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1 Introduction

Le Sahara (c_odUel zualdl-Sahra’ al-Kubra) est le plus vaste désert chaud et aride de la
planéte avec une surface de 8,5 millions de km”. Il est localisé sur toute la partie nord du
continent africain et s'étend sur plus de 5000 km d'ouest en est. Son climat, caractérisé par des
précipitations tres faibles et des températures extrémes, est a 1“origine de 1“émergence d“une
flore et d“une faune spécifiques et parfois endémiques a cet environnement. Comme cest
souvent le cas, cette adaptation des organismes a un environnement singulier s‘est
accompagnée de 1“apparition de nouvelles fonctions biologiques et de métabolites spécifiques.
Loin d“€tre dénu¢ de vie végétale et malgré son aspect trés minéral, le Sahara n“échappe pas a
cette régle et la caractérisation de sa flore a déja permis d“identifier de nombreuses especes
décrites nulle part ailleurs. L“inventaire de cette biodiversité fragile est en partie motivé par la
recherche de nouveaux principes actifs qui peuvent, a terme, devenir un des leviers permettant
la préservation des especes de cet environnement. En effet, de nombreuses plantes
Sahariennes sont utilisées pas les populations locales en médecine traditionnelle pour leurs
propriétés thérapeutiques. Le changement de style de vie de ces populations et “utilisation de
pratiques thérapeutiques modernes est a 1°origine de la disparition progressive de ces usages et
d“une partie des connaissances ethnobotaniques accumulées au cours des siecles. Leur
recensement et [“identification des composés végétaux a 1“origine de ces pratiques est donc
d“un intérét de premier ordre en vue de la préservation de cette flore et de son éventuelle
exploitation. Appliquer aux polysaccharides, ce constat est particuliecrement vérifi¢ dans le
contexte des plantes issus d“environnements désertiques. En effet, les plantes se développant
dans les climats chauds et arides doivent faire face a des périodes de dormance parfois tres
longues et lutter contre le manque d“eau. Cette adaptation, fruit de 1“évolution, a doté ces
plantes d“un certain nombre de particularités physiologiques leur permettant de limiter les
déperditions d“eau et d“accumuler les substances de réserve. Les polysaccharides jouent un
role de premier plan dans cette adaptation. Ces polyméres de tres grande taille pouvant inclure
dans leur structure plusieurs monosaccharides différents (pentoses et hexoses) liés par des
liaisons O-glycosidiques sont pour la plupart hydrophiles du fait de leurs nombreuses

fonctions hydroxyle.
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Cette forte affinité pour I“eau leur confeére le statut d“hydrocolloides aux propriétés
¢paississantes, gélifiantes ou stabilisantes et est largement exploitée en industrie dans des
secteurs tres divers allant de 1“industrie agro-alimentaire a la peinture en passant par le
traitement des eaux usées ou la production d“encres et de peintures. Les roles physiologiques
de ces polysaccharides sont le maintient de la structure des tissus végétaux (cellulose,
hémicellulose ou pectines par exemple) ou le stockage de substrats carbonés (amidon ou
galactomannane). Ces deux fonctions biologiques ont longtemps été les seules attribuées aux
polysaccharides. Cependant il est désormais acquis que ces biopolymeres peuvent également
étre porteurs dactivités biologiques et étre fortement impliqués dans certaines voies de
signalisation cellulaire. L“inventaire des structures existantes est encore trés incomplet et son
exploration est souvent associée a I“identification de nouveaux polysaccharides porteurs
d“activités biologiques et donc a la compréhension de relations structures-fonctions,
permettant ainsi d“expliquer les usages de certaines plantes en médecine traditionnelle. Dans
ce contexte, le Ministere des Affaires Etrangéres et du Développement International
(MAEDI) et le Ministére de I'Education Nationale, de I"Enseignement Supérieur et de la
Recherche Frangais en partenariat avec le Ministére de 1'Enseignement Supérieur et de la
Recherche Scientifique Algérien ont financé une étude dans le cadre d“un programme Hubert
Curien Tassili d“une durée de trois ans visant a rechercher la présence de polysaccharides
valorisables chez plusieurs plantes terrestres collectées dans le Sahara Septentrional Est
Algérien. Ce programme s“intitule : « Etude physico-chimique et biochimique des
polysaccharides extraits d“une sélection de plantes spontanées a caractére médicinal récoltées
dans le Sahara Septentrional Est Algérien ». Dans ce projet (PHC Tassili 15MDU933,
Campus France 33195UK),une partie du travail a été organisée sous la forme d“une thése en
cotutelle entre le Laboratoire de protection des écosystemes en zone arides et semi arides
(ECOSYS) de I"Université Kasdi Merbah (Ouargla, Algérie) et 1'Institut Pascal (UMR CNRS
6602) de I"Université¢ Clermont Auvergne (Clermont-Ferrand, France). Il a consisté a détecter,
extraire, purifier et caractériser les polysaccharides présents dans les tissus de deux plantes
Sahariennes : Plantago notata Lagasca (Plantaginaceae) et Urginea noctiflora Batt. et Trab.
(Liliaceae). L objectif initial était double. 11 s“aggisait, d“une part, a explorer le potentiel de
ces plantes comme source de polysaccharides de structure originale et, d“autre part, a corréler
ces structures a des activités biologiques et des propriétés techno-fonctionnelles

potentiellement valorisables.



Le choix de ces deux plantes comme objet d“¢tude ne s“est pas fait au hasard et a été motivé
par une étude ethnobotanique préalablement réalisée par le Laboratoire ECOSYS dans la
région de Ghardaia.Le manuscrit, fruit de trois ans de thése adossés au projet Tassili,
s“articule autour de trois grandes parties.

Dans un premier chapitre une synthése bibliographique nous a permis de mieux cerner
quelques aspects de taxonomie propres aux plantes faisant 1“objet de cette étude. La structure
et la compartimentation des polysaccharides végétaux pariétaux et plus particulierement celle
des xylanes a ensuite été traitée. Les différentes propriétés biologiques et physico-chimiques
de ces macromolécules ont enfin été détaillées.

Une seconde partie intitulée matériel et méthodes décrit les principales techniques utilisées
dans cette étude.

Enfin, un troisieme chapitre intitulé, résultats commentés, présente et discute les résultats
obtenus pour les deux extraits de plantes selon la méme méthodologie de travail. Dans un
premier temps, cette méthodologie a consisté a mettre au point des protocoles d“extraction des
polysaccharides, a caractériser leurs structures puis a établir leurs propriétés physico-

chimiques et leurs propriétés biologiques.



2 Etatde l'art

2.1 Généralités sur les plantes sahariennes

La répartition des végétaux a la surface du globe est conditionnée par trois facteurs
principaux, a savoir (i) I“eau, (ii) la température et (iii) la lumiere. Lorsque ces trois
conditions sont suffisamment bien remplies, le tapis végétal atteint son plein développement
(Ozenda, 1977). Le terme « désert » est réservé aux régions ou le facteur limitant est 1“eau ce
qui conduit ades secheresses extrémes (Ozenda, 1983). Les biogé€ographes ont divis¢ le
Sahara en six unités fondamentales ; le Sahara Septentrional, le Sahara Méridional, le Sahara
Central, les Montagnes Sahariennes, le Sahara Occidental et le Sahara Atlantique (Le
Houerou, 1990) (Figure I). Le Sahara Septentrional Algérien est soumis a une forme extréme
du climat méditerranéen. Il appartient au plus grand désert chaud du monde, le Sahara, qui
représente 10 % de la surface du continent africain. Il est caractérisé par son extréme aridité.
Le tapis végétal est discontinu et trés irrégulier. Les plantes utilisent surtout les emplacements
ou le ravitaillement en eau est le moins défavorable (Ozenda, 1977 ; Le Houerou, 1995). La
végétation y est tres clairsemée, les arbres sont aussi rares que dispersés et les herbes n*y
apparaissent que pendant une période trés bréve de 1“année quand les conditions deviennent
favorables (Chopra et al., 1960). Selon le mode d“adaptation a la sécheresse, la flore
saharienne peut étre divisée en deux catégories de plantes. Les premicres, qualificées de
plantes éphémeres, ou encore « achebs », n“apparaissent qu“apres la période des pluies et
effectuent tout leur cycle végétatif en un a quatre mois avant que le sol ne soit desséché. Les
secondes sont les plantes permanentes ou vivaces qui peuvent faire preuve d“une vie ralentie
durant de longues périodes et sont dotées de mécanismes d“adsorption racinaire et de rétention
d“eau performants (Le Houerou, 1995 ; Ould El Hadj et al., 2003 ; Chehma et Djebar, 2008).
Les principales familles botaniques auxquelles appartiennent la plupart des plantes
médicinales des régions arides sont les Amaryllidacées, les Asclépiadacées, les Cactacées, les
Capparidacées, les Chenopodiacées, les Composées, les Cucurbitacées, les Labiées, les
Légumineuses, les Liliacées, les Ombelliféres et les Solanacées (Chopra et al., 1960). Le
Sahara Septentrional Algérien se caractérise par la dominance des especes Saharo-arabiques
xérophiles (organismes extrémophiles vivant dans des milieux trés pauvres en eau) (Quezel
1983 ; Maiza et al., 1993 ; Hammiche et Maiza, 2006). L*“¢tude et la caractérisation des zones
arides ont, entre autres, pour but de déterminer le potentiel de la végétation naturelle ainsi que

les possibilités d*y introduire des cultures utiles pour “homme.
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Figure 1. Limites du Sahara Septentrional en Algérie. ----- : Crétes principales de 1*Atlas
Saharien. ...... : la limite Septentrional de maturation de dattes. ....... : Limite méridionale de

la nappe d“Alfa. x :Stations d“Alfa (Ozenda, 1977).

2.1.1 Plantes médicinales du Sahara et Ethnobotanique

Les ressources végétales spontanées du Sahara constituent une flore riche en especes de
plantes supérieures dont une partie est utilisée par les populations locales comme plantes
médicinales (Ozenda, 1983). Ces plantes utilis€ées dans la médecine traditionnelle, constituent
une source potentielle de nouveaux principes actifs d“origine naturelle, au regard des usages
dans la médecine populaire (Bourmita et al., 2013 ; Fakchich et Elachouri, 2014). L“Algérie
est un exemple typique de pays méditerranéen ayant une longue tradition médicale basée sur
“utilisation de plantes médicinales (Boughrara et Belgacem, 2016). L*Algérie est caractérisée
par une flore riche en plantes médicinales et aromatiques, enraison de sa diversité climatique
et topographique et est considérée comme [“un des pays arabes les plus riches en matiere de
diversité végétale avec 3164 espéces de plantes vasculaires (Benarba et al., 2015). Au Sahara,
I“intérét porté a la médecine traditionnelle s“explique tout d“abord par le fait qu“elle est une
partie intégrante de la culture des populations qui y recourent. Il s“explique également par le
fait que la richesse et la diversité de la flore du Sahara constitue une source potentielle de

principes actifs et constituent un atout pour la recherche scientifique (Ghourri et al., 2012).



Le monde prend de plus en plus conscience du potentiel médical des ressources naturelles qui
fournissent des maticres premires nécessaires a la fabrication des médicaments a base de
plantes et des produits cosmétiques naturels. Malgré ces divers usages, les plantes médicinales
du Sahara Algérien sont trés peu exploitées malgré leurs potentialités, leur réle dans la
médecine traditionnelle et la préservation de la biodiversité (Cheriti et al, 2005). Les
informations phyto-chimiques disponibles sur les plantes utilisées dans la médecine
traditionnelle du Sahara Septentrional Est algérien concernent des propriétés anti-oxydantes
(Ge et al., 2009 ; Liang et al., 2011 ; Liu et al, 2017), prébiotiques (He et al., 2016 ; Mueller et
al.,, 2017), anti-diabétiques (Tong et al., 2008 ; Zou et al., 2010 ; Guo et al., 2017) et
immunomodulatrices (Wu et al., 2016 ; Bo et al., 2017 ; Sun et al., 2017).

2.1.1.1 Importance et utilisations

Au fil des siecles, les humains ont utilisé les plantes pour la nourriture et pour leurs propriétés
pharmacologiques (Li et Xing, 2016 ; Tandon et Yadav, 2017 ; Muddathir et al., 2017 ;
Petroni et al, 2017). Ces plantes contiennent une variété de métabolites secondaires
susceptibles d“€tre des agents biologiques (Wink, 2007 ; Monzote, 2010 ; Zarate et al., 2008 ;
Aidi Wannes et Marzouk, 2016 ; Sadat-Hosseini et al., 2017). Différentes méthodes
d“utilisation des plantes médicinales ont été¢ décrites, tels que la macération, 1“infusion, les
tisanes, les poudres et les compresses (Sofowora, 2010 ; Ziani et al., 2015). L ethnobotanique
est I"¢tude des relations entre 1"¢tre humain et les plantes (Martinez, 2009 ; Ur Rhaman et al.,
2016 ; Upasani et al., 2017). Elle a permis, par exemple, 1“identification de plusieurs
composés actifs grace a I“inventaire de plus de 46 especes du Cameroun(Telefo et al., 2011)
ou 106 especes Algériennes (Ouelbani et al., 2016) dans le cadre d“investigations
é¢thnobotaniques, renforcant 1“importance de la pharmacovigilance appliquée aux herbes
médicinales. Comprendre les « connaissances de nos ancétres et 1“apprentissage de la nature »
devrait étre le paradigme pour les années a venir (Verpoort, 2017). Selon 1“Organisation
Mondiale de la Santé (OMS), 80 % de la population des pays en voie de développement se
soignent avec les plantes médicinales (Moshi et Mhame, 2013 ; Yaya et Kengne, 2014 ;
Picking, 2017). Parmi les 252 médicaments essentiels pour les soins de santé de base, 11%
sont dorigine végétale (Hajjaj et Bahlouli, 2016). Sur les 422000 plantes a fleurs signalées
dans le monde, environ 50000 ont été utilisées comme plantes médicinales. Parmi elles, seules
5000 ont été testées phyto-chimiquement afin d“identifier des composés actifs qualifiés de

principes actifs (Wagner et Wolff, 2012 ; Bibi et al., 2014).



L utilisation d“extraits bruts et de principes actifs isolés a partir de plantes médicinales est
considéré par de nombreux auteurs comme plus acceptable et soutenable (Mediani et al., 2016
; Barkaoui et al., 2017). Cette considération s“explique en partie par les faibles colits de
production, la disponibilité, 1“accessibilité et la faible toxicité des végétaux (Yehya et al.,
2016 ; Eddouks et al., 2017). La présence de principes actifs dans les plantes dépend de
facteurs extrinséques liés au milieu (sol, et surtout climat) et de facteurs intrinséques propres a
une espéce ou a une lignée (Chopra et al., 1960). Ainsi méme si une plante dispose du
patrimoine génétique lui conférant la capacité de synthétiser un principe actif donné elle ne
sera en mesure de le faire que dans des conditions climatiques bien précises. De méme, au
sein d“une méme espeéce on peut constater des différences individuelles marquées dans
I“aptitude a ¢élaborer un principe actif donné. (Chopra et al., 1960). On peut distinguer les
plantes a alcaloides, les plantes a essences et les plantes a mucilages (Hota, 2007). Les plantes
a essence sont caractérisées par leur teneur en huiles essentielles (caractére xérophytique).
Elles sont plus nombreuses dans les habitats arides que dans les régions humides car les huiles
essentielles forment un film qui abaisse la tension de vapeur (Lawal et Ogunwande, 2013 ;
Al-Masri, 2015 ; Zuzarte et Salgueiro, 2015). Les especes dont les organes végétatifs
renferment des mucilages sont également plus abondantes dans les zones arides. En effet, ces
substances jouent un role dans la rétention de 1“eau (Bhatt et al., 2016 ; Kalegowda, 2017 ;
Okamoto et Yano, 2017). La formation de gommes chez certaines especes xérophiles dépend
du manque d“humidit¢ de 1“atmosphére et du sol (Chopra et al, 1960). Le mucilage
s“accumule chez certaines especes dans 1“enveloppe des graines (tégument), dans la couche
cellulaire la plus externe de 1“épiderme et dans les cellules souches appelées cellules
mésenchymateuses. Ils représentent de 3% a 10% de la masse de la graine (Ziolkovska, 2012 ;
Francoz et al., 2015 ; Roulard et al., 2016 ; Santos Fernandez et Salas-Mellado, 2017). Le
Tableau Idresse un inventaire non exhaustif mais relativement vari¢ de différentes activités

biologiques relevées au sein d“extraits de plantes sahariennes.



Tableau 1.Activités biologiques de différents principes actifs issus de plantes sahariennes (source personnelle).

Espeéces

Parties utilisées

Principes actifs

Activités biologiques

Références

Plantes a alcaloides

Peganum harmala L.
(Zygophyllaceae)

Atriplex halimus
(Amaranthaceae)

Ziziphus Lotus (Rhamnaceae)

Genistaquadriflora Munby
(Fabaceae)

Colchicum autumnale L.
(Liliaceae)

Lupinus tassilicus Maire
(Fabaceae)

Hammada scopariaPomel
(Amaranthaceae)

Fumaria officinalis
(Fumariaceae)

Graines
Tiges

Feuilles
Tiges

Racines

Feuilles
Tiges

Feuilles
Tiges

Graines

Feuilles
Tiges

Feuilles
Tiges
Fleurs

[-carbolines
(harmine, harmaline,
harmane)

Bisbenzylisoquinolines
(néothalfine et thaliatrine)

Cyclopeptides (lotusine Al
et lotusine D2)

Quinolizidines
Piperidines

Démécolcine

Epilupine
Multiflorine

Carnégine
N—méthylisosalsoline

Isoquinolines (stylopine,
srotopine et
bicuculline)

Anti-inflammatoire
Anti-cancéreuse

Anti-oxidante

Anti-diabétique

Anti-bactérienne
Anti-fongique

Immunomodulatrice

Anti-oxidante
Anti-bactérienne

Anti-oxidante
Antibactérienne

Anti-oxidante
Antibactérienne

Bensalem et al. (2014)
Bournine et al. (2017)

Benhammou et al. (2009)
Emam (2011)

Ghedira et al. (1993)

Kacem et al. (2014)

Fabricant et Farnsworth (2001)
Soltani et al. (2017)

Ainouche et al. (1996)

Bouaziz et al. (2016a)

Khamtache-Abderrahim et al., (2016)




Tableau 1 (suite).

Especes Parties utilisées Principes actifs Activités biologiques Références
Rosmzzzz,t:”gfec;ga lis L. Feuilles Monoterpenes oxygénés Insecticide Zoubiri et Baaliouamer (2011)
o Feuilles Monoterpenes oxygénés, . .
Artemisia judaica L. Tiges pipéritone, camphre, A.n.tl-fonglque. Abu-Darwish et al. (2016)
(Asteraceae) . cer Anti-inflammatoire
Fleurs cinnamate d“éthyle
Artemisia herba alba Feuilles a-t.hu] one, f-thuj one, t’rans- Anti-oxydante L
sabinyl acetate, 1,8-cinéole et .. . Mighri et al. (2010)
(Asteraceae) Fleurs Anti-microbienne
Camphre
. . [-damascenone, f-
2 Zygophyllum album L. F,T,linlelss decalactone, a-inone, Diurétique Tigrine-Kordjani et al. (2006)
§ (Zygophyllaceae) Fl 51 s hydroxytoluéne butylé, 3- Anti-diabétique & ! ’
x nonen-2-one, safranal, etc.
S
= . Feuilles 2-nonanone, 2-undécanone, . . Haddouchi et al. (2013)
E Ruta chalepensis (Rutaceae) Fleurs ]-nonéne, a-limonéne Anti-microbienne Meiri et al. (2010)
Elaeoselinum asclepium Tiges a-pinéne, f-pinéne, myrceéne Anti-bactérienne .
(Ombelliféres) Fleurs et f-phellandréne Anti-oxydante Bouchekrit et al. (2016)
8-cinéole, cis-verbénole, p-
Lavandula dentata L. Feuilles cymene-8-ol, fenchone, Anti-bactérienne Dob et al. (2005)
(Lamiaceae) Fleurs myrtenale, pinocarvone,a- Anti-fongique '
terpineole, etc.
. . Tiges . .
Genista quadriflora Munby Feuilles Sesquiterpénoides Antl—.bacterll enne Kacem et al.(2016)
(Fabaceae) Fleurs Anti-fongique




Tableau 1 (suite).

Especes

Parties utilisées

Principes actifs

Activités biologiques

Références

Plantes a miclages

Astragalus armatus Lam
(Fabaceae)

Plantago major L.
(Plantaginaceae)

Aloe barbadensis Miller
(Liliaceae)

Opuntia ficus indica
(Cactaceae)

Cereus triangularis
(Cactaceae)

Trigonella foenum-graecum
(Fabaceae)

Graines

Graines

Feuilles

Cladodes

Cladodes

Graines

Galactomannane

Hétéroxylane

Mannane acétylé

Pectine
Arabinogalactane

Arabinogalactane

Galactomannane

Anti-oxydante
Anti-complément

Anti-complément

Anti-oxydante
Anti-inflammatoire

Anti-oxydante

Anti-oxydante
Prébiotique

Anti-oxydante
Hémolytique

Boual et al. (2015b)

Samuelsen et al. (1999a)

Prajapati et al. (2014)
Akaberi et al. (2016)

Minjares-Fuentes et al. (2017)

Bayar et al. (2016)
Lefsih et al. (2016)

Petera et al. (2015)
Petera (2016)

Ktari et al. (2017b)
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2.1.1.2 Phytochimie et effets des métabolites végétaux

Le systeme métabolique d“une plante peut étre considéré comme étant constitué de processus
régulés dans lesquels se produisent des conversions biochimiques, un transfert de masse et la
production de métabolites primaires et secondaires (Longo, 2003 ; Gurib-Fakim, 2006). Le
métabolisme primaire est associ¢ a des processus de vie fondamentaux communs a toutes les
plantes telles que la photosynthése. Les métabolites primaires sont produits et convertissent
des entités moléculaires, nécessaires dans les voies anaboliques, pour construire, maintenir et
reproduire la cellule vivante (Easwar Rao et al, 2017).Contrairement aux métabolites
primaires, les métabolites secondaires représentent des caractéristiques qui peuvent étre
exprimées en termes de différenciations écologiques, taxonomiques et biochimiques (Verma
et Shukla, 2015). La grande diversit¢ moléculaire des métabolites secondaires dans le régne
végétal représente une ressource biogénique extrémement riche pour la découverte de
nouveaux principes actifs (Zhou et al., 2012 ; Gorelick et Bernstein, 2014). Les métabolites
primaires et secondaires peuvent étre classés en fonction de leur structure chimique comme
glucides, lipides, acides aminés, peptides, protéines, enzymes, et bases aminées (purines et
pyrimidines). Les organismes autotrophes et donc les plantes utilisent souvent un faible
nombre de composés pour synthétiser une tres large variété de métabolites secondaires. A titre
d“exemple, 1“acide shikimique (Figure 2) est a I‘origine d“une grande chimio-diversité
puisquil est a lorigine de la synthése de nombreux acides aminés aromatiques
(phénylalanine, tyrosine, et tryptophane) ainsi que d“acides organiques tels que les acides
benzoique et gallique et d“aldéhydes comme la vanilline et le benzaldéhyde (Ghosh et al.,
2012 ; Cardoso et al., 2014). Les glucides sont produits par photosynthése a partir de 1“eau et
du dioxyde de carbone par la plante. On les retrouve sous la forme d“oses simples et de
polysaccharides. Ils représentent une grande partie de la biomasse végétale, comme la
cellulose qui fait partie de la paroi cellulaire et I“amidon comme polysaccharide de réserve
(Basu et al., 2017). Les sucres peuvent s“associer & une grande variété de composés pour
former des glycosides dont ils augmentent la solubilité dans I“eau. Ces glycosides sont de leur
structures trés variable. Leurs activités pharmacologiques varient en fonction de la partie
aglycone (Tabasum et al., 2017). Les glucides possédent également des activités biologiques
telles que des activités immunomodulatrices, anti-tumorales, anti-coagulantes,
hypoglycémiques et anti-viraux (Wang et al., 2017b). Les métabolites secondaires d“origine
végétale ne présentent pas toujours des propriétés pharmacologiques bénéfiques (Hammiche

et al., 2013 ; Gupta, 2016).
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De point de vue écologiques, la production de ces métabolites secondaires est un moyen de
défense chimique utilisé par les plantes (Ahmad et al., 2006 ; Takshak et Agrawal, 2015). Sur
environ 1500000 plantes étudiées, la plupart d“entre elles contiennent des substances toxiques

(Ameni et al., 2015 ; Mounanga et al., 2015).

HOAG Co:H
CO:H CO.H o, o
—_— -
Ho' = YOH H U’JL‘CU:H Z  Prephenicacld
HO HO OH .
Shikimic acid Chorismic acid ;
o CO.H
e Y NH;
'r" ——
4 COH
s : L-Phenylalanine
COH COM
N

II ITr}' " Q‘I.III'H]I'IE nucleus E D

Cinnamic acid

Indole alkaloids

Figure 2. Synthése de métabolites secondaires a partie de 1“acide shikimique (Gurib-Fakim,
20006).

Néanmoins, il est difficile de faire la distinction entre un médicament efficace et un poison
mortel. En effet, certaines plantes utilisées de longue date en thérapie ont été par la suite
décrites comme potentiellement toxiques (Gupta, 2016 ; Mebs et al., 2017). Parmi ces plantes
on peut citer la consoude (Symphytum officinale) qui cause des lésions hépatiques aigués
(Furuya et Hikichi, 1971 ; Hirono et al., 1978; Stegelmeier, 2011) et le Yohimbe (Corynanthe
Yohimbe famille des Boraginaceae) qui est utilis€ comme complément alimentaire et
aphrodisiaque, mais qui a des doses ¢élevées, est soupgonné capable de provoquer une

insuffisance rénale voire la mort (Gurib-Fakim, 2006).

2.1.1.3 Facteurs généraux influencant les activités biologiques

L activité biologique d“une biomolécule est li¢e a ces propriétés physicochimiques et ces

caractéristiques structurales (Soumyanath, 2005 ; Wagner et Wolff, 2012).
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In vivo ou en tests cliniques un principe actif doit soit (i) passer les membranes cellulaires
semi-perméables pour atteindre son site d“action lorsque sa cible cellulaire est intracellulaire
(Kabera et al., 2014), soit (ii) agirent directement sur des récepteurs membranes pour activer
des cascades biologiques propres a la cellule. Dans le premier cas, le franchissement des
membranes dépend en grande partie de sa solubilité qui détermine également son degré
d“absorption. In vitro, ces barriéres sont absentes. Les activités biologiques in vitro ne
représentent donc qu‘une étape de I“€valuation dun composé ou d“un extrait végétal.
L“¢évaluationde la solubilité des extraits et principe actifs végétaux peut étre déterminée via
des procédés d“extraction qui séparent les constituants lipophiles des composés
hydrosolubles(Kayser, 2006). En reégle générale, les formes ionisées bioactives sont plus
hydrosolubles (Gurib-Fakim, 2006). Dans le second cas, il est important d“avoir une bonne
complémentarité stérique et électronique entre le ligand (récepteur) et la biomolécule cible.
Ainsi, les dimensions moléculaires, les distances interatomiques, les dispositions des électrons
et les propriétés stéréochimiques du ligand et de la cible sont décisives dans la détermination

de l'activité biologique (Gurib-Fakim, 2006).

2.1.1.4 Principales familles botaniques

La flore saharienne apparait comme trés pauvre une fois ramenée a 1“importante surface
quelle occupe (Ozenda, 1977). Le couvert végétal spontané des zones sahariennes est
totalement dépendant de leurs caractéristiques climatiques tres rudes, trés irrégulieres est tres
contraignantes (Quézel et Santa, 1963). On qualifie d“endémique une espece végétale
spécifique a une zone géographique donnée. L“endémisme est particulierement développé
dans les régions qui sont géographiquement isolées telles que certaines iles. Les caractéres
biologiques spéciaux du Sahara et 1“existence de vastes espaces impropres a la vie constituant
des barrieres a la dissémination des espéces. De ce fait, I"endémisme y est particulierement
développé (Ozenda, 1977). La flore de [“Algérie, presque exclusivement Saharienne,
comprend environ 2840 especes dont 247 (8,6%) peuvent éEtre considérées comme
endémiques (Quezel, 1964). La répartition de ces espéces endémiques est trés irréguliere
selon les familles. On y trouve des: Composées (42 esp), Ombelliferes (12 esp),
Caryophyllées (25 esp), Crucifeéres (12 esp), Légumineuses (23 esp), Graminées (10 esp),
Labiées (22 esp), Plumbaginées (10 esp), Scrofulariacées (13 esp), Liliacées (6 esp),
Géraniacées et Campanulacées (5 esp), Cistacées et Orabanchacées (4 esp), Iridacées et
Dipsacées (3 esp), Polygonacées, Chenopodiacées, Fumariacées, Convolvulacées, Rubiacées

et Valérianacées (2 esp).
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17 familles possédent en Algérie une seule espéce endémique. L“endémisme apparailt comme
tout particulierement diversifi¢ au sein des genres présents en Algérie. En effet, sur 122
genres possédant en Algérie des taxa endémiques, 26 seulement comportent plus de 3 espéces.
15 genres ont 2 especes endémiques, et 79 avec une seule (Quezel, 1964). Sur les quelques
250 especes endémiques de 1“Algérie, la quasi-totalité, soit plus de 230, appartiennent a des
lignées méditerranéennes caractérisées par une composition floristique spontanée variant en

fonction de la saison et de la végétation (Quezel, 1964).

2.1.1.5 Physiologie et répartition

La répartition de la végétation saharienne est intimement liée a la formation
géomorphologique des sols, a leurs caractéristiques physico-chimiques, ainsi qu‘a la
disponibilité de 1“eau (Ozenda, 1977). Malgré ["hostilité des conditions sahariennes, le couvert
végétal subsiste grace a des adaptations morphologiques, physiologiques et anatomique
(Houari et al., 2013). En effet, la physiologie et les caractéristiques anatomiques des plantes
spontanées vivaces leurs permettent de diminuer leurs pertes par évaporation en réduisant leur
la surface foliaire et/ou le nombre de feuilles (ainsi elles deviennent minuscules parfois
transformées en épines, ou méme compleétement aphylles). La vitesse d“évaporation est
¢galement fortement diminuée chez ces planes par la formation de cuticules épaisses et
d“assises cellulaires sclérifiées ou huileuses sur les stomates (Houari et al., 2013). Les plantes
Méditerranéennes ont par ailleurs développé des systémes racinaires profonds et étendus,
permettant d“aller rechercher 1“eau dans la profondeur du sol. Les tiges de nombreuses plantes
Méditerranéennes sont également fortement sclérifiées. Chez de trés nombreux cactus et
euphorbes, on remarque I“existence de cotes longitudinales sur les tiges qui permettent de
créer des ombres passageres évitant a certaines parties de la surface d“@viter régulicrement
une exposition trop directe au soleil. Une autre stratégie consiste a stocker de 1“eau dans les
cellules des plantes. Elle a été adoptée par les plantes aux feuilles charnues ou bien par les
plantes dites "grasses", comme les sedums ou les cactus. La présence de poils chez les plantes
de Méditerranée telles que le chéne pubescent ou le ciste cotonneux est aussi interprétée
comme une adaptation a la sécheresse. Ces derniers reflétent la lumiere, et permettent
d'accrocher et de capter les gouttes de rosée le matin. Le chéne vert et I'olivier présentent ces
poils sur leur face inférieure, ou ils protégent 'entrée des stomates permettant ainsi un degré
supplémentaire de régulation de la transpiration. L“adaptation physiologique a la sécheresse
est présentée par la régulation de [“ouverture des stomates par lesquels la plante réalise ses

¢changes gazeux tels que 1“absorption du CO; nécessaire a la photosynthése.
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En se fermant lors de fortes chaleurs, les stomates limitent les pertes en eau pour la plante
sans perturber la photosynthése du fait d*un métabolisme adapté (plantes de type C4 ou
Crassulacean Acid Metabolism ou CAM). La photosynthése chez les plantes CAM est
différée dans le temps. Durant les heures fraiches et humides de la nuit, les stomates sont
ouverts. Les pertes d“eau par transpiration sont limitées et le CO, est incorporé par la
phosphoénol-pyruvate carboxylase (PEP carboxylase) dans des molécules a 4 carbones
comme le malate qui s“accumule dans des compartiments vacuolaires. Les stomates restent
fermés ensuite durant la journée, et ce CO, est libéré par la malate déshydrogénase puis

incorporé par la RUbisco au cycle de Calvin (métabolisme des sucres en C3).

2.1.2 Famille des Plantaginaceae

2.1.2.1 Présentation et physiologie

La famille des Plantaginaceae est la famille des plantes herbacées, rarement ligneuses a la
base, portant des feuilles en rosette basale opposées ou alternes avec une inflorescence en €pis
denses plus ou moins allongés (Quézel et Santa, 1963). Elle comprend habituellement trois
genres, a savoir (1) le plus vaste, Plantago qui regroupe plus de 260 especes, (ii)Littorellaqui
compte 3 especes (dont Littorella uniflora et L. americana) et (iii)Bougeriaqui est représenté
par 1 seule espece (Lewalle, 1978 ; Wolff et Schaal, 1992). La représentation saharienne de
cette famille botanique est constituée presque exclusivement par le genre Plantago (Plantain)
(Ozenda, 1977 ; Quézel et Santa, 1963). Le genre Plantago qui fait 1“objet de cette thése est
divisé en deux sous-genres ; sub-genre Plantago a feuilles alternes et sub-genre Psyllium a
feuilles opposées (Taskova et al., 2002 ; Tutel et al, 2005). Le genre Plantago
(Plantaginaceae) est cosmopolite, concentré dans les régions tropicales tempérées et a haute
altitude (Gazer et Shalabi, 2016). Les espéces de Plantago sont réparties dans toutes les
régions phytogéographiques et considérées, soit comme mauvaises herbes en culture, soit
comme fourrage a destination des animaux dans les milieux plus arides tels que les déserts et
les oasis. La plupart des plantes appartenant a ce genre sont annuelles ou vivaces, ou plus
rarement sous-arbustives (Gazer et Shalabi, 2016). Les feuilles et les graines des especes de la
famille des Plantaginaceae sont utilisée en poudres et en compresses en pharmacopée
traditionnelle pour le traitement des inflammations, des constipations et pour la cicatrisation
des blessures (Gongalves et Romano, 2016). A titre d“exemples les graines de Plantago ovata
Forsk., et de Plantago psylium L., riches en polysaccharides (mucilages) trés hydrophiles,

sont utilisées pour leurs propriétés laxatives.
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Les feuilles et les graines de P. asiatica L. et P. depressa Willd., s“utilisent en pharmacopée
chinoise comme des expectorants, des diurétiques, des agents antimicrobiens et anti-
inflammatoires (Zhao et al, 2014). Les industries nutraceutiques et pharmaceutiques
utilisaient certaines espeéces de Plantago comme des aliments fonctionnels et suppléments
alimentaires pour améliorer la fonction intestinale (e.g. Ispaghul psyllium, vendu comme
complément alimentaire, DJ Form). Pour réduire [“utilisation d“antibiotiques et améliorer la
santé, certaines especes, dont Plantago lanceolata, sont également utilisées dans
I“alimentation animale (Tamura et Nishibe, 2002 ;Mazzutti et al., 2017). Le grand plantain,
Plantago major L. a été utilisée comme plante médicinale traditionnelle pendant des siecles et
est I'une des herbes médicinales les plus répandues dans le monde. Ses feuilles sont utilisées

pour favoriser la cicatrisation des plaies (Samuelsen, 2000).

2.1.2.2 Genre Plantago
2.1.2.2.1 Taxonomie et diversité des especes

Le plantain est une plante vivace herbacée originaire de Méditerranée, d“Europe centrale et
des régions tempérées d“Asie ainsi que d“Amérique du Nord (Figure 3). Sa dénomination
botanique provient de « planta » qui signifie la plante des pieds et de « ago », « je pousse »,
autrement dit qui pousse sous la plante des pieds. Le genre Plantago est le plus vaste de la
famille des Plantaginaceae. Au Sahara, il comprend les especes P. mauritanica Maire., P.
psyllium L., P .amplexicaule Cav., P. major L., P. coronopus L., P. serraria L., P. crassifolia
Forsk., P. maritima L., P. subulata L. P. surpentina (Mangol) Villars., P. tunetana Murbec.,
P. albicans L., P. logopus L., P. lanceolata L., P. ciliata Desf., P. Bellardii All., P. notata
Lag., P. akkensis Coss., P. Loeffingii L., P. ovata Forsk. (Ozenda, 1977 ; Quézel et Santa,
1963). Les especes les plus utilisées en médecine traditionnelle sont P. major, P. lanceolata,
P. media, P. pumilia, P. coronopus, P. argentia et P. lagopus produisent de mucilage autour

de leurs graines (Trivedi, 2009) (Figure 4).
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Figure 3. Répartition mondiale du genre Plantago
(http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Plantago).

Figure 4. Exemples d“especes appartenant au genre Plantago, (A)P. major, (B)P. lanceolata
et (C) P. media (source personnelle).

Le genre Plantago L. est bien connu pour son homogénéité. La structure de la fleur, en
particulier, est parfaitement constante parmi les plus de 260 especes qu“il comporte. Seule, la
disposition des feuilles (alternes ou opposées) et le port des individus (plantes en rosette ou a
tige ramifiée) a permis de distinguer les deux sous-genres Plantago et Psyllium. A 1“intérieur
de ces sous-genres et plus spécialement dans le sub-genre Plantago, il est souvent assez
délicat de classer les différentes espeéces. Le sub-genre Plantago a été divisé en 18 sections et
le sub-genre Psyllium ne contient qu'une seule section (Gorenflot et Bourdu, 1962). Le
mucilage des graines (Figure 5) de especes de genre Plantago (Psyllium, Ispaghul) s“emploie

contre la constipation chronique et des troubles dysentériques.
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Figure 5. Graine de P. psyllium entiere entourée par une couche mucilagineuse apres
imbibition dans 1“eau (Svoboda et al., 2000).

Il semble que I"efficacit¢ du Plantain soit presque enticrement due a la grande quantité de
mucilage quil contient. Les enzymes digestives n“exercent qu“une action trés limitée sur le
mucilage, il traverse donc 1“intestin gréle sans étre modifié et tapisse au passage la muqueuse,
agissant comme émollient et lubrifiant (Iserin, 2001). Il recouvre les muqueuses enflammées
et ulcérées et les protege contre I“irritation causée par les liquides et les gaz. En outre, ce
mucilage exerce une action inhibitrice sur les bactéries grace a sa nature colloidale qui lui
confeére un remarquable pouvoir d“absorption des toxines provenant des bactéries et d“autres
sources. Les graines de Plantain donnent d“excellents résultats dans les cas de dysenterie
amibienne ou bacillaire, et de diarrhée chronique provoquée par I“irritation de 1“appareil
gastro-intestinal. Les graines du plantain (Plantago major) sont recommandées contre les
diarrhées et les inflammations du célon. Obako (un extrait tiré de Plantago asiatica) est un
agent diurétique utilis¢é en Chine pour soigner la diarrhée et la bronchite (Iserin, 2001). Le
Tableau 2 illustre quelques-uns des activités biologiques reportées dans la littérature de

différentes especes de Plantago présentes dans le Sahara Algérien.
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Tableau 2. Effets pharmacologiques et composition de plusieurs extraits issus de quelques espéces du genre Plantago appartenant a la flore
Algérienne (source personnelle).

Especes Activités biologiques Parties utilisées Composition des extraits Références
Laxative Ross (2005)
T . Mucilage Van Craeyveld et al. (2009)
P. ovata Hypocholestérolémiante Graines .
C e Polysaccharide Pawar et Varkhade (2014)
Anti-diabétique
Cicatrisante Lmﬁﬁi 2’0(12 30)09)
P. major Anti-diarrhéique Graines MucilagePolysaccharide .
Anti-coagulante Lim (2014)
gu Behbahani et al. (2017)
Anti-inflammatoire Sy .
Anti-bacterienne Iridoides glucosylés
P. lanceolata Diuretique Feuilles Cafféoyl phényléthanoides glycosylés, Allen et Hatfield (2004)
Anti-asthmatique Polysaccharides
Laxative Mucilage
. Antipyretique Feuilles L Li et al. (2005)
P psyllium Diuretique Graines ACte(,)Sl(.leS Gongalves et Romano (2016)
e Isoactéosides
Cicatrisante
‘ Immungmordl.ﬂa,ltrlc Feuilles Phenylethan01dfas glycosilés Zhao et al. (2014)
P. albicans Anti-obésité . Polyphénols
. Graines N Samout et al. (2016)
Anti-oxydante Flavonoides
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2.1.2.2.2 Plantago notata Lagasca

Plantago notata Lagasca est une plante herbacée annuelle, a feuilles allongées (Figure 6 et
Figure 7). Les nervures principales sont paralle¢les, a pétiole peu distinct et les fleurs
blanches, sont groupées en épis a I'extrémité des hampes dépourvues de feuilles. La bractée et
les sépales a longs poils, donnent a 1'épi un aspect laineux. Les sépales sont sans nervure

(Ozenda, 1977).

Figure 6.Plantago notata(Plantaginaceae) récoltée dans la région d“Oued Nechou dans la
région de Ghardaia (Boual, 2014).

Figure 7. Schéma représentant les différentes parties de la plante Plantago notata
(Plantaginaceae). (1) tiges, (2)feuilles, (3)hampes florales, (4)épis, (5) graines (Ozenda,
1977).
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Position systématique :

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Ordre : Lamiales
Famille : Plantaginaceae
Genre :Plantago

Espéce :Plantago notata (Lagasca)

Répartition géographique et utilisations traditionnelles :

P. notata Lagasca est présente au Sahara septentrional (Biskra, M*Zab) (Ozenda, 1977). Elle
est aussi signalée en Espagne, en Afrique du Nord, dans le Sud-Est de [“Asie et en Iran. La
poudre est employée comme cicatrisante des blessures, pour les traitements des inflammations
de la gorge et des ulceres. Elle est également utilis€ée en macération pour le traitement des

constipations (Voisin, 1987 ; Iserin, 2001).
2.1.3 Famille des Liliaceae

2.1.3.1 Présentation et physiologie

La famille des Liliaceae est I"une des plus grandes familles de plantes a fleurs. Elle comprend
250 genres et 3000 especes qui sont des monocotylédones trés largement distribuées. La
plupart sont herbacéespossedent des bulbes, des cormes (bulbes formés d“une tige renflée
entourée d“¢cailles) ou des rhizomes. Un certain nombre d“especes sont xérophytiques et
quelques-unes sont charnues comme [“alo¢s. Les inflorescences sont généralement
racémiques, mais les tulipes, par exemple, sont célibataires. Les fleurs sont régulieres et
parfaites (Twentyman et Fthom, 1984). Cette famille tient une place importante dans la flore
méditerranéenne et dans celle les régions steppiques des divers continents (Ozenda, 1977). La
famille des Liliaceae est représentée au Sahara par les genres suivants ; Colchicum L.,
Merendera Ramod., Asphodelus L., Asparagus L., Androcymbium Willd., Urginea Steinh.,
Battendiera Maire., Aphyllanthes L., Asphodeline Rchb., Simethis Kunth., Anthericum L.,
Fritillaria L., Tulipa L., Gagea Salisb., Scilla L., Dipacdi Medik., Ornithogalum L.,
Bellivallia Lapeyr., Muscari Mill., Ruscus L., Smilax L. et Allium L. (Ozenda, 1977 ; Quézel
et Santa, 1963).
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2.1.3.2 Genre Urginea
2.1.3.2.1 Taxonomie et diversité des especes

Ce genre est répandu dans toute la région méditerranéenne, en Afrique, en Iran et en Inde
(Figure 8). Les études éthnopharmacologiques ont indiqué qu“indépendamment de la zone de
croissance, les especes d“Urginea sont utilisées pour traiter les troubles cardiovasculaires,
respiratoires, articulaires et les problémes cutanés. Ces especes contiennent des composés
glycosylés qualifiés de glycosides cardiaques comme principes actifs majeurs. En outre, des
composé€s phénoliques, des phytostérols, des protéines et de 1acide oxalique ont également
¢été isolés de ces especes (Bozorgi et al., 2017). Les glycosides cardiaques sont des composés
caractérisés par la présence d“une partie glycosidique et d“une partie aglycone qui est uni
stéroide tétracyclique. Ils sont classés en deux groupes les cardénolides et les bufadiénolides
bien que leurs rdles et structures soient tres proches (Krenn et al., 2000). La partie glucidique
(mono- ou oligosaccharidique) de la molécule est liée par un hydroxyle en C-3 a la partie
aglycone (Moodley et al., 2007). La majorit¢é des monosaccharides trouvés dans les
glycosides cardiaques sont tres spécifiques. Ce sont les 2,6-didésoxyhexoses, tel que D-
digitoxose, L-oléandrose ou le D-diginose (Figure 94 et B). Les glycosides cardiaques sont
utilisés comme médicaments pour stimuler le muscle cardiaque et agir sur les tissus
conducteurs (y compris les tissus neuraux) en modifiant le fonctionnement de Ia
dépolarisation de la pompe a Na'/K'membranaire (Marx et al., 2006). Un exemple
commercialis¢ en pharmacopée de ces glycosides cardiaques est la digoxine de
Digitalis lanata (Figure 9C), qui appartient d“ailleurs dans les classifications récentes aux

Plantaginaceae(Koorbanally et al., 2004 ; Knittel et al., 2015).
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Figure 8. Répartition mondiale du genre Urginea
(http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Urginea).
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Figure 9. Structures chimiques des (A) 2,6-didésoxyhéxoses dont (B) le D-digitoxose ;
structure de la (C) digoxine commercialisée comme glycoside cardiaque (source personnelle).
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Le genre Urginea, est un genre bien connu en Afrique avec environ 40 espéces actuellement
identifiées et portant le nom vernaculaire « slangkop ». On peut par exemples citer des
especes majeures comme U. scilla, U. maritima et U. indica (Figure 10). A noter que ce nom
verniculaire est souvent étendu aux autres Liliaceae. Ce nom est dérivé de l“apparence de
I“inflorescence pointue, qui, a distance, ressemble a un serpent ¢levant sa téte. Le genre
Drimia est souvent confondu avec le genre Urginea car les deux genres ont des bulbes
scintillants et présentent des bufadiénolides (appartenant a la famille des stéroides)(Pohl et al.,
2001). Dans le genre Urginea, les pétales et les étamines sont en grande partie libres les uns
des autres et ils se répandent, non repliés vers 1“arriere. Les especes appartenant au genre
Urginea sont des plantes bulbeuses typiques avec une seule €pingle a fleurs qui émerge avant
les feuilles du printemps. Ces especes poussent dans une grande variété de sols, y compris les
sols sablonneux, de 1“argile, de la dolomie, des sols calcaires, des sols alluviaux sur les rives
et les plaines inondables de lacs. Les parties aériennes disparaissent en hiver, mais les

ampoules pérennes survivent (Pretorius et al., 2005).

Figure 10. Exemples d“especes appartenant au genre Urginea, (A)U. scilla, (B)U. maritima et
(C) U. indica (source personnelle).

Le Tableau 3 illustre quelques-uns des activités biologiques reportées dans la littérature de

différentes espéces d“Urgineaprésentes dans le Sahara Algérien.

24



Tableau 3. Effets pharmacologiques et composition de plusieurs extraits issus de quelques espéces du genre Urginea trouvées dans le Sahara
Algérien (source personnelle).

Especes Activités biologiques Parties utilisées Composition des extraits Références

Anti-bactérienne

Exbectorante Sinitrines Praznik et Spies(1993)
U. maritima (L.) A P . Bulbes Fructo-oligosaccharides Spies et al.(1992)
nti-cancereuse . . .
L Glycosides cardiaques El-Seedi et al. (2013)
Diurétique
Anti-oxydante Polvohénols
U. undulata (Desf.) Anti-bactérienne Bulbes yp Sharaf et al. (2017)

. . Flavonoides
Anti-inflammatoire v

Glycosides cardiaques

U. fugax (Moris) Cardiotonique Bulbes Cardénolides

Krenn et al. (2004)

Glycosides cardiaques
Polysaccharides
Bufadiénolides

Bulbes
Feuilles

U. pancration
(Steinh.)

Krenn et Kopp (1998)

Cardiotonique Bouzidi et al. (2010)
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2.1.3.2.2 Urginea noctiflora

Urginea noctiflora (Batt. & Trab.) est uneplante annuelle géophyte a bulbe volumineux
profondément enfoncé dans le sol (Figure 11et Figure 12). Ses feuilles sont étroites et peu
charnues, enroulées en tire-bouchon. Les fleurs sontespacées en grappes portées par une
hampe dont le périanthe est complétement étalé (Ozenda, 1977). Elle est connue en Algérie
sous le nom de « Becis el far », et porte aussi les noms Tiouag, bessis edib et bossille. Drimia

noctiflora (Batt. & Trab.), est signalée comme synonyme.

Figure 11.Urginea noctiflora (Liliaceae) récoltée dans la région de Taibet-Ouargla (source
personnelle).

Figure 12. Schéma représentant les différentes parties de la plante Urginea noctiflora
(Liliaceae). (1) racines, (2) bulbe, (3) feuilles, (4) fleurs (Ozenda, 1977).
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Position systématique :

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Monocotylédones
Ordre : Asparagales
Famille :Liliaceae
Genre :Urginea

Espéce :Urginea noctiflora (Batt et Trab.)

Répartition géographique et utilisations traditionnelles :

Urginea noctifloraest une espéce endémique du Sahara septentrional ou sa distribution est
commune. On la trouve également dans le Tademait et sur les Hamadas 1'Oranais et le sud
Marocain (Ozenda, 1977). Urginea noctiflora est utilisée en poudre et en compresses pour les

Traitement des plaies, des maux d“oreilles (Ould El Hadj et al., 2003).

2.2 Généralités sur les polysaccharides

Les polysaccharides sont des polymeéres d“oses de trés hautes masses molaires. Ils sont issus
de différentes sources et ont été largement étudiés et utilisés pour leurs propriétés
technofonctionnelles dans les secteurs pharmaceutiques, cosmétiques, de 1“industrie papeticre,
agroalimentaire, et dans I“extraction pétroliere (Liu et al., 2015). Plus récemment, 1“utilisation
de polysaccharides comme agents bioactifs, a suscité un intérét accru pour de nouvelles
applications en raison de leur biocompatibilité, de leur biodégradabilité et de leur non toxicité
toutes associées a I“identification d“activités biologiques portées par ces composés (Yang et
al., 2009 ; Xie et al., 2016). Les sources de polysaccharides sont trés diverses. Ils peuvent
provenir de plantes supérieures, de champignons, d“algues et de bactéries (Srivastava et
Kulshreshtha, 1989). D*un point de vue physiologique, les polysaccharides peuvent étre des
composés de réserve comme 1“amidon, des macromolécules de structure telles que la cellulose
ou les hémicelluloses, des exsudats de type mucilage impliqués dans la captation d‘eau et/ou
la cicatrisation ou encore des médiateurs cellulaires (I“héparine par exemple). L“isolement, la
purification et 1“utilisation des polysaccharides dépendent de leurs caractéristiques structurales

mais également des matrices biologiques ou ils sont présents.
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Les structures des polysaccharides isolés a de biomasses d“origines diverses sont extrémement
complexes et variées. Elles sont trés majoritairement constituées d“hexoses et/ou de pentoses
liés les uns aux autres par des liaisons O-glycosidiques. On distinguera les
homopolysaccharides constitués d“un seul type d“oses des hétéropolysaccharides constitués de
plusieurs oses. Ces polyméres peuvent étre linéaires mais également ramifiés. Quand
plusieurs monosaccharides sont présents au sein de ces structures c“est 1“ose majoritaire suivi
du suffixe « ane » qui donne son nom au polysaccharide. Les oses plus minoritaires seront
associés ensuite a ce nom. A titre d“exemples, les galactomannanes sont constitués d“une
chaine principale de mannose (ose majoritaire) substituée par des résidus galactose (Shi,
2016). Les polysaccharides peuvent posséder un ou plusieurs groupements aglycones comme
des groupements phosphate, sulfate, amine ou certains acides organiques de type succinate,
pyruvate ou acétate mais aussi des protéines (Raveendran et al., 2013). On parlera dans ce
dernier cas de protéoglycanes si la quantité de protéines ne dépasse pas en masse 30%. Les
polysaccharides peuvent étre classés en deux groupes en fonction de leur source. Les
polysaccharides naturels obtenus a partir de divers organismes (7Tableau 4) et les
polysaccharides semi-synthétiques produits par la modification chimique ou enzymatique de

macromolécules naturelles (Zong et al., 2012).

2.2.1 Biochimie des polysaccharides

Les polysaccharides possedent de nombreux groupements hautement réactifs (groupes
acétamide, amine, carboxyle et/ou hydroxyle) qui peuvent étre exploités dans diverses voies
de fonctionnalisation (Wang et al., 2017a). Ils se caractérisent par une hydrophilie élevée due
a la présence de nombreux groupements hydroxyle dans leur structure. De nombreuses
réactions chimiques telles que 1“oxydation, la sulfatation, 1“estérification, I“amidation ont ainsi
¢été réalisées visant a créer des dérivés avec des propriétés déterminées/adaptées (Karaki et al.,
2016). Lanalyse structurale peut donner des informations précieuses pour comprendre les
fonctions biologiques des polysaccharides, mais la diversité et 1“irrégularité des chaines

rendent délicate la compréhension des relations structure-fonction (Dumitriu, 2005).
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Tableau 4. Exemples de grandes familles de polysaccharides et structures associées.

Sources Polysaccharides Liaisons osidiques Oses majoritaires
Chitine et chitosane 6-(1,4) D-GlcNAc et D-GleN
. Héparine 6-(1,4), a-(1,6) L-IdoA (2S), D-GIcN (6S)
Animales Hyaluronane 6-(1,3) D-GIcA et D-GIcNAc
Sulfate de chondroitine 6-(1,3) D-GIcA et D-GalNac (48, 6S)
Agar, agarose 6-(1,3), a-(1,4) D-Gal, L-AnGal, L-Gal (+S2, S4 et S6)'
Alginate 6-(1,4) D-ManA, L-GulA
Amidon a-(1,4) et a-(1,6) D-Glc
Arabinogalactane [ 6-(1,4), a-(1,3), a-(1,5) D-Gal, L-Ara
Arabinogalactane 11 6-(1,3), 6-(1,4), a-(1,3), a-(1,6) D-Gal, L-Ara, D-GIcA
Arabinoxylane 6-(1,4), a-(1,2) et a-(1,3) L-Ara, D-Xyl, (D-GIcA)
o B-glucane 6-(1,3), 8-(1,4) et 8-(1,6) D-Glc
Végeétale Carraghénane 8-(1,3), a-(1,4), 6-(1,2) D-Gal, D-AnGal (+S2, S4 et S6)
Cellulose 6-(1,4) D-Glc
Galactomannane 6-(1,4) et a-(1,6) D-Gal, D-Man
Glucomannane 6-(1,4) et 8-(1,3) D-Glc, D-Man, D-GIcAc
Pectine a-(1,4) D-GalA, D-MeGalA
Ulvane 6-(1,4), a-(1,4), a-(1,3), a-(1,2) D-GIcA, L-Rha 38, L-IdoA, D-Xyl (2S)
Xylane (hémicellulose) 8-(1,4) D-Xyl
Xyloglucane 6-(1,4) et a-(1,6) D-Glc, D-Xyl
Curdlane 6-(1,3) D-Glc
Bactérienne Gellane 6-(1,4) D-Glc, L-Rha, D-GIcA
Pullulane a-(1,4) et a-(1,6) D-Glc
Xanthane 6-(1,4), a-(1,3), a-(1,2), D-Glc, D-Man (6Ac), D-GIcA, PyrA
Krestine 6-(1,4), 6-(1,3), 6-(1,6) D-Glc
Fongique Lentinane 6-(1,3), 8-(1,6) D-Glc
Schizophyllane 6-(1,3), 8-(1,6) D-Glc
Scléroglucane 6-(1,3), 8-(1,6) D-Glc
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2.2.1.1 Structure des glucides

Les glucides sont des molécules organiques caractérisées par la présence de chalnons
carbonés porteurs de groupements hydroxyle, et de fonctions aldéhyde ou cétonique, et
¢ventuellement de fonctions carboxyle ou amine (Quentin et al., 2015). Ils incluent les sucres
simples ou monosaccharides (ou oses), les polysaccharides et leurs dérivés. Ces composés
sont les principales substances nutritives de la plupart des organismes, notamment sous la
forme de glucose. Ils fournissent 1€nergie et les carbones nécessaires pour la biosynthése de
protéines, d“acides nucléiques, de lipides et d“autres glucides (Sanchez, 2006).La diversité
structurale et fonctionnelle des glucides leur confére des propriétés physicochimiques et
biologiques extrémement variées. Par conséquent, la résolution de leurs structures et la
compréhension fine des mécanismes dans lesquels ils sont impliqués constituent un challenge
pour la glycobiologie (Fenoradosoa, 2009).Les monosaccharides sont des aldéhydes et des
cétones de formule empirique (CH,0),. IIs présentent une chaine carbonée non ramifiée, avec
des liaisons simples entre les atomes de carbone, une fonction aldéhyde en C1 (aldoses) ou
cétone en C2(cétoses) et une fonction alcool sur chacun des autres carbones. On les nomme
¢galement trioses, tétroses, pentoses, hexoses, etc., en fonction du nombre de carbones
(respectivement 3, 4, 5 et 6). La qualification d*un ose combine deux préfixes : aldopentose,
cétohexose, etc. Les oses sont divisés en quatre catégories : (i) les oses neutres, (ii) les acides
uroniques, (ii1) les acides sialiques et (iv) les osamines (Quentin et al., 2015). Les oses acides
sont les produits d“oxydation des hexoses par des déshydrogénases spécifiques. La fonction
alcool primaire est oxydée en acide carboxylique. Les acides D-glucuronique et D-
galacturonique sont des constituants habituels des polysaccharides pariétaux tels que la
pectine, des mucilages acides et de la plupart des sécrétions polysaccharidiques (partie 2.2.2).
L“acide glucuronique participe aux processus d‘¢limination des substances étrangeres a
I“organisme (xénobiotiques), qu“elles soient ou non toxiques. Certains oses acides sont moins
fréquents dans les structures polysaccharidiques. On peut citer, a titre d“exemple, 1“acide L-
guluronique (forme carboxylée du L-gulose) constitutif de 1“alginate (ou acide alginique sous
sa forme acide) qui est un copolymere linéaire d“acide f-D-mannuronique et d“acide a-L-

guluronique (Tableau 4) (Taubner et al., 2017).
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De méme, on qualifie d“acide sialique (Figure 13) un dérivé de monosaccharidea 11 atomes
de carbone présents chez tous les organismes vivants (surtout les animaux) et dont toutes les
fonctions biologiques ne sont pas encore connues. L acide sialique est issu de la condensation

de l'acide pyruvique et du N-acétyl-D-mannosamine (Zubay et al., 1995).

CHs
0==< HQ
Ho NH 5 OF
HO g
HOOC OH

Figure 13. Structure de 1“acide sialique (source personnelle).

Les osamines (ou sucres aminés) sont des oses dont une fonction hydroxyle (-OH) est
substituée par un groupement amine (-NH) qui est fréquemment acétylé. Les osamines les
plus répandues sont les hexosamines, dérivés du glucose ou du galactose par substitution du
C-2, la glucosamine étant la plus répandue dans les milieux biologiques (par exemple au sein
du chitosane désacétylé, Tableau 4). On trouve également en moindre abondance la
galactosamine, la mannosamine, et la méglumine (1-désoxy-1-(méthylamino)-D-glucitol).
Lorsque le groupement aminé a été acétylé (amidation) les sucres aminés sont qualifiés de N-
acétylosamine comme la N-acétylgalactosamine ou la N-acétylglucosamine. Les osamines
cumulent les propriétés des oses (réducteurs, formation de cycle) et des amines (caractére
basique). On les trouve dans des polysaccharides tels que la chitine (7Tableau 4), et sa forme
désacétylée le chitosane, des champignons, autres crustacés et arthropodes, des
peptidoglycanes bactériens (muréine) ou encore certains glycosaminoglycanes (Tasi, 2002).
La Figure 14 donne plusieurs exemples de monosaccharides retrouvés dans le monde du
vivant, qu“ils soient libres ou constituants de polymeres (oligo- et polysaccharides,
protéoglycanes, glycoprotéines, etc.). Les osides résultent de la combinaison, par
I“intermédiaire de liaisons dites O-glycosidiques, de plusieurs molécules d“oses. On distingue
les hétérosides dont I"hydrolyse libére des oses et des composés non glucidiques (aglycone) et

les holosides dont I"hydrolyse ne libére que des oses.
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Les holosides sont séparés en deux sous familles : (1) les oligosides et (ii) les polyosides dont
la différence se situe au niveau du nombre de monomeres formant le polymeére (Tasi, 2002).
Ainsi les polyosides auront un nombre de monosaccharides supérieurs a 10 (degré de
polymérisation Dp > 10) alors que le Dp des oligosaccharides sera compris entre 2 et 10. On
notera toutefois que certains auteurs utilisent encore le terme d“oligosaccharides pour désigner
des polyméres dont le Dp peut aller jusqua 20-25. Ces derniers suscitent depuis quelques
années 1“intérét de la communauté scientifique pour leurs propriétés biologiques (cible
récurrente d‘activité biologique pour des Dp 7, parfois appelé le « Magical Dp for
activities »). A titre d“exemple, les oligosaccharides de chitosane de masse moléculaire
inférieure a 10 kDa et solubles dans 1“eau peuvent étre facilement absorbés par 1“intestin,
entrant rapidement dans le sang (Xu et al., 2017). Ils sont alors susceptibles de développer de
nombreuses activités biologiques telles que 1“immuno-stimulation, des effets antimicrobiens
ou encore des activités antitumorales (Xu et al., 2017). Dautres oligosaccharides tels que les
p-D-(2—1) oligofructanes (FOS) présentent des activités prébiotiques trés intéressantes

(Singh et al., 2016).
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Figure 14.Quelques exemples d“unités monosaccharides constitutives d“un certain nombre de
polymeres du vivant (adaptée de Deng et al., 2015).
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Ces composés sont considérés comme des ingrédients alimentaires fonctionnels qui peuvent
étre utilisés comme fibre alimentaire et prébiotique, avec des effets bénéfiques significatifs
sur la santé humaine (Lopes et al., 2016). Rappelons bri¢vement (partie 2.3.2.1.2) que les
prébiotiques sont des oligosaccharides non digestibles, stimulant la croissance de bactéries
bénéfiques du tractus digestif et améliorant la santé de 1“hote (Maaiwa et al., 2016). Enfin, on
peut également citer 1"activité des héparines de (tres) faibles poids moléculaires qui présentent
des propriétés anticoagulantes importantes et un fort potentiel de régulation dans des

phénomenes angiogéniques (Achour et al., 2016).

2.2.1.2 Potentiel de la glycomique au 21¢™e siécle

Le glycome désigne en biologie [“effectif total des glucides dune cellule, d*un tissu ou d“un
organisme, que ces sucres soient libres, polymérisés ou constitutifs de molécules complexes.
Le glycome est probablement 1“une des entités les plus complexes du monde vivant, bien au-
dela du protéome, du transcriptome ou du génome. La glycomique est une nouvelle science
holistique qui a pour mission le développement d“approches et d“outils analytiques globaux,
deédiés au profilage et a la caractérisation structurale de 1“ensemble des chaines glucidiques
exprimées dans un type cellulaire ou un fluide biologique a un instant « t » et dans des
conditions données (Faid, 2008). Depuis que le génome humain est décodé¢, les scientifiques
se sont surtout (et pourtant) intéressés a la nouvelle frontieére que constitue la protéomique. La
glycomique fonctionnelle s“aveére cependant prometteuse et constitue le nouveau challenge
des prochaines décennies pour I“identification de la variété¢ moléculaire des polysaccharides et
la compréhension de leurs rélesdans des fonctions biologiques. Ainsi, certains médicaments
déja sur le marché, telle que 1“héparine, se sont révélés efficaces et mettent en avant
I“importance des oligo- et polysaccharides au sein de nombreux mécanismes d“action
biologique (Martin, 2004). La recherche et/ou le design de nouveaux médicaments grace a la
glycomique ouvre(nt) de nouvelles possibilités de traitement, sur un nombre tres large
d“activités biologiques (partie 2.3.2). Dans cette étude, I“intérét s“est porté en particulier sur
des polysaccharides extraits de plantes du Sahara, nécessitant une bonne compréhension

(localisation, structure et rdle) des polysaccharides constitutifs des végétaux.
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2.2.2 Les polysaccharides végétaux

L*¢tude des polysaccharides végétaux passe en premier lieu par la prise de conscience de la
trés grande variabilité structurale en partie liée a leurs nombreuses fonctions biologiques. Le
plus souvent séparés en trois catégories, on distingue (i) les polysaccharides de réserve
(amidon, galactomannane) (ii) des polysaccharides de structure (celluloses, hémicelluloses,
pectines) et (iii) des exsudats, gommes ou mucilages (gomme arabique) (Warrand, 2004).
Notons que la différence entre gommes et mucilages reste aujourd“hui encore ambigué
puisque les premieres sont plutdt collantes et proviennent de la surface des arbres alors que les
seconds sont des hydrocolloides visqueux issus de graines ou de tissus souples (Voragen et
al., 1995). Les polysaccharides constituant ces mucilages sont souvent polaires et tres
hydrophiles, de trés hautes masse molaires, hautement ramifiés et composés de différents
monosaccharides (Petera, 2016). Le rdle physiologique du mucilage n“est pas négligeable
puisquil permet a la plante d“absorber et stocker des quantités hydriques importantes. En cas
de besoin, la libération progressive de 1“eau vers d“autres tissus est possible en période de
sécheresse. Inversement, en présence de quantités d“eau trop importantes, le gonflement du
mucilage peut entrainer I“éclatement des tissus (Fabrice, 2008). Les mucilages extraits a partir
de plantes du méme genre que Plantago notata sont décrits comme des arabinoxylanes (AX)
ou des hétéroxylanes. On peut notamment citer les travaux de Samuelsen et al. (1999), Yin et
al. (2016b) et Yu et al. (2017) sur des especes comme Plantago ovata, Plantago major ou
Plantago asiatica. Ces derniers ont pu identifier, notamment par des extractions aqueuses a
pH neutre (parfois couplées a des traitements alcalins), et caractériser des structures
complexes, fortement ramifiées, contenant des proportions variables de L-Ara, D-Xyl, L-Rha,
D-GalA ou encore D-GIcA. Les rendements d“extraction étaient toutefois assez faibles (< 10%
m/m). Ces caractérisations structurales, qui ne sont que quelques exemples parmi les
nombreux mucilages étudiés chez les Plantaginacées, illustrent bien le positionnement des
mucilages dans la catégorie des polysaccharides de la paroi végétale. On pourra également
rappeler le cas d“arabinogalactanes issus de coniféres du genre Larix (Larch) classés a la fois
comme gomme et comme hémicellulose. Il en est de méme pour certains xyloglucanes
extractibles a partir de graines de tamariniers par des traitements aqueux a chaud a pH neutre
et/ou alcalin (Ebringerova et al., 2005). Par la suite, [“organisation de la paroi végétale sera
présentée par type et famille de polysaccharides. Pour rappel, la structure de la paroi végétale

varie selon les espéces végétales, 1"4ge et le type de tissus concernés.
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De maniére générale, on la considére comme une superposition de plusieurs couches de
lignine, de celluloses, hémicelluloses et pectines. C*est 1“association de ces polymeéres qui va
fournir des propriétés mécaniques et physico-chimiques a la paroi. La Figure I15présente
schématiquement la segmentation de la paroi cellulaire chez les végétaux supérieurs. La
Figure 16montre également les interactions fortes entre les différents constituants de la paroi
cellulaire des végétaux cités précédemment. Globalement, la partie squelettique de la paroi est
composée de deux types de fibres polysaccharidiques : (i) les microfibrilles de cellulose,
responsables de la rigidité de la paroi et (ii) les chalnes d“autres polysaccharides appelés
collectivement hémicelluloses. Ces différentes chaines de polysaccharides peuvent
s“assembler suivant deux grands schémas architecturaux, constituant les deux grands types de

paroi végétale.
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Figure 15. Schématisation de la paroi cellulaire (adaptée de Muschitz, 2009).

35



Pectine

o Middle 1
Lamella »

— Microfibrille
fﬂc cellulose

Paroi
cellulaire

Mumhrancﬁ Hemicellulose
plasmigue

Protéine
soluhle

Figure 16. Représentation schématique des interactions des principaux polyosides
constituants la paroi d“une cellule végétale (Pérez et Mazeau, 2005). La lamelle moyenne est
essentiellement composée de pectines. La séparation paroi cellulaire-lamelle moyenne se fait
grace a des composés pecto-cellulosiques. La matrice complexe de protéines solubles,
pectines, celluloses et hémicelluloses renforce la paroi.

Le type I est rencontré chez la plupart des plantes dicotylédones et certaines monocotylédones
(Dabin, 2008). La paroi végétale de type I est caractérisée par des quantités a peu pres égales
de xyloglucanes (XG) et de celluloses. Les XG se fixent aux chaines de glucanes de la
cellulose, permettant d“orienter la microfibrille, en jouant sur la distance séparant deux
microfibrilles adjacentes, ou se lient entre eux. Le réseau XG-cellulose est de plus encapsulé
dans un maillage de pectines (homogalacturonane) présentant une forte méthylestérification.
Les pectines(partie 2.2.2.3) forment la partie amorphe de la paroi et comblent les espaces
intracellulaires. Le type II est rencontré chez certaines plantes monocotylédones. Ce type
présente une architecture semblable au type I, a cela pres que les XG sont remplacés par des
glucuronoarabinoxylanes (GAX). Ces structures sont en général pauvres en pectines mais des
contributions de charges sont apportées par les résidus glucuroniques de la chaine de GAX.
De plus, ces parois contiennent généralement peu de protéines structurales en comparaison
avec le type 1. Les parois de type II peuvent cependant accumuler une forte réticulation en

développant avec 1“4ge des réseaux de phénylpropanoides (Dabin, 2008).
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2.2.2.1 Les celluloses

Polymére considéré comme le plus abondant sur terre (plus de 50% de la biomasse terrestre),
il est le constituant principal de la paroi cellulaire des végétaux (Saxena et Brown, 2005). A
titre d“exemple, le coton est constitué¢ de fibres de cellulose pratiquement pures. La cellulose
est un homoglycane formé par [“enchainement de résidus D-Glcp liés en p-(1,4) (Figure 17).
Cette jonction rigide confére au polymére une structure secondaire en feuillet permettant
I“établissement de réseaux de liaisons hydrogenes intra- et intermoléculaire. Ces liaisons
hydrogenes combinées avec des forces de Van der Waals entrainent une cristallisation des
chaines de polymeres pour former des fibres tridimensionnelles. Du fait de cette cristallinité,
la cellulose est extrémement résistante et insoluble dans 1“eau malgré le caractere hydrophile
des monoméres qui la composent. Les molécules de cellulose peuvent contenir plus de 1.10*
résidus Glep et atteindre un poids moléculaire de 2 x 10° g/mol pour une longueur de 6 a 8
um (Somerville, 2006 ; Ruff, 2008). Chez les plantes supérieures, la cellulose est synthétisée
au niveau de la membrane cytoplasmique par des complexes intermembranaires qualifiés de
rosettes composés de 36 celluloses synthases. Les 36 chaines néosynthétisées s“associent en
microfibrilles rigides et cristallines de 3 mm d“¢paisseur (Cosgrove, 2005 ; Somerville, 2006).
Les microfibrilles s“enroulent étroitement et fournissent ainsi une résistance mécanique a la
plante face aux stress externes et a la pression osmotique interne (Brown, 2004). Elles servent
aussi de structure d“ancrage aux autres polysaccharides des parois cellulaires et notamment
aux hémicelluloses et aux pectines. Le degré de polymérisation (DP) des celluloses varie
fortement en fonction des origines et des traitements subis pour leurs obtentions. Par exemple,
du coton natif présentera des DP allant jusqu‘a 12000 alors que le DP sera de 3050 pour de la
pate de hétre ou de 2750 pour de la cellulose bactérienne (Klemm et al., 1998). Isogai (1994)
a mis en évidence 4 états polymorphiques (I a IV) de la cellulose sur la base de la diffraction
aux rayons X. La cellulose I (cellulose native), elle-méme constitué¢e de 2 allomorphes (Ia et
IB (le plus stable)) cristallisés, est caractérisée par un arrangement parallele des chaines
moléculaires. La cellulose II provient de la cellulose I aprés un traitement irréversible par de
la soude. Cette forme de cellulose est caractérisée par un arrangement antiparallele des
chaines dans une maille cristalline. La cellulose III est obtenue par des traitements chimiques
ou thermiques des celluloses I ou II. L“allomorphe III est la forme la plus stable de cellulose
mais n“existe pas dans la nature. Enfin, la cellulose IV que 1“on rencontre dans les parois
primaires de certaines plantes est considérée comme étant une forme désordonnée de la

cellulose 1.

37



OH
OH

|Ho 0 d
oH

intra-moléculaires

Liaisons
intermoléculaires

....... HO OH--0 .~HO OH
"0 2o
e 0. o 0. Liaisons
....... O HO OHO .
H H

Figure 17.(A)Structure de la cellulose et (B) organisation des liaisons hydrogenes intra- et
interchaines (source personnelle).Deux unités Glcp successives sont décalées de 180° ['une
par rapport a 'autre ce qui explique la linéarité de la macromolécule, stabilisée par ces
liaisons hydrogenes. Le principal type de liaison hydrogene intrachaine a lieu entre le groupe
hydroxyle du C-3 d’une unité Glcp et ['oxygene du cycle du monomere adjacent. On assiste
également a la création de liaisons hydrogenes entre [’hydrogene (OH) du groupement
CH,OH du C-6 d’une unité Glcp et [’oxygene du groupement OH porté par le C-2 de [’unité
glucose adjacente. Concernant les liaisons intermoléculaires, elles apparaissent
essentiellement entre I’hydrogene (OH) du groupe CH,OH et [’oxygene de [’hydroxyle en C-3
d’une unité glucose porté par une autre chaine.

2.2.2.2 Les hémicelluloses

Les hémicelluloses, représentant en moyenne jusqu‘a 50% de la biomasse des plantes vivaces,
suscitent 1“intérét de la communauté scientifique et des industriels dans un contexte de
bioraffinage des maticres végétales (Ruff, 2008). De nature hétéropolymérique
(glucomannanes, glucuronoxylanes, glucuronoarabinoxylanes, arabinoxylanes, xyloglucanes),
il existe également quelques hémicelluloses homopolymériques comme des mannanes,
xylanes et f-glucanes (Habibi, 2004 ; Moine, 2005). Les hémicelluloses peuvent donc étre
divisées en quatre grandes classes, a savoir (i) les xylanes, (ii) les mannanes, (iii) les

xyloglucanes et (iv) les f-glucanes a liaisons mixtes (Ruff, 2008).
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Constituées de monosaccharides neutres (Xyl, Ara, Man, Glc, Gal) et d“acides uroniques
(GlcA, 4-Me-GlcA), les hémicelluloses sont extractibles et solubilisables a pH alcalin
(Selvendran et al., 1985). Les hautes concentrations alcalines combinées a de fortes
températures permettent d“obtenir d“excellents rendements d“extraction, souvent au détriment

de la cellulose qui subit une transformation allomorphique vers la forme II.

2.2.2.2.1 Xylanes

Les xylanes sont des hétéropolyméres constitués d“une chaine principale de D-Xylp liés en f-
(1,4), plus ou moins branché par des chaines oligosaccharidiques ou des résidus terminaux
(Aouar, 2007). On dénombre des résidus tels que L-Ara, D-GIcA, D-Glc, D/L-Gal, L-Rha ou
méme 4-O-Me. Les xylanes peuvent étre séparés en plusieurs catégories, a savoir (i) les
homoxylanes et (i) les hétéroxylanes qui incluent les glucuronoxylanes, les
(arabino)glucuronoxylanes, les (glucurono)arabinoxylanes, les arabinoxylanes et Iles
hétéroxylanes complexes (Ebringerova et al., 2005).Le Tableau 5 donne une assez bonne

vision de 1°origine, composition et variabilité structurale des xylanes dans la littérature.

2.2.2.2.1.1 Homoxylanes

Les wvéritables homoxylanes purs sont présents chez des algues comme Palmariales,
Caulerpa, Pryopsis ou Nemaliales (Ebringerova et al., 2005). Ils sont constitués d“un
squelette de D-Xylp liés en f-(1,3) ou d“une alternance f-(1,3)/5-(1,4) (Figure 18). 1ls jouent
essentiellement un rdle structural dans I“architecture (Ebringerova et Heinze, 2000). De
faibles quantités de groupements phosphate, sulfate et quelques fragments peptidiques ont

¢galement été rapportés dans ces structures (Deniaud et al., 2003).
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Figure 18. Structures principales des homoxylanes de type (A)f-(1,3)-D-xylane et (B)f-(1,3,
1,4)-D-xylane (Ebringerova et al., 2005).
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Tableau 5. Origine et diversité structurale des xylanes dans la littérature (source personnelle).

Type Sources Structure principale Monosaccharides Références
g Pate de Kraft B-(1,4)-D-Xylp Xyl Grace et al. (2012)
£
é Guar B-(1,4)- D-Xylp Xyl Sajjan et Salimath. (1986)
=]
= Mauritia flexuosa S-(1,4)-D-Xylp Xyl Cordeiro et al. (2015)
g Euterpe oleraceae p _(1’21_3;)(}/11) Xyl, GlcA Cantu-Jungles et al. (2016)
]
>
=
S . - S-(1,4)-D-Xylp
§ Mahonia aquifolium 4-O-Me-GleA Xyl, 4-O-Me-GIcA Kardosova et al. (2002)
-
9
E A p-(1,4)-D-Xylp -O-Me-0-D- i
5 Pate de Kraft 4-O-Me-a-D-Glc A Xyl, 4-O-Me-0-D-GIcA Pinto et al. (2005)
. . S-(1,4)-D-Xylp .
Cryptomeria japonica 4-O-Met-o-D-GlcA Xyl, Ara, GIcA, 4-O-Me-GIcA Yamasaki et al. (2012)
Céréales p-(1,4)-D-Xylp Xyl, Ara, GlcA, 4-O-Me-GlcA Girio et al. (2010)

(Arabino)glucuronoxylanes

Bois de hétre

4-O-Me-a-D-GlcpA-B-L-Araf

L-arabino-4-O-méthyl-D-
glucurono-D-xylane

Xyl, Ara, GIcA, 4-O-Me-GIlcA

Strnad et al. (2013)
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Tableau 5 (suite).

Type

Sources

Structure principale

Monosaccharides

Références

Ananas comosus (L.)

(Glucurono)arabinoxylanes

Merrill

Livistona chinensis

Phyllostachys aurea

B-(1,4)-D-Xylp

p-(1,4)-D-Xylp
4-0O-Me-a-D-GIcA
a-Fucp-(1—2)-Araf

p-(1,4)-D-Xylp
T-o-L-Araf
o-D-GIcA

Xyl,Ara,Gal,GIcA

Xyl, Ara, Rha, Fuc, Gal, Glc,

GIcA

Xyl, Ara, GIcA

Simas-Tosin et al. (2013)

Maurer-Menestrina et al. (2003)

Zelaya et al. (2017)

Arabinoxylanes

Plantago asiatica

Aleurone de blé

Plantago ovata

p-(1,4)-D-Xylp
p-(1,2,4)-D-Xylp
)8_(1 >3 34)_D_Xylp

S-(1,4)-D-Xylp

S-(1,4)-D-Xylp

L-Araf-a-(1—3)-4-D-Xylp

Xyl, Ara

Xyl, Ara

Xyl, Ara,

Yin et al. (2012b)

Malunga et al. (2017)

Fischer et al. (2004)
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Tableau 5 (suite).

Type

Sources Structure principale Monosaccharides

Références

Hétéroxylanes complexes

ﬁ-(l a3)/(1 74)-D-Xylp
Plantago notata a-L-Araf-~(1,3)-p-D-Xylp Xyl, Rha, Ara, GalA

f- D -Xylp-(1,2)-p-D-Xylp

B-(1,4)- D-Xylp
Sophora subprostrata L-Araf-(1—5)-L-Araf(1—
4-O-Me-D-GlcA(1—
D-GIcA(1—

Xyl, Ara, 4-O-Me-GlIcA, GIcA

S-(1,4)-D-Xylp
[-D-Xylp, a-L-Araf
a-L-Araf~(1—3)-f- D-Xylp
o- D-GlepA-(1—3)-a-L-Araf

Plantago major Xyl, Ara, GIcA, GalA, Gal, Glc

Benaoun et al. (2017)

Dong et al. (1999)

Samuelsen et al. (1999)
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2.2.2.2.1.2 Hétéroxylanes

Glucuronoxylanes :

La plupart des glucuronoxylanes (GX) posseédent des résidus 4-O-Me-a-D-Glep A branchés en
position O-2 des chaines principales de Xylp. En moyenne, les unités Xylp sont ramifiées tous
les 9 a 10 résidus (Pujol et al., 2016). Ce type structurel est en général noté MGX (Figure
19).Ebringerova et al., 2005 reportent également la présence de GIcA non méthylés au sein
des chaines latérales de 4-O-Me-a-D-GlcpA.En général, le ratio Xyl : MeGIcA varie entre 4 :
1 et 16 : 1 en fonction des especes concernées (mais surtout des protocoles d“extraction et de
purification utilisés). La présence d“unités a-D-Gal a également été reportée dans la littérature,
notamment au sein de 1“espéce Eucalyptus globulus (Evtuguin et al., 2003). Ebringerova et
Heinze (2000) ont également rappelé dans leur revue la présence d“unités additionnelles T-
Rhap et T-Araf sur les chaines latérales de GX de plantes médicinales (Althaea officinalis,
Rudbeckia fulgida, Hibiscus cannibinus).

C\OOH
MeO
HO °
OH
O o
HO O & HO o)
OH OH O

Figure 19. Structure principale des 4-O-méthylglucuronoxylanes (Ebringerova et al., 2005).

Ils notent aussi la présence de groupements acétyle (3-13%), qui sont d“ailleurs souvent
¢liminés lors des procédures d“extraction alcaline. Les unités Xylp sont concernées par ces
acétylations a des degrés variables, allant de 0,3 a 0,6, sans motif de répétition. De nombreux
MGX ont été identifiés au sein de fruits et d“organes de stockage d“especes telles que Luffa
cylindrica (Vignon et Grey, 1998), Pheonix dactylifera (Ishurd et al., 2003), Opuntia ficus-
indica (Habibi et al.,, 2002), Cydonia cylindrica (Vignon, 1997) ou encore Simmondsia
chinensis (Watanabe et al., 1999).
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(Arabino)glucuronoxvlanes et (glucurono)arabinoxylanes :

Les (arabino)glucuronoxylanes (AGX) et (glucurono)arabinoxylanes (GAX) posseédent des
résidus MeGIcA et a-L-Ara attachés en positionsO-2 et O-3 respectivement sur la chaine
principale de Xylp, ainsi que quelques groupements acétyle situés de part et d“autre du
polymére. Les AGX sont en général retrouvés au sein des coniféres et sont souvent plus
substitués (MeGIlcA notamment) que les MGX des feuillus. On retrouve également les AGX
au sein de la paroi cellulaire des tissus riches en lignine de certaines graminées et céréales
(Ebringerova et Heinze, 2000). En contraste, les GAX contiennent pour la plupart 10 fois
moins de résidus MeGIcA que d“unités a-L-Araf avec parfois des Xylp doublement substitués.
On les retrouve essentiellement dans le tissu non-endospermique des graines de céréales (ble,
son de riz). La présence de chaines disaccharidiques supplémentaires, i.e. f-D-Xylp-(1—2)-o-
L-Araf-(1— (Stephen, 1983) ou a-L-Araf-(1—3)-a-L-Araf-(1— (Ishii, 1997), complete ces
différences structurales entre AGX et GAX. De maniére générale, la Figure 20 présente

quelques exemples de structures reportées dans la littérature pour les AGX et GAX.

Arabinoxvlanes :

Les arabinoxylanes (AX) sont trés couramment identifi€s au sein de nombreux céréales, qui
vont du blé au riz en passant par le seigle, [“orge, le sorgho ou encore le lin (Hoffman et al.,
1992 ; Izydorczyk et al., 1998 ; Han, 2000 ; Nandini et Salimah, 2001 ; Naran et al., 2008).
On les retrouve également au sein de plantes comme les pousses de bambou (Ebringerova et
al., 2005) ou dans le mucilage des enveloppes externes de graines du genre Plantago (Saghir,
2008).0n classe les AX comme des polysaccharides neutres mais aussi légérement acides,
bien que ces derniers devraient dans ce cas étre inclus dans le groupe des GAX. Les AX ont
un squelette linéaire mono- et di-substitué par des résidus a-L-Araf en positionsO-2 et O-3 des
unités Xylp (Figure 2I). On trouve également associés a cette structure des acides
phénoliques (acides férulique et coumarique) souvent estérifiés en position O-5 des Araf (Rao
et Muralikrishna, 2001).Les AX (en particulier de céréales) peuvent étre divisés en deux
grands groupes, a savoir les (i)non extractibles a I“eau et (ii)les extractibles a 1“eau. Les
hydrosolubles sont faiblement connectés a la surface de la paroi cellulaire et sont une partie
mineure des AX totaux. Les non-extractibles représentent quant a eux la partie la plus
abondante des AX et se trouvent dans la paroi cellulaire liés a d“autres composants par des
liaisons covalentes et non covalentes (Sanchez-Bastardo et al., 2017). Dans les faits, cette
distinction est plus complexe et doit prendre en compte le degré de substitution (qui affecte la
solubilité), la masse molaire et les motifs de répétition.
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Figure 20. Structures principales (A) des arabinoglucuronoxylanes (résineux) (Zvievly,
2013), (B) des arabinoglucuronoxylanes hydrosolubles (Ebringerova et al., 2005) et (C) des
glucuronoarabinoxylanes (canne de mais) (Dhugga, 2006).
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Figure 21. Structures principales d“arabinoxylanes (A) monosubstitués en position O-2
(source personnelle), (B) monosubstitués en position O-3 (source personnelle) et (C)
disubstitués en positions O-2 et O-3 des résidus Xylp par des unités a-L-Araf (Ebringerova et
al., 2005).
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On peut alors séparer les AX en trois groupes plus restrictifs, i.e.(i) les AX monosubstitutés
insolubles dans 1eau, (ii) les AX solubles dans 1“eau avec des ratios Ara/Xyl compris entre
0,5 et 0,9 et des séquences plus courtes de Xylp di-substitués et (iii) les autres AX solubles
avec des ratios Ara/Xyl pouvant monter jusqu‘a 1,2 et un nombre plus conséquent de résidus

Xylp di-substitués (Nilsson et al., 1996).

Hétéroxvlanes complexes :

Les hétéroