétique en position C2 ou C3 (Ridley, O'Neill, & Mohnen, 2001).
% Rhamnogalacturonanes

On distingue deux types de RG :

Les RG-I: représentent 20 -35% de la pectine et dans lesquels les unités acide
galacturonique sont intercalés par des résidus rhamnose par des liaisons de type [,4) -o-D-
GalA-(1,2) -o-L-Rha-(1,]. Au niveau de C4 du L-rhamnose, différents substituants
polysaccharidiques capables de se fixer : les arabinanes, les galactanes et 1’arabinogalactanes
(figure 05) (Christiaens et al., 2016).
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(@) (b)

Figure 05: Représentation schématique de la structure du RG-I. a) Galactane linéaire, b)
arabinogalactane I, c) arabinane ramifié, d) arabinane ramifié hypothétique (Ochoa-Villarreal,

Aispuro-Hernandez, VVargas-Arispuro, & Martinez-Téllez, 2012).

Les RG-11 : constituent une famille de PS pectiques, qui représentent 10-11% et dont la
structure est plus complexe. Leur squelette est un homopolymere galacturonique constituant
la chaine principale, sur laquelle sont greffés quatre chaines latérales contenant une grande
diversit¢é d’oses et de liaisons osidiques (figure 06). Parmi les résidus on trouve
I’arabinofuranose, 1’arabinopyranose, le glucopyranose, le fucopyranose, I’apiofuranose et le

galactopyranose (Combo et al., 2011).
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Figure 06: Structure du RG-II constitué d’une chaine principale d’acide HGA portant

quatre chaines latérales d’oligosaccharides structurellement différentes (A, B, C et D) (Ochoa-
Villarreal et al., 2012).

+ Arabinanes
Les arabinanes sont un des composants les plus répandus des chaines latérales des
pectines, présentant une composition glucidiqgue homogéne et moins complexe (figure 07).
Elles sont constituées uniquement d’unités a-L-arabinofucanose, liées entre elles par des
liaisons a-(1—5), et qui sont substituées par un autre a-L-arabinofuranose liées par des

liaisons a-(1—3) (Fernandes et al., 2020).
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Figure 07 : Structure des arabinanes (Chavez Montes, 2008).

% Galactanes
Selon @bro et al. (2009), les galactanes sont principalement des chaines linéaires de

résidus de galactose liées en B (1—4).

¢ Arabinogalactanes

Les arabinogalactanes (AG) sont composées de galactane plus au moins ramifiées par
des résidus d’arabinose qui se trouvent dans les parois végétales. Sur le plan structural, on
distingue deux classes :

Les AG de type I, naturellement associés au squelette pectique, notamment aux RG.
Elles sont constituées de chaines linéaires d’unités D-galactopyranose liées en B (1—4), sur
lesquelles sont attachées en position O-3 des unités D-galactopyranose et des unités L-
arabino-furanose liées en B (1—5) (Vincken et al., 2003).

Les AG de type I, plus répandues dans la nature, sont constituées d’une chaine principale
B (1—3) -galactopyranose sur laquelle peuvent se greffer en position O-6 des chaines latérales.
Ces chaines sont formées de courtes chaines d’unités galactopyranose liées en B (1—06) et
arabinofuranose liées en o (1—5). Ces dernieres elles peuvent étre aussi substituées soit par des
résidus de galactose ou encore des unités arabinose d’ou leur complexité structurale (Vincken
et al., 2003; Yang et al., 2020).

11
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1.1.2.2. Les polysaccharides de réserve
Les PS de réserve sont des sources d’énergie nécessaire pour les cellules. Le plus connu

chez les végétaux est I’amidon.

A. L’amidon

L’amidon est la principale source d’hydrate de carbone chez les plantes ou il est stocké
en grandes quantités dans les organes de réserve (graines, tubercules) (BeMiller & Whistler,
2009). C’est une substance trés importante en industrie notamment alimentaire en raison des
propriétés qu’il présente : Nutritif, non toxique, biodégradable et renouvelable (Liu, Willfor,
& Xu, 2015).

L’amidon est un homopolymére de D-glucose. Constitué principalement de deux
polymeres de structures différentes, dont 1’amylose qui est un polymere linéaire et
I’amylopectine, polymeére ramifié (figure 08) (Barclay, Day, Petrovsky, & Garg, 2019).

Il rentre dans la composition de nombreux aliments en tant qu’épaississant, gélifiant et
stabilisant. Il est ¢galement utilisé dans d’autres secteurs on cite I’industrie pharmaceutique,
cosmétique et textile (Wertz, 2011).

L’amylose : est un polymeére linéaire d’unités a-D-glucopyranosyl unis par des
liaisons a (1—4). Il présente un degré de polymérisation (DP) de 500 a 6000. Les chaines
d’amylose forment des hélices simples ou doubles (Mérillon, 2015).

L’amylopectine : est un polymere hautement ramifié de D-glucopyranosyl liés par des
liaisons o (1—4), greffé par des liaisons glycosidiques de type a (1—6). Il differe donc de

I’amylose par la présence des ramifications a (1—6) (Nielsen et al., 2012).

a b w
HO 2
'y
HO A i Y liaison a(1-6)
o /
|
extrémité P \
| réductrice / <]> H
liaison a(1-4) o liaison a(1-4) —w extrémité
OH réductrice

Figure08 : Structures d’amylose (a) et I’amylopectine (b) (Montesanti, 2008).
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B. Les fructanes

Environs 15% des plantes a fleurs utilisent les fructanes en tant que réserves
énergeétiques, ainsi que dans le développement d’une certaine résistance au froid et a la
sécheresse. Les fructanes sont constitués principalement de fructose (Agarwal, 2006).

Selon la liaison glycosidique entre les unités de fructoses ils sont devisés en différentes
classes (figure 09): les inulines contenant exclusivement les liaisons B (1-2), les lévanes
contenant essentiellement des liaisons  (2-6) et les graminanes contenant a la fois ces deux
types de liaisons (Vereyken, Van Kuik, Evers, Rijken, & de Kruijff, 2003).

% Les inulines

Les inulines sont un groupe de fructanes naturels qui proviennent de nombreuses plantes
telles que 1’ail, I’oignon, ’artichaut, le poireau et chicorée. Elles sont composées de D-fructose
liés par des liaisons B(2-1) (Rozan et al., 2008).

Ces composés sont largement utilisés en industrie alimentaire pour I’amélioration des
caractéristiques organoleptiques des aliments. lls présentent aussi plusieurs bienfaits pour la
santé : ils ont un effet prébiotique, améliorent 1’absorption des minéraux, réduisent les risques
du cancer et régulent la lipogenése hépatique (Messaoudi, Rozan, Nejdi, Hidalgo, & Desor,
2005).

% Les lévanes :

Les lévanes sont des polymeéres linéaires de fructose avec des liaisons B (2-6), synthétisés
principalement par les plantes et aussi par les bactéries. Leurs synthése dans les plantes aboutit
a la production des petites chaines de lévanes avec un DP de 3 a 200, tandis que les bactéries
produisent des lévanes avec un DP> 50000 (Ortiz-Soto, Porras-Dominguez, Seibel, & Lopez-
Munguia, 2019).

% Les graminanes :
Les graminanes sont des polymeéres mixtes contenant a la fois des liaisons B (2-1) et B (2-
6) fructosyle, avec un DP trés faible. Ils se trouvent généralement dans les especes
monocotylédones essentiellement dans les céréales (blé, orge) (Kawakami, Yoshida, & Van
den Ende, 2005).

13
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Figure 09: Structures des fructanes type inuline et 1évane (Soria, Brokl, Sanz, & Martinez-
Castro, 2012).

1.1.2.3. Les exsudats et les mucilages

Les gommes et les mucilages sont tous les deux des hydrocolloides végétaux, largement
utilisés en industrie pharmaceutique. Ce sont des polymeres d’un seul ou plusieurs
monosaccharides, la plupart sont des hétéropolysaccharides. lls ont des similitudes (Jani,
Shah, Prajapati, & Jain, 2009).

A. Les exsudats
Les exsudats sont considérés comme des produits pathologiques exsudés suite a une
blessure de la plante ou en raison de conditions défavorables (Mirhosseini & Amid, 2012).
Ils ont de nombreuses applications, en industrie alimentaire sont utilises comme
modificateurs de texture, agents gélifiants, épaississants, stabilisants et émulsifiants
(Mirhosseini & Amid, 2012).

B. Les mucilages
Les mucilages sont en générale des produits normaux du métabolisme, formés a
I'intérieur de la cellule (Mirhosseini & Amid, 2012) . lls permettent a la plante de stocker des

quantités hydriques importantes qu’elle pourra utiliser en période de sécheresse. Dans le cas

14



Chapitre |

Généralités sur les polysaccharides végétaux

contraire, en présence de quantités d'eau tres importantes, le gonflement du mucilage peut

entrainer I'éclatement des tissus (Goral, EI Aloui, Yang, & Neffati, 2014).

1.2. Applications des polysaccharides végétaux

Les différentes applications de ces PS végétaux sont résumées dans le tableau I ci-dessous.

Tableau 1 : Applications des PS végétaux.

Polysaccharides

Liaison L’ose

osidique principal

Applications

Secteur agroalimentaire, matériaux

Cellulose B (1-4) galactose textile.
Industrie alimentaire, d’énergie et
Hémicellulose B (1-4) xylose comme neutracetique.
Acide Industrie alimentaire, cosmétique et
Pectine a (1-4 -
o (1-4) Domaine alimentaire, pharmaceutique,
Amidon Glucose . i
o (1-6) cosmetique et textile.
B (2-1) Industrie alimentaire, domaine de la
Fructanes B (2-6) fructose santé.
Pharmacie, au tant qu’adjuvants
Exsudas et Généralement sont des pharmaceutiques.
Mucilages polysaccharides hétérogenes. Industrie alimentaire  pour leurs

pouvoir de rétention de [’eau et
stabilisation (produits laitiers, viandes,
confiserie...).

Cosmeétiques, textiles, peintures.
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Il. Extraction des polysaccharides végétaux

I1.1. Définition de I’extraction

L’extraction en générale est le fait d’extraire, retirer et d’arracher quelque chose d’un
endroit ou d’une matiere.

En biochimie, I’extraction se définit comme une opération qui sert & séparer certaines

substances d’un organisme (animale, végétale) selon diverses techniques.

11.1.2. L’extraction solide liquide
Par définition, I’extraction solide-liquide est une opération de transfert de substances
présentent dans une phase « solide » vers le solvant « liquide ».
Son principe est base sur le phénomene de diffusion et d’osmose. En effet, la matrice
solide contenant les composés extractibles est immergée dans un liquide. Ce dernier
commence donc a s’enrichir en certaines substances chimiques qui se déplacent de I’intérieur
vers la surface du solide, puis de la surface vers le liquide.
Selon Laoufi and Dounit (2013), I’extraction solide-liquide est régie par trois processus
élémentaires :
» Dissolution du soluté dans le solvant ;
» Diffusion du soluté vers I’intérieur de la matrice solide ;
» Transfert du soluté vers I’extérieur de la matrice.

Parmi les méthodes d’extraction solide-liquide on trouve :

L’extraction conventionnelle des composes bioactifs utilise des solvants tels que 1’eau,
les solutions acides ou alcalines en contact avec la matrice solide. Ces techniques sont plus
adaptées dans I’extraction des PS végétaux mais sont aussi a faible rendement et présentent
certains inconvénients qui peuvent affecter les propriétés de ces derniers. Cela a fait pousser
les chercheurs pour développer de nouvelles méthodes plus pratiques avec un rendement plus
élevé comme I’extraction assistée par ultrasons, micro-ondes ou gaz supercritiques (Naviglio,
Scarano, Ciaravolo, & Gallo, 2019).

11.2. Extraction par la méthode traditionnelle a I’eau

11.2.1. Principe
L’eau représente le meilleur solvant le plus largement utilisé en pratique et le plus

souvent disponible. L’extraction conventionnelle par 1’eau ou « Traditional Water
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Extraction » (TWE) c¢’est une méthode classique et couramment utilisée pour 1’extraction des
PS notamment ceux d’origine végétale en raison de son faible colt et son utilisation pratique
(Liu & Huang, 2019).

Elle est basée sur la forte solubilité des PS dans 1’eau. Généralement en pratique,
I’extraction est de (2h) & (6h) dans de 1’eau chaude (100°C). Si I’extrait est moins visqueux, le
résidu sera éliminé plus facilement par filtration et si I’extrait est trés visqueux le résidu sera

donc éliminer par centrifugation (Shi, 2016).

11.2.2. Les parametres influengant le rendement

De nombreuses études sur les PS ont montré que certains parameétres tels que le temps
d’extraction, la température d’eau et le ratio solide/liquide peuvent influencer le rendement
d’extraction (Liu, Sun, & Huang, 2018).

11.2.3. Avantages et inconvénients

Selon Ma et al. (2016), I’extraction conventionnelle a 1’eau est plus utilisée en raison de
son faible coft, sa simplicité et sa sécurité par rapport a 1’eau qui est un solvant non toxique.
Cependant la longue durée et la température élevée peuvent entrainer la dégradation des PS et

diminution I’activité biologique de I’extrait (Liu et al., 2018).

11.2.4. Processus
Le processus de TWE rapporté par Chen et al. (2019) lors d’extraction des PS a partir
des pousses de bambou en Chine ( Chimonobambusa quadrangularis) suit les étapes
suivantes qui sont résumées dans le diagramme ci-dessous (figure 10):
» 5g de poudre végétale preétraitée été mesurée.
» La poudre ensuite mélangée avec (100 ml) d’eau distillée et mise dans un bain
d’eau chaude pendant (4h).
» le mélange est centrifugé pour récupérer le surnageant et le résidu été extrait a
nouveau.
» Les solutions d’extraits été ainsi combinées et concentrées a 1’aide d’un
évaporateur rotatif a (54 °C) sous vide puis précipités a I’alcool (75%).
» Le concentré est dissous dans de 1’eau chaude (50 °C) et dialysée pour éliminer
les petites molécules.

» La solution dialysee et lyophilisée pour obtenir une poudre de PS bruts.
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Poudre de matiere vegétale

Extraction au bain-marie

Centrifugation

Culot Surnageant

Concentration

Precipitation

Précipité

Dialyse

Lyophilisation

Gtrait polysaccharidiqD

Figure 10 : Diagramme d’extraction des PS végétaux par la méthode traditionnelle a I’eau.
11.3. Extraction assistée par micro-ondes
11.3.1. Deéfinition des micro-ondes
Selon Moret, Conchione, Srbinovska, and Lucci (2019), les micro-ondes sont des

rayonnements non ionisants avec une gamme de fréquence comprise entre (300 a 300 000

MHz).
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11.3.2. Principe

L’extraction assistée par micro-ondes (EAM) utilise des irradiations pour extraire les
substances bioactives comme les PS. L’énergie des micro-ondes se transforme en chaleur qui
est directement transférée dans les matériaux par interaction moléculaire (Chadni, Bals,
Ziegler-Devin, Brosse, & Grimi, 2019).Ce chauffage interne induit une évaporation du liquide
et augmentation de la pression dans les cellules qui provoque leurs éclatement et migration

ainsi des composes bioactifs vers la solution (Xiaokang et al., 2020).

11.3.3. Les parametres influengant le rendement

La nature et le volume du solvant, la température et le temps d’extraction ainsi que
I’humidité et la polarité du solvant sont généralement les paramétres les plus pertinents
affectant le processus de la EAM (Maran, Sivakumar, Thirugnanasambandham, & Sridhar,
2013).

11.3.4. Avantages et inconvénients

EAM est 1'une des méthodes les plus puissantes dans 1’extraction des PS a partir de
plusieurs plantes (Cheng et al., 2015).

Elle présente de nombreux avantages tels que le plus temps court d’extraction, le faible
colit, le taux d’extraction élevée avec moins de solvant et d’énergie consommée (Xie et al.,
2010). Cependant, elle peut modifier la structure chimique et les bio-activités des PS ciblés si
le traitement est drastique (Wang et al., 2010).

11.3.5. Processus

Un exemple de processus d’extraction des PS est réalisée dans un four a micro-ondes
selon la méthode réalisée par Ren et al. (2017) a partir de (Sargassumt hunbergii ).
L’extraction est faite a partir de 1g de poudre sechée de matiere végétale placée dans la
chambre d’extraction a micro-ondes (figure 11) équipé d'une minuterie numérique, d'un

régulateur de température et de puissance.
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Figure 11: unité de microonde (Thirugnanasambandham, Sivakumar, & Maran, 2015).

Les étapes décrites du processus sont résumées dans le diagramme suivant (figurel2) :

Poudre végétale séche J

Chauffage micro-onde

Filtration

Concentration

Précipitation

Précipité J

Centrifugation

Lyophilisation

Extrait sec

polysaccharidique

Figure 12 : Diagramme d’extraction assistée par micro-ondes des PS végétaux.
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11.4. Extraction par fluide supercritique

11.4.1. Définition d’un fluide supercritique

On parle ainsi de fluide supercritique (FSC) lorsqu'un fluide est chauffé au-dela de sa
température critique et lorsqu'il est comprimé au-dessus de sa pression critique. Il a des
propriétés intermédiaires entre celles de gaz et du liquide (Sauceau, Fages, Common,
Nikitine, & Rodier, 2011).

11.4.2. Définition de I’extraction par fluide supercritique

L’extraction par fluide supercritique (EFS) est devenue aujourd’hui une des méthodes
les plus efficaces dans I’extraction des PS (Tyskiewicz, Konkol, & R6j, 2018). Elle utilise des
FSC comme solvants d’extraction. Le FSC le plus largement utilisé comme solvant est le
dioxyde de carbone (CO2) en raison de sa faible pression et température critique (P : 74 bar /
T : 32 C°) (figure 13), sa sécurité et non toxicité, son inertie chimique et sa faible viscosité
(Liang et al., 2018).

Pression (bar)

N
Fluide
supercritique
Liquide :
73 (P DA
51 8«) Cici Point critique
Point triple
e
| | >
216.55 304.2 Température (K)

(Te)

Figure 13 : Diagramme de phase du dioxyde de carbone (Moussa, Ksibi, Tenaud, &
Baccar, 2005).
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11.4.3. Principe

L’EFS se déroule essentiellement en deux étapes, la solubilisation des composés
présents dans la matrice solide et la separation dans le solvant supercritique. Une fois les
composés sont solubilisés, le solvant sort par 1’extracteur portant ces composés solubilisés.
Pendant I’extraction des PS végétaux, la matrice végétale absorbe le solvant supercritique ce
qui entraine le gonflement de sa structure cellulaire et ses membranes et dilatement des
canaux cellulaires. A certain temps, la dissolution de 1’extrait se produit et le transfert de
masse de la matrice interne vers sa surface. Les composés solubles atteignent la surface
externe. Ces derniers sont transportés vers le solvant qui sont ensuite éliminer (Da Silva,
Rocha-Santos, & Duarte, 2016).

11.4.4. Les paramétres influencant le rendement
Les parameétres influencant le rendement comprenaient la température, la pression le
temps et le débit de CO2 (Villares, Mateo-Vivaracho, & Guillamon, 2012).

11.4.5. Avantages et inconvénients

L’utilisation des solvants supercritiques pour 1’extraction des PS végétaux n’entrainent
pas la dégradation de ces derniers. La possibilité de réutilisation et le recyclage de ces
solvants entraine une minimisation de la production des déchets (Azmir et al., 2013).
Cependant la haute pression nécessaire pour maintenir le solvant a 1’état critique peut avoir un
effet négatif sur ces composés. L’autre inconvénient majeur de cette méthode est le cott

initialement élevé de I’équipement (Askin, Sasaki, & Goto, 2007).

11.4.6. Processus
L’EFS se déroule en deux étapes principales :
» Extraction des composants solubles dans le solvant supercritique ;
» Seéparation des solutés extraits du solvant.
Le processus d’extraction par le FSC a partir de la matrice solide suit en générale les
étapes décrites ci-dessous et le diagramme du processus de la SFE est illustré en (figure 14)
(Martinez, 2007).
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» Le solvant pressurisé est chauffé au-dessus de sa température critique.
» La cuve d’extraction remplie de la matiére contenant les composés a extraire est
chauffée a température d’extraction.

» Le fluide supercritique s’écoule a travers le lit fixe.

Y

Les composeés solubles sont ensuite extraits de la matrice solide.

» Le fluide et I’extrait sort de la cuve d’extraction du haut par la vanne de réduction
de pression.

» Le solvant est ainsi chauffé au-dessus de sa température de saturation pour
atteindre 1’état gazeux.

» Les composés sont collectés dans un séparateur alors que le solvant en phase

gazeuse sort vers la cuve d’extraction pour une recirculation.

i

1 X 7N %
= B #F

- . 6 Collecteur
1 Cuve d'oxtraction 7 Pré-refroidisseur

2 Vanne de réduction de pression 8 Pompe

2 Vaporisateur >
4 Séparateur 9 Pré-chauffage

S Condenseur

Figure 14 : Diagramme du processus d’extraction par fluide supercritique (Martinez, 2007).
11.5. Extraction par ultrason

11.5.1. Définition
Les ultrasons sont des ondes mécaniques, basés sur le principe de la cavitation

acoustique qui est capable d’endommager les parois cellulaires de la matrice vegétale,
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favorisant ainsi la libération de composés bioactifs. Ils différent des sons par la fréquence
d’onde, celle des étres humains sont comprises entre (16 et 20KHz), tandis que les fréquences
ultrasonores vont de (20 KHz a 10 MHz).

Les principales caractéristiques des ondes ultrasonores sont : I’amplitude, la fréquence,
la vitesse, la longueur, le rapport de puissance et I’intensité (Medina-Torres, Ayora-Talavera,

Espinosa-Andrews, Sanchez-Contreras, & Pacheco, 2017).

11.5.2. Principe

L’extraction assistée par ultrasons (EAU) est basée sur le principe de la cavitation.
Lorsque le solvant est soniqué, les ondes ultrasonores se propagent dans le milieu, ce qui
entraine des cycles alternés de compression et de decompression, qui a leur tour entrainent des
changements de pression, a des pressions tres faibles se forme des bulles d’air ou de vapeur de
solvant, donnant lieu & un phénomene appelé cavitation (figure 15). Durant ce phénomeéne,
les bulles de cavitation atteignent une taille plus importante, qui implosent violemment en fin
de phase de compression, produisant une température locale plus intense et des pressions
élevées, ce qui génerent des micro-jets vers la surface solide, engendrant ainsi la libération

des composés du tissu végétal apreés la rupture de la paroi cellulaire (Petit, Ritz, & Federighi,

2002).
Pr‘essure
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/"\ '/ \ '\“
' \ .Bulbg Succesm.&'e . . ‘ = l

/ \ f formation propagtion Unstble
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\ / \ / maximum pressure

\/ /

Refraction’

T
> Time

Figure 15 : le principe de la cavitation acoustique (Medina-Torres et al., 2017).
11.5.3. Avantages
L’extraction ultrasonique est une technique efficace, largement utilisée pour extraire
des composés végétaux, permettant :

» L’augmentation du rendement et la qualité des extraits ;
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» Réduire la consommation élevée du solvant, ainsi que le temps d’extraction (Da
Porto, Porretto, & Decorti, 2013) ;

» Consomme peu d’énergie ;

Y

Facile a manipuler, reproductible ;

» Améliore la diffusion des composés extractible en perturbant les parois cellulaires
de la plante ;

» Faible colt et la rapidité de la technique en comparaison a d’autres méthodes

d’extraction conventionnelle (Maran & Priya, 2014).

11.5.4. L’équipements de traitement ultrasonique

A. En laboratoires
Deux types d’équipements sont utilisés en laboratoire. Le premier est le bain ultrasonique qui
est généralement utilisé pour la dispersion, le dégazage et le nettoyage (figure 16). Ce type

d’instrument posseéde I’avantage d’étre facile a manipuler et économique.

a traiter Eou + détergeant

Cuve en acier
inoxydable

111

b v b

vy

e

, i
Transducteurs s

Figure 16: le systeme de bain ultrasonique (S. Chemat, 2005).

Le second est la sonde ultrasonique (figure 17). A la difference du bain, elle est
beaucoup plus puissante. Cependant, son utilisation reste plus adaptée pour la sonication de
petits volumes d’échantillons, par conséquent une attention particuli¢re doit étre prise en
raison de I’augmentation rapide de la température dans 1’échantillon (F. Chemat & Khan,
2011).
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Figure 17 : le systéeme de la sonde ultrasonique (S. Chemat, 2005).

B. Enindustrie
Le systeme de lot et de flux sont essentiellement les deux types utilisés en industrie. Les
systemes de bain et de sonde peuvent étre adaptés a grande échelle (figure 18).

Le systéme de lot est basé sur le bain ultrasonique qui est utilisé comme réacteur.

Figure 18 : I’équipement ultrasonique industriel (Pingret de Sousa, 2012).
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11.5.5. Application des ultrasons en agroalimentaire

D’apres Leonelli and Mason (2010), les ultrasons peuvent ainsi étre utilisés dans divers

procédés agroalimentaires selon 1’effet souhaité, incluent :

>

vV V V V V V V

>

La filtration et le séchage ;

Le dégazage ;

La cuisson, la coupe ;

La conservation des aliments ;

La congélation et la cristallisation ;

Le mélange et homogénéisation ;

Le saumurage, marinage et décaillage ;
L’extraction par la rupture des parois cellulaires ;

La stérilisation et pasteurisation.

D’autres domaines d’applications sont :

> L’électrochimie ;

» La protection de 1’environnement ;

> La préparation et la modification des matériaux ;

> Lathérapie.

11.5.6. Processus

Selon Maran and Priya (2014), I’extraction des PS a partir des pelures des fruits de

ramboutan (Nephelium lappaceum) a été effectuée a 1’aide de sonde plate a pointe, elle inclue

les étapes suivantes :

>

La matiére végétale en poudre (10g) est mise en suspension avec de 1’eau distillee,
puis traitée par une sonde plate a pointe (2cm), pour extraire des échantillons.

Apres sonification, I’extrait est centrifugé a (3000tr /min) pendant (15min) et filtré
par le papier Whatman No.1 pour récupérer le surnageant.

Les résidus insolubles sont traités a nouveau.

L’extrait obtenu est concentré a 1’aide d’un évaporateur rotatif sous vide a (60°C).
La solution restante est mélangée avec quatre volumes d’éthanol a (95%), puis
incubés a (4°C) pendant (48h).

Le précipité est centrifugé a (3000tr/min, 15 min), lavé a 1’¢thanol, lyophilisé afin
d’obtenir des PS brutes.
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Les étapes d’extraction des PS par ultrason sont résumées dans le diagramme suivant
(figure 19) :

[ Poudre végétale (109) J

Ajout d’eau distillé.

Traitement par sonde

plate a pointe (2cm).

Centrifugation (3000tr/min,
15min).

| !

Surnageant
{ Résidus insolubles J

Filtration par papier Whatman.

Concentration.

Traitta /0 ___________
nouveau Précipitation a 1’éthanol.
\ 4 Précipité J
Surnageant Centrifugation (3000tr/min,
15 min)

Lavage a I’éthanol

Lyophilisation

Extrait brute de

polysaccharides

Figure 19 : Diagramme d’extraction des polysaccharides par ultrason.
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11.6. Rendement d’extraction :
Aprés I’extraction, le rendement total en PS extraits est déterminé soit par :

» La méthode colorimétrique a I’acide « phénol-sulfurique ». Cette méthode est basée
sur la décomposition des polysaccharides en présence d’acide fort et de la chaleur qui
générent des furanes qui forment des composés jaunes en présence d’éthanol pouvant
étre mesurés par spectrométrie (Nielsen, 2010).

» Calculé par la formule suivante qui s’exprime en pourcentage (%) du poids de
I’extrait brute obtenu par rapport & la matiére séche de I’échantillon utilis€¢ pour

I’extraction (Drosou, Kyriakopoulou, Bimpilas, Tsimogiannis, & Krokida, 2015) :

masse d extrait

Rendement d extraction = — - X 100
masse de matiere seche
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I11. La purification des PS végétaux

En chimie, la purification est une technique de séparation des substances chimiques
dans le but de décontaminer des substances.

Une fois D'opération d’extraction est réalisée, différentes impuretés peuvent
accompagner 1’extrait brut de PS obtenus en fonction de la composition initiale des biomasses
et des conditions d’extractions. Par conséquent, une étape de purification devrait étre
effectuée afin d’éliminer ces impuretés.

Il existe plusieurs méthodes de purification des PS végétaux, parmi les on peut citer :
» La précipitation fractionnee.

» La chromatographie.

I11.1. La précipitation fractionnée

I11.1.1. Définition

La précipitation en biochimie est la réaction inverse de la dissolution. C’est la
transition d’une substance de 1’état soluble a 1’état non soluble par I’addition d’autres réactifs
conduisant a la formation d’un précipité.

La précipitation fractionnée concerne les PS qui présentent de grandes différences de
solubilités et de poids moléculaire. C’est une procédure qui consiste en addition de réactifs a
une solution de PS pour les fractionner et les isolés en fonction de leurs solubilités (Lupo,
Boulos, & Nystrom, 2020). Dans de nombreuses études expérimentales sur les PS, il a été
constaté que 1’éthanol est le meilleur solvant pour la purification de certains PS végétaux. Par
rapport a d’autres méthodes de purification, la précipitation fractionnée a 1’éthanol présente
plusieurs avantages mentionnés dans le tableau Il comme I’efficacité élevée, faible coiit,

simple opération et récupération d’éthanol (Fang, Smith, & Tian, 2019).
111.1.2. Principe

Le principe de la précipitation fractionnée est basé sur la diminution du pouvoir de
solvatation de I’eau pour les polysaccharides en présence d’un réactif plus hydrophile utilisé
pour la précipitation (alcool). La solubilité des PS differe selon le poids moléculaires et le
degré de ramification. Généralement la solubilité et le poids moléculaire des PS sont corrélés
négativement (X. Hu & Goff, 2018).
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111.1.3. Processus

Selon Zou et al. (2013), les PS issus du pin a cénes de (Pinus koraiensis) sont purifiés

par la méthode de précipitation fractionnée qui se résume dans les étapes suivantes :

» La solution des PS est mélangée avec de 1’éthanol (95%), ce qui rend la
concentration finale de 1’éthanol (30%) (v /v).

» Le mélange est agité et précité pendant une nuit a température ambiante.

A\

La premiére fraction (F1) polysaccharidique a été recueillie par centrifugation.

» Le surnageant obtenu est traité par la méme procédure avec un certain volume
d’éthanol( 95%) et précipité séquentiellement dans une solution d’éthanol a des
concentrations de (50%, 60%, 70% et 80%) respectivement et donc quatre
autres fractions ont été recueillis.

» En tout, cing fractions qui ont été obtenues, sont lyophilisées et stockées pour

des études ultérieures.

Ces étapes sont résumées dans le diagramme suivant (figure 20) :
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Solution de polysaccharides

(PKP)
Ajout d’éthanol (95%)
--------------- Agiter et laisse une nuit
Centrifugation
\ 4
Meélange

|
1 1

Précipité Surnageant
Ajout d’éthanol
"""""" Centrifugation
F1
1 v
Précipité Surnageant
1 Ajout d’éthanol
Fo™m Agitation
Centrifugation
Séchage par 1 1
_— F1, F2, F3, F4,F5 Surnageant
congélation ~  ---to-
sous- vide

Figure 20 : Diagramme de précipitation fractionnée a 1’éthanol des polysaccharides végétaux.
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I11.2. La purification par la technique chromatographique

La chromatographie a été inventée par le botaniste russe Mikhail SemenovichTswett
dans les années 1899-1901. La premiere chromatographie a été réalisée par ce botaniste en
1903 lors de sa recherche sur la structure physico-chimique de chlorophylles végétales.

Cette technique est peut-étre considérée comme la technique de séparation du XXéme
siecle, largement appliquée en chimie et en biochimie (Ettre, 2000).

La chromatographie est une méthode biophysique importante, sert a identifier et purifier
des constituants dans un mélange pour une analyse qualitative et quantitative, en les faisant
entrainer le long d’une phase stationnaire grace a une phase mobile.

La séparation s’opere suivant les caractéristiques moléculaires qui peuvent s’agir
d’adsorption, d’affinité, de partage ou selon le poids moléculaire.

Chaque molécule est retenue plus ou moins par la phase stationnaire en fonction de leur
affinité avec les deux phases (Coskun, 2016).
» La phase mobile : cette phase est constituée d’un fluide ou un gaz ou d’un
liquide supercritique, qui se déplace a travers la phase stationnaire.
» La phase stationnaire : c’est une phase soit solide ou gel ou liquide enduite a la
surface d’une phase solide.

Ce systeme de séparation est composé d’un injecteur pour I’introduction de

I’échantillon, de deux phases I'une est mobile 1’autre est stationnaire et d’un détecteur

(Ardrey, 2003).

111.2.1. La chromatographie d’échange d’ion

111.1.1.1. Définition

La chromatographie d’échange d’ion (CEI) est I’une des méthodes analytiques
d’adsorption importante pour purifier des protéines, des peptides, des acides nucléiques, ainsi
que des molécules chargées, impliquant un processus électrostatique qui dépend des
interactions ioniques entre deux phases (mobile et stationnaire).

La phase stationnaire utilisée en CEI est une matrice organique, chimiquement inerte,
comporte des groupements fonctionnels anioniques pour les échanges de cations, soit
cationiques pour les échanges d’anions. La phase mobile est constituée d’un tampon aqueux

ajusté a un pH approprié, qui se déplace a travers la phase stationnaire (Acikara, 2013).
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111.2.1.2. Principe

De facon générale, le principe de cette chromatographie se base sur 1’adsorption
réversible de molécules solubles chargées, a des groupes ioniques de charge opposeées,
immobilisés sur un support inerte.

La purification se réalise grace au fait que des substances diverses présentant des
degrés d’interactions variables avec les groupements échangeurs ioniques Suite a une
différence dans leur charge nette, la densité et la répartition de ces charges a leur surface.
Lorsque 1’échantillon a purifier est appliqué sur la colonne, les molécules solubles, portant la
charge appropriée, se lient de fagon réversible a la matrice. L’élution de la colonne se fait en
appliquant des conditions défavorables en varient la force ionique ou le pH du tampon

d’élution.

Généralement les PS sont purifiés en fractions homogeénes par la chromatographie
d’échange d’anion (CEA) qui est une étape importante préliminaire, appliquée pour séparer
des PS acides, neutres.

Les échangeurs d’anions ont une structure tridimensionnelle avec un effet d’un tamis
moléculaire, les plus utilisés sont la DEAE-Sephadex, DEAE-Sepharose et la DEAE-
cellulose qui est le premier choix en raison de sa facilité de fixation et de diffusion des
polysaccharides.

Les PS acides peuvent étre adsorbés sur 1’échangeur au pH=6 tandis que les
polysaccharides neutres ne peuvent pas. En outre les PS acides peuvent étre élués a 1’aide
d’un méme tampon mais avec une force ionique différente. Pour les PS neutres la désorption
peut étre réalisée par la DEAE-cellulose de type borax avec une solution de borate de
différente concentration, 1’élution des fractions polysaccharidique est en fonction de leur
coordination avec le borax.

L’adsorption des PS neutres linéaires avec un poids moléculaire (PM) plus grand est
plus facile par apport a ceux qui ont un PM plus petits. Pour les PS a chaine droite leur
capacité d’adsorption est supérieure a celle des PS a chaine ramifiée.

En générale I’¢élution des PS s’effectue en utilisant des tampons avec une force ionique

différente (Shi, 2016).

111.2.1.3. Les conditions de la réalisation de la chromatographie d’échange d’ions
Les conditions du fonctionnement de ce systéme sont déterminées par 1’interaction de

ces trois critéres qui sont (Acikara, 2013) :
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» Le choix de la phase stationnaire ;
» La nature et le choix des constituants de la phase mobile ;

» La sélection des conditions de désorption (le choix du tampon).

111.2.1.4. Avantages
Selon Cummins, Rochfort, and O’Connor (2017), parmi les raisons de sa large
applicabilité, on peut citer:
» Sa haute puissance de résolution ;
Sa grande capacité de manutention de 1’échantillon ;
Sa polyvalence et son applicabilité large ;

Son co(t relativement faible ;

YV V V VY

Sa facilité d’utilisation et d’automatisation a 1’échelle industrielle.

111.2.1.5. Processus
D’apres Xu et al. (2009), I’extraction des PS végétaux a partir des croziers de fougeres
(Pteridium aquilinum) comprend les étapes suivantes :
> Dissoudre (100 g) de PS bruts dans de I’cau et filtrés a travers une membrane (0,45
um, Nucléopore).
» La solution a été appliquée a une colonne (DEAE-Sepharose), pré-équilibrée a un
débit rapide.
> Des fractions de (4 ml) pour chaque tube ont été collectées dans une élution avec
(500 ml) d’eau a un débit de (2 ml/min).
» La teneur en PS de chaque fraction a été détectée par la méthode d’acide phénol-
sulfurique. Les fractions appropriées (20) ont été concentrées, dialysées contre

I’eau et lyophilisées.

Les étapes de la purification sont résumées dans le diagramme suivant (figure 21) :
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Application sur colonne pré-
équilibré
Elution avec 500 ml d’eau a un

débit de 2ml /min

Concentration
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Figure 21 : Diagramme de la purification des PS végétaux par la chromatographie d’échange

d’anions.

111.2.2. La chromatographie de permeation sur gel

111.2.2.1. Définition

La chromatographie de perméation sur gel (CPG) également connue sous le nom de

chromatographie d’exclusion stérique (CES) ou chromatographie de filtration sur gel est une
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technique plus efficace de purification, séparation et caractérisation des polymeéres
synthétiques et naturels (Mohammad & Reineke, 2012).

La CPG est une technique analytique de séparation des composés d’un mélange
réactionnel sur base de leurs tailles moléculaires (Graves et al., 2004). Elle est fréqguemment
utilisée pour la purification des polysaccharides qui dérivent des plantes, mais aussi c’est une
opération complexe qui nécessite des codts éleves ce qui limite son application industrielle
(Kong et al., 2010; Tan, Li, Xu, & Xing, 2012).

111.2.2.2. Principe

Le principe de la CPG est basé sur la séparation des biomolécules en fonction de leurs
tailles. Le procéde de cette technique utilise des colonnes contenant des gels poreux a travers
lesquels les molécules diffusent a des degrés différents selon leurs tailles moléculaires. Les
petites molécules (figure 22) pénétrent dans ces pores et leur mouvement dans la colonne est
retardé. Inversement, les grosses molécules ne peuvent pas entrer dans ces derniers et sont

élués donc en premier (Stanton, 2004).
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Figure 22 : Schéma montrant une séparation des molécules de différentes tailles moléculaires

par la chromatographie de perméation sur gel (Mojsiewicz-Pienkowska, 2014).

La purification des PS par CPG consiste a séparer différents polysaccharides en se

basant sur leurs tailles et les mouvements de vitesse afin d’obtenir des polysaccharides
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homogenes. Avant d’effectuer cette opération, une étape d’élimination des impuretés peut étre
utilisée comme les petites molécules et les sels inorganiques.

Le gel de la phase stationnaire, ainsi que la colonne du gel doivent étre choisis en
fonction de la masse moléculaire des polysaccharides. Le gel de dextran, gel de
polyacrylamide et le gel d’agarose sont généralement utilisés comme phase stationnaire. Pour
I’éluant on utilise de 1’eau ionisée ou une solution de sel diluée.

La combinaison de la CEA et la CPG appliquée pour la purification des
polysaccharides visqueux qui subit une adhérence est considérait comme une méthode

efficace, douce et simple (Ren, Bai, Zhang, Cai, & Del Rio Flores, 2019).
111.2.2.3. Les conditions de la réalisation de la chromatographie de perméation sur gel

Lors de la conception d’une filtration sur gel, différents facteurs doivent étre pris en
compte (O’Fagain, Cummins, & O’Connor, 2017) :
» La taille et la concentration de 1’échantillon ;
Les parametres de la colonne ;
Le choix de la matrice ;
Le choix de I’éluant ;

L’effet du débit.

YV V V V

111.2.2.4. Processus

Les procédures de purification des PS isolés des écorces des tiges ( Acanthopanax
leucorrhizus) (ALP) rapportées par H.-B. Hu et al. (2018) sont décrites comme
suit (figure 23):

» L’extrait brut d’ALP a été purifié par la CEA.

» La solution éluée a été collectée et purifiée par filtration sur gel G-100 en utilisant
de I’eau distillée comme éluant a un débit de (15ml /h).

> Les fractions obtenues ont été recueillies, concentrées, dialysées et enfin

Iyophilisées pour obtenir de PS purs pour certaines analyses.
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Extrait brut d’ALP

Purification par chromatographie

d’échange d’anion

Solution éluée

Application a travers le gel
G-100
Elution a un débit de 15ml /h

Fractions

Concentration
............................... Dialyse et Iyophilisation

@ysaccharides pD

Figure 22 : Diagramme de la purification des polysaccharides par la chromatographie de

perméation sur gel.
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Tableau 111 : Les méthodes de purification des polysaccharides naturels (Ren et al., 2019).

La solubilité des Polysaccharides Obtenir des 1/Simple 1/Peut induire des
polysaccharides  bruts avec polysaccharides operation.  Co-précipitation.
Précipitation est  différente différentes avec différents
fractionnee. dans différents distributions poids moléculaire. ~ 2/Faible 2/Faible
solvants. des poids codt. efficacité.
moléculaire.
Adsorption Polysaccharides  Obtenir des 1/Une 1/Colt élevé.
réversible et acides, neutres polysaccharides
Chromatographie  adsorption des en particulier homogeénes. efficacité 2 /Débit d’éluant
d’échange liaisons. les élevée. facilement affecté
d’anions polysaccharides par le
qui se lient aux changement  des
protéines. volumes qui est
sensible aux pH
et & la force
ionique.
Principe du La plupart des Obtenir des 1/Rapide et 1 /Conditions
tamis polysaccharides polysaccharides pratique. strictes de
Chromatographie  moléculaire. bruts. homogénes  avec séparation.
de perméation sur différents poids 2/Haute
gel moléculaires. efficacité
du
processus.
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IV. Caractérisation des polysaccharides végétaux

En général, la plupart des PS naturels sont des bio-polymeéres de grande valeur par leur
large spectre d’activités biologiques. Les PS issus des plantes sont reconnus surtout pour leurs
activités antioxydantes et anticancéreuses. Cependant, de nombreuses études sur la
caractéerisation des PS ont pu conclure que ces fonctions sont liées étroitement a leurs
propriétés structurales (Yajie Chen, Jiang, Xie, Li, & Shi, 2018).

D’apres Jin, Zhao, Huang, Xu, and Shang (2012), les caractéristiques physique et
structurelles des PS sont définies généralement par :

» La composition et les séquences de monosaccharides ;
Le poids moléculaire ;
La configuration et la position de liaisons glycosidiques ;
Le degré de polymérisation des branches ;

La grandeur moléculaire ;

YV V V V V

La solubilité et les propriétés rhéologiques.

IV.1. La caractérisation structurelle

Depuis longtemps, I’analyse structurelle des PS a été le fondement des progres de la
glycoscience qui reste un domaine sous-développé a cause de certaines limites des approches
analytiques. Dans les années 1960, y’a eu développement de nouvelles méthodes telles que la
chromatographie gaz-liquide (CGL). Une véritable révolution dans le domaine de la recherche
des glucides grace a la spectrométrie de masse et des méthodes de spectroscopie par
résonance magnétique et nucléaire (RMN) développées vers les années 1970 et 1980.
L’introduction des techniques d’ionisations a la spectrométrie de masse (SM) a la fin du
20°™ siecle, le développement des chromatographies liquides de haute performance (HPLC)
et I’électrophorese capillaire (EC) a aussi fortement contribué dans 1’analyse des chaines des
PS (Kamerling & Gerwig, 2007).

En plus de ces méthodes instrumentales des méthodes chimiques telles que I’hydrolyse
acide partielle, ’oxydation par 1’acide périodique et dégradation de Smith sont aussi
importantes pour déterminer les caractéristiques structurales des PS (P. Zeng, Li, Chen, &
Zhang, 2019).

IV.1.1. Composition en monosaccharides
L’analyse des monosaccharides fournit des rapports sur les masses molaires, implique la

rupture de toutes les liaisons glycosidiques, permet le fractionnement des monosaccharides
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libérés, la détection et la quantification de chaque monosaccharide. C’est ’'une des approches
fondamentales d’étude structurelle des PS et leurs activités (Cao et al., 2013).

Les méthodes chromatographiques les plus largement utilisees dans cette analyse
comprennent la chromatographie sur couche mince (CCM), la chromatographie en phase
gazeuse (CG) et la chromatographie liquide de haute performance (HPLC).Une autre méthode
plus puissante dans la détermination des monosaccharides est la chromatographie d’échange
d’anion a pH élevé (HPAEC) couplée avec une détection ampérométrique pulsée (DAP) (Hu,
Cheong, Zhao, & Li, 2013).

L’analyse de la composition des monosaccharides trouve des difficultés dans leur
séparation et leur détection car ils sont hautement hydrophiles et la plupart d’entre eux sont

des épimeéres (Yan et al., 2016).

A) Les réactions chimiques
Des procédés de solvolyse tels que I’hydrolyse ou méthanolyse précédent parfois
I’analyse instrumentale afin de libérer les monosaccharides par clivage des liaisons

glycosidiques.

% L’hydrolyse acide

L’hydrolyse acide implique le clivage des liaisons glycosidiques entre les
monosaccharides par un acide fort et en présence de la chaleur. Pendant cette hydrolyse, les
monosaccharides libérés peuvent étre dégradés et pour éviter ce phénomene, I’hydrolyse doit
étre complete en faisant équilibrer la vitesse et le temps (vitesse commune et temps suffisant).
On utilise souvent de I’acide sulfurique et ’acide trifluoroacétique (TFA). Pour 1’acide
sulfurique peut étre difficile a éliminer, il peut donc provoquer des interférences avec
certaines analyses. Par contre le TFA est volatile donc facilement retiré avant 1’analyse
ultérieure (Cui, 2005).

% La méthanolyse
Une autre méthode alternative a 1’hydrolyse est la méthanolyse avec moins de
dégradation de monosaccharides et bonne performance de clivage des liaisons. Elle permet
une dépolymérisation des PS par méthanolyse acide (méthanol-HCL anhydre) (Costa et al.,
2012). La méthanolyse anhydre permet la libération des monosaccharides par clivage des
liaisons glycosidiques libérant ainsi les O-methyl glycosides qui sont plus stables que les

monosaccharides libres (Bohin et al., 2005). Pendant la methanolyse des PS, les
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monosaccharides neutres ou acides sont libérés et transformés en méthylglycosides, tandis

que les groupes carboxyle d’acides uroniques sont convertis en méthyle ester (Willfor et al.,

2009).

B) La chromatographie gazeuse

La CG est une méthode trés convenable pour I’analyse des mélanges complexes
notamment dans la détermination des monosaccharides en raison de sa haute resolution, sa
haute sensibilité et sa facilité du couplage aux autres détecteurs, telle que la SM qui fournit
souvent des informations structurelles complétes. La CG/SM est donc une excellente
technique pour I’analyse des glucides (Li, Wu, Lv, & Zhao, 2013).

La CG concerne les composeés volatiles. Les monosaccharides essentiellement ceux qui
sont issus des végétaux sont peut volatiles, nécessitent donc une dérivatisation, surtout comme
alditols-acétates (figure 24 ), pour augmenter leurs volatilité (Sparkman, Penton, & Kitson,
2011). Cependant, la transformation chimique de ces monosaccharides en dérivés nécessaires
peut améliorer les propriétés chromatographiques et la caractérisation de 1’analyte (Yi Chen,

Xie, Wang, Nie, & Li, 2009).

H2C_OH Hzc_OAC
H OH H——OH H——OAc
H/O NaBH, HO__H AC:O ACO__H
HO —— —_—
HO H H—1—OH H—1—O0Ac
H  "OH
H OH H—1—0H H—1—0Ac
CHon CHzoAC

Figure 24 : Formation des alditols acétates (Moldoveanu & David, 2015).

C) La chromatographie liquide de haute performance

La HPLC est une technique chromatographique importante pour I’analyse qualitative et
quantitative des glucides qui est largement utilisée dans 1’analyse de la composition des
monosaccharides acides, neutres et basiques (Guo et al., 2019).

Elle adapte différents modes de séparation des glucides : phase normale (interaction
hydrophile), échange d’ions, phase inversée et adsorption (sur colonnes poreuses). L’HPAEC
utilise une résine pelliculaire a base de polymére, équilibrée par une phase mobile alcaline.

Souvent combinée avec un détecteur ampérométrique puls¢ (PAD). C’est une méthode
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capable de fournir directement des informations sur la composition monosaccharidique
(Behan & Smith, 2011).

D) La détermination de la configuration D ou L

Une autre approche d’analyse des monosaccharides est la détermination de la
configuration absolue (D ou L) en utilisant la CGL. Le principe de séparation des
énantiomeres par CGL peut se faire directement sur phase stationnaire chirale ou par
conversion des énantiomeres en diastérioisomeres en utilisant un réactif chiral sur phase

stationnaire non chirale (Kamerling & Gerwig, 2007).

IV.1.2. Analyse des liaisons glycosidiques

Souvent, les activités biologiques des PS dépendent fortement de la position et la
configuration de leurs liaisons glycosidiques. L’analyse de position des liaisons glycosidiques
peut se faire par spectroscopie RMN, par méthylation et digestion enzymatique (Guan & Li,
2007).

A) La perméthylation

La perméthylation est souvent utilisée pour évaluer la position des liaisons glycosidiques
entre les monosaccharides. Cette analyse implique d’abord une perméthylation des PS et leur
hydrolyse en monomeéres (figure 25) qui seront ensuite analysés par CG-SM. La combinaison
entre ces deux méthodes donne souvent des informations sur la composition des chaines

principales et ramifiées (Nie, Cui, & Xie, 2017).
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/ Q /—Q
OH OMe )
HO MeO l—-(}— CH,
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CHyOH Me,SO/solid NaOH CH2OMe OMe
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OH OH Onte OMe
OH OMe
CH,OH CH,OMe
—Q
_Hydrolysia = OMe \ oH + +
MeO
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CHDOAc CHDOAc CHDOAc
! OMe OMe Ohe
NaBD, MeC —r MeO MeO
Ac;O/pyridine — OMe - OAc * MeO
} — OAc OAc —OAc
CH,OAc CH,0Ac CH,OMe

Figure 25 : Schéma représentatif de la réaction de perméthylation (Kamerling & Gerwig,
2007).

B) La résonance magnétique nucléaire
La RMN est la technique la plus puissante dans la caractérisation structurelle des PS. Elle

permet de déterminer la structure, la position et les séquences des liaisons glycosidiques.
L’anomérie o et B est aussi déterminée par cette technique (Wu et al., 2018; M. Zhang, Cui,
Cheung, & Wang, 2007).

La plupart des PS ont des résidus chargés ce qui fait augmenter leurs solubilités dans
I’eau et certains solvants tels que le diméthylsulfoxide (DMSO). Cependant, la RMN en

solution est tres efficace dans I’analyse structurelle de ces polymeres (Bubb, 2003).
IVV.2. Caractérisation physique
1V.2.1. Détermination du poids moléculaire
Le poids moléculaire est un facteur important pour les PS. Il représente leurs

spécificités moléculaires et leurs caractéristiques physico-chimiques et qui rentre en

corrélation avec leur activités biologiques (C. Zhang et al., 2019).
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Les PS sont poly-disperses en poids moléculaire. De nombreuses méthodes telles que la
CES, la méthode de pression osmotique (osmomeétrie), la méthode de diffusion de lumiére
(DL) sont utilisees pour déterminer le poids moléculaire des PS. Cependant, la CES est la
méthode chromatographique la plus utile pour étudier la distribution de la masse molaire des
PS. Elle est souvent couplée a un détecteur réfractométrique (He et al., 2018).

La chromatographie d’exclusion stérique de haute performance associée a un laser
multi-angle de diffusion de lumiere (HPSEC-MADL) est une technique trés efficace dans
I’étude des caractéristiques moléculaire des polymeéres. Elle est basée sur la diffusion des
particules. Les molécules avec grosses particules ont une grande capacité de diffusion (W. Liu
etal., 2016; Wu et al., 2014).

IV.2.2 Etude des propriétés rhéologiques

La rhéologie se définit comme étant la science de déformation et d’écoulement de la
matiére. Elle étudie les maniéres dont les matériaux répondent aux contraintes ou
déformations appliquées (Ronda, Pérez-Quirce, & Villanueva, 2017).

Les fonctionnalités des PS peuvent étre liées a leurs propriétés rhéologiques et a leur
structure. Cependant, les propriétés rhéologiques sont trés importantes pour 1’extraction, la
purification, la stabilité et développement de ces polymeéres. Chez les PS végétaux, le fort
caractere d’hydrophilicité et viscosité peuvent modifier leurs structures rhéologiques du

systeme fluide (Ronda et al., 2017; H. Zeng et al., 2015).

A) Détermination de la viscosité

Par définition, la viscosité est une résistance du fluide & I’écoulement. C’est est un
parameétre rhéologique fondamental des solutions de macromolécules (Bae, Oh, Lee, Yoo, &
Lee, 2008).

La viscosité d’une solution de polymeéres est liée a la taille relative et & la forme de ces
macromolécules. Les PS sont des polymeéres présentant a la fois des caractéristiques
visqueuses et ¢lastiques lorsqu’ils sont dissous dans des solvants aqueux formant ainsi des
solutions viscoélastiques (L. Wang, Wu, Li, Qiao, & Di, 2018).

La viscosémétrie est 1'une des méthodes les plus utilisées dans la détermination du
poids moléculaire des PS en raison de son instrumentation simple et minimale. C’est une
opération aussi simple avec une interprétation directe. La viscosité de la solution des PS

diluée est mesurée couramment par un viscosimetre (L. Wang et al., 2018).
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D’aprés Bae et al. (2008), la viscosité intrinseque est un moyen pratique pour
déterminer le poids moléculaire des polymeres essentiellement les PS comme suggéré par la
relation de MARK- Houwink :

[n] =KM?

n: Viscosité intrinséque.

M : Poids moléculaire.

K et a sont des coefficients.

Ces différentes méthodes de caractérisation sont illustrées dans le tableau ci-dessous.

Tableau I11: Les méthodes de caractérisation des PS.

Détermination et distribution HPCPG, pression osmotique, DL, viscosémitrie

du poids moléculaire

Analyse de la composition Hydrolyse acide, HPLC, CG, CG/SM

en monosaccharides

Analyse des liaisons glycosidiques Meéthylation, CG/SM, CL/SM

Les formes anomériques (a, ) Hydrolyse acide, spectroscopie infrarouge,
résonance magnétique

Position en monosaccharides. Méthylation, oxydation de Smith, oxydation
périodique, CG/SM, résonance magnétique
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IV.3. La caractérisation biologique

La diversité structurale, chimique et les propriétés physiques des PS quelle gue soit
leur origine (animale, végétale ou microbienne) confére a ces molécules de nombreuses
activités biologiques et des propriétés pharmacologiques. Actuellement, plusieurs études
montrent que les PS possedent de nombreuses activités biologiques et une variété de
fonctions, en particulier des effets sur la fonction immunitaire et des avantages potentiels pour
la santé humaine, comprenant [P’activit¢é antioxydante, antitumorale, antivirale,

neuroprotectrice et immunorégulatrice (P. Wang et al., 2016).

IV.3.1. Activité antioxydante

Certains auteurs ont montré que de nombreux PS végétaux sont considérés comme des
antioxydants potentiels, qui jouent un réle important dans la prévention des dommages
oxydatifs induits par le stress oxydatif chez 1’organisme vivant.

Lors d’un stress oxydatif, des molécules spécifiques appelées espéces réactives
d’oxygene (ERO) sont genérées, tels que les radicaux libres. Ces molécules sont impliquées
dans différentes pathologie comme le cancer, les maladies cardiovasculaires, la polyarthrite
rhumatoide, I’athérosclérose et dans les processus dégénératifs associés au vieillissement.

L’évaluation de I’activité antioxydant des PS est déterminée par plusieurs tests tels
quel,ldiphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH), 1’acide 2,2’-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-
sulphonique) (ABTS), 1’analyse de la puissance du radicale antioxydant et de réduction de la
ferrique (FRAP) (Garcia-Vaquero, Rajauria, O'doherty, & Sweeney, 2017).

Le pourcentage d’inhibition de DPPH est calculé par 1’équation suivante (Bandoniene,

Murkovic, Pfannhauser, Venskutonis, & Gruzdiené, 2002) :
% d'inhibition = Ag - Ay / Ag x 100
Ay est I’absorption du contrdle a t=0.
A est I’absorption de la solution de la réaction.
Le pourcentage de réduction du radicale ABTSe+ a été calculé par la formule ci-
dessous (Athmouni, Belhaj, EI Feki, & Ayadi, 2018):

% d,il’lhibition = [(Acontr0| — Atest) /Acontr0|] X 100

Acontrol €st I’absorption de la réaction de controle.

Avest est I’absorption de 1’extrait de la réaction.
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L’activité antioxydante des PS dépend de plusieurs parametres, le type et la position
des groupes fonctionnels, le type de saccharide ainsi que des branchements glycosidiques (S.
K. Chen, Tsai, Huang, & Chen, 2009).

IV.3.2. Activité anti-inflammatoire

L’inflammation est une réaction de défense contre diverses agressions externes ou des
lesions cellulaires qui induisent la libération des médiateurs du systéme immunitaire au site de
I’inflammation (Espinoza et al., 2019) ;elle est considérée comme un facteur de risque
permettant de développer ou d’aggraver de nombreuses maladies (S.-J. Wang et al., 2019).
Cette réaction fait appel aux anti-inflammatoires comme traitement, qui agissent d’une fagon
purement symptomatique (Muster, 2005).

Ces dernieres années, la recherche des PS bioactifs est devenue un point d’intérét en
raison de leurs propriétés pharmacologiques intéressantes dont 1’activité anti-inflammatoire,
qui joue un role important dans I’inhibition de 1’expression des chémokines, et 1’activité
enzymatique dans la réaction inflammatoire (Yu, Shen, Song, & Xie, 2018).

Selon Lee et al. (2006), les PS acides possédent un effet inhibiteur contre 1’adhérence
des agents pathogénes microbiens aux cellules cibles telles que les cellules épithéliales
gastriques, sans entrainer d’effets indésirables sur les bactéries bénéfiques et commensales.
Des polysaccharides extraits de (Morindacitrifolia Linn) ont montré une efficacité anti-
inflammatoire potentielle en réduisant la migration de leucocytes au site d’inflammation et
inhibé la production des cytokines pro-inflammatoire (Sousa et al., 2018).

L’évaluation de ’activité anti-inflammatoire est réalisée en deux parties, soit in vivo
ou in vitro.

% L’activité anti-inflammatoire in vivo

Le test d’inflammation aigue de la patte induite par les carraghénanes chez les souris
repose sur I’injection de la solution de carraghénane sous I’aponévrose de la patte de la souris,
cela provoque une réaction inflammatoire qui peut étre réduite par un produit anti-
inflammatoire.

On peut aussi mentionner le test d’cedéme de ’oreille induit par le xylene chez les souris.
Son principe repose sur I’initiation d’cedéme de I’oreille par I’injection de xylene sur la
surface externe et interne de 1’oreille de chaque souris, la différence de 1’épaisseur de I’oreille
est calculé avant et aprés 1’application du xylene (Rotelli, Guardia, Juarez, De la Rocha, &
Pelzer, 2003).
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D’aprés Ndiaye, Sy, Dieye, Touré, and Faye (2006), I’activité anti-inflammatoire est

exprimée par la formule suivante :

% d’inhibition = (% AUG témoin - % AUG traité) x100 / % AUG

% AUG est le pourcentage d’augmentation du volume de la patte, calculé par la formule

suivante :

% AUG = (Volume de la patte au temps t — volume initial V) X100/ Volume initial (Vo)

% L’activité in vitro

Le test d’inhibition de la dénaturation des protéines qui est basé sur la capacité de 1’extrait
polysaccharidique a empécher la dénaturation thermique des protéines. Le pourcentage
d’inhibition de la dénaturation des protéines (% inhibition) est calculé par la formule suivante
(Chandra, Chatterjee, Dey, & Bhattacharya, 2012) :

% d’inhibition = (1 — V/ ;) x100

V. est I’absorption de 1’échantillon.

V. est I'absorbance du contréle (extrait ou étalon).

IV.3.3. Activité anticancéreuse

Le cancer est un probleme majeur de santé publique dans le monde et la deuxieme
cause de déces apres celle des maladies cardiovasculaires. La chirurgie, la chimiothérapie sont
habituellement les traitements principaux pour traiter le cancer. Actuellement, plusieurs
études ont montré I’efficacité des médicaments anticancéreux extraits a partir des ressources
naturelles en raison de leurs effets secondaires minimes (Xie et al., 2013).

Les PS montrent un effet anticancéreux contre les cellules tumorales en induisant une
prolifération plus élevée des lymphocytes et ils sont utilisés comme un médicament anti-
tumorale naturel (Wei, Mao, Cai, & Wang, 2011).

C. Liu et al. (2006) ont signalés que les macrophages présentent une excellente cible
pour I’immunothérapie des tumeurs, et que 1’acemannane, en tant qu’un modificateur d’une
réponse biologique de nature polysaccharidique et un puissant stimulateur cellulaire, pourrait
améliorer la reconnaissance de 1’antigéne en induisant la cytotoxicité dans les cellules

péritonéales murines.
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En outre, ’activité anticancéreuse du PS dépend du poids moléculaire, de la
composition en monosaccharide et la conformation des chaines, permettant ainsi d’améliorer
I’activité anti-tumorale par I’augmentation de liaisons avec les récepteurs sur les cellules
immunitaires (X. Chen, Xu, Zhang, & Zeng, 2009).

Xie et al. (2013) ont démontré que les PS issus du (Cyclocarya paliurus) (CPP)
possédent un effet anticancéreux sur la croissance des cellules HELA du cancer gastrique
humain. L’effet d’inhibition du CPP sur la croissance de ces cellules cancéreuses a été
déterminé in vitro par le test de bromure de 3-(4,5-diméthylhiazol-2yl) -2,5-
diphenyltetrazolium (MTT).

IV.3. 4. Activité prébiotique

La notion des molécules prébiotiques a été définie pour la premiére fois en 1995 par
Gibson et Roberfroid. Ces molécules sont définies comme des ingrédients alimentaires non
digestibles qui stimulent de maniére sélective au niveau de 1’intestin gréle la multiplication ou
’activité d’un nombre limité de groupes bactériens susceptibles d’améliorer la physiologie de
I’hote, ils sont fermentés par le microbiote de I’intestin (Saad, Delattre, Urdaci, Schmitter, &
Bressollier, 2013) Le microbiote intestinal est un écosysteme dynamique et complexe, qui
correspond a un ensemble de bactéries présentes le long du tube digestif, dont la composition
totale est variable au cours du temps. Cette population microbienne vit en symbiose avec son
hote. 1l a été dévoilé que ces microbiotes jouent plusieurs réles dans la physiologie intestinale
mais aussi dans la santé de 1’héte, tel que la maturation du systeme, la production des
vitamines, la digestion des PS végétaux (figure 27) (Bourlioux, 2014).

Les groupes bactériens concernés sont essentiellement les bifidobactéries et les

lactobacilles (Cummings & Macfarlane, 2002).
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Colonisation des résidus alimentaires
par les bactéries coliques.
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Figure 27 : Le mécanisme de digestion des PS par le microbiote intestinal (Bourlioux,
2014).

Selon Laparra and Sanz (2010), les prébiotiques présentent plusieurs effets bénéfiques
pour la santé, ils permettent:

» L’amélioration du transit intestinal ;
» Un effet protecteur contre diverses maladies comme 1’athérosclérose, le cancer,
I’obésité, le diabéte ;
> lls peuvent modifier la composition de la flore intestinale ainsi que les métabolites.
Selon Laparra and Sanz (2010), trois critéres sont necessaires pour mesurer 1’efficacité
d’un prébiotique :
» La résistance a ’acidité de 1’estomac et aux activités enzymatiques du systéme
digestif ;
» La possibilité d’étre fermenté par les micro-organismes de la flore intestinale ;
» La stimulation de la croissance des bactéries bénéfiques au niveau de I’intestin.
Ces criteres sont prouvés par des tests microbiologiques, ou par des tests in vitro qui
nécessitent la transition vers des tests in vivo afin qu’un ingrédient alimentaire soit validé

comme prébiotique. L’étude primaire du potentiel prébiotique d’un PS passe par un test de
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digestibilité in vitro afin de Vvérifier la résistance du PS aux conditions gastriques, en présence
d’un PS, principalement 1’inuline et le fructo-oligosaccharide (FOS) sont utilisés comme
référence. La majorité des prébiotiques sont des oligosaccharides. L’inuline et les trans-
galacto-oligasaccharides (TOS) sont deux ingrédients alimentaires les plus utilisés
(Roberfroid, 2007).

Bornet, Brouns, Tashiro, and Duvillier (2002) décrivent les FOS a courte chaine comme
prébiotiques avec différents effets positifs qui sont attribués a la faible valeur calorique, la
modulation de la flore intestinale, 1’amélioration de la motilité intestinale, la stimulation de
I’absorption des minéraux ainsi que la prévention des infections intestinales.

Le xylooligosaccharide (XOS) est le produit d’hydrolyse du xylan, est avéré de trés
bonnes propriétés pour les bactéries commensales intestinales comme substrat. Les acides
gras a chaine courte, produite par sa fermentation améliorent la santé épithéliale intestinale et
régulent le processus métabolique (Singh, Banerjee, & Arora, 2015).

En tant qu’ingrédient alimentaire fonctionnelle, les XOS provoquent des effets
bénéfiques par sa capacité d’améliorer la croissance bactérienne (bifidobactéries et
lactobacilles), la fermentation et 1’amélioration de la croissance intestinale, 1’absorption des
minéraux, possedent également des effets antioxydant, antiallergique, antimicrobien,
immunomodulateur, anti-cancérigéne ainsi que [’activité¢ antitoxique (Moure, Gullon,

Dominguez, & Parajo, 2006).
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Conclusion

Le travail présenté dans ce contexte est porté sur 1’étude des polysaccharides issus du
regne vegétal. Son objectif est focalisé sur les différentes méthodes d’extraction, de
purification, de caractérisation structurelle et physicochimique, ainsi que I’évaluation de leurs
activités biologiques.

Les polysaccharides végétaux appartiennent a une classe structurellement diversifiée
de macromolécules, constitués de longues chaines linéaires ou ramifiés de monosaccharides,
liées entre elles par des liaisons glycosidiques. 1ls peuvent é&tre classés en
homopolysaccharides ou hétéropolysaccharides selon leurs unités de construction, ou selon le
role qu’ils exercent comme réserve énergétique ou structurel, utilisés dans nombreuses
industries notamment en cosmétiques, en produits pharmaceutiques, en médecine, en
agroalimentaires et dans le textile.

Dans ce travail, plusieurs techniques d’isolement des polysaccharides végétaux ont été
développées. L’extraction a 1’eau est la méthode traditionnelle la plus couramment utilisée en
laboratoire et applications industriels en raison de sa nature économique et son utilisation
pratique. Des techniques innovantes telles que 1’extraction assistée par micro-ondes, par
fluides supercritique et aux ultrasons ont ét¢ utilisées afin d’améliorer les procédés
d’extraction.

La purification constitue une étape trés importante aprés le procédé d’isolement. Les
techniques chromatographiques telles que la chromatographie de perméation sur gel
d’échange d’anion et la technique de précipitation fractionnée a I’éthanol sont les plus
utilisées dans la séparation des polysaccharides des autres impuretés en raison de leurs effets
d’épuration.

La caractérisation de ces macromolécules permet d’identifier leurs caractéristiques
structurelles, physicochimiques et leurs propriétés biologiques notamment 1 activité
antioxydant, anti inflammatoire, anticancéreuse et 1’effet prébiotique, qui sont bénéfiques
pour la santé humaine. On outre, ces caractéristiques structurelles telles que la composition en
monosaccharides, le type de liaisons glycosidiques et les propriétés physicochimiques comme

la rhéologie et le poids moléculaire, ont une influence sur ces activités biologiques.
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Perspectives

Il est souhaitable d’optimiser les conditions d’extraction a savoir, la température, le
temps d’extraction et le ratio solide-liquide a fin d’augmenter le rendement en
polysaccharides vegétaux.

Une étape de purification devrait précéder 1’analyse pour ne pas influencer les résultats.

Pour mieux connaitre les activités biologiques, il est souhaitable de refaire les tests avec
différentes dilutions pour identifier la cinétique et/ou la dose optimale pour un effet
biologique précis.

Malgré les recherches avancées sur les polysaccharides, les études restent encore
insuffisantes en comparant leurs grands nombres. Il sera donc intéressant d’identifier et de
caractériser de nouvelles activités biologiques des polysaccharides en particulier ceux
d’origine botanique afin d’augmenter leur exploitation dans différents domaines notamment

en médecine et I’agroalimentaire comme remeédes naturelles.



Résumé

Les plantes sont considérées comme source potentielle de nombreuses molécules
bioactives ayant des activités biologiques intéressantes. Parmi ces principes actifs on trouve
les polysaccharides qui font 1’objectif de notre étude. Les polysaccharides végétaux sont des
macromolécules largement répandus dans la nature, représentant un groupe diversifié de
glucides avec une structure complexe. lls peuvent étre classés selon la structure ou selon le
role biologique qu’ils exercent. Plusieurs méthodes peuvent étre appliquées pour leur
I’extraction et purification dont le choix de la méthode adéquate est basé sur les propriétés et
les caractéristiques de ces composés. Ces substances ont montré de nombreux avantages
potentiels pour la santé humaine grace a [I’activité antioxydante, anti-inflammatoire,
prébiotique et anticancéreuse qui justifie leur large exploitation en médecine et en produits

pharmaceutiques. Ces bioactivités sont corrélées avec leur composition physicochimique.

Mots clés: Les polysaccharides, extraction, purification, caractérisation, activités

biologiques.

Summary

Plants are considered to be a potential source of numerous molecules with interesting
biological activities. Among these active ingredients we find polysaccharides which are the
focus of our study. Plants polysaccharides are widely responded macromolecules in nature,
representing a diverse group of carbohydrates with a complex structure. They can be
classified according to the structure or according to biological role they perform. Several
methods can be applied in isolation especially in purification, whose choice of appropriate
method is based on properties and characteristics of these compounds. These substances have
shown many potential benefits for human health thanks to their antioxidant, anti-
inflammatory, prebiotic and anticancer activity which justifies their wide use in medicine and

pharmaceutical products.

Keywords: Polysaccharides, extraction, purification, characterization, biological activities.
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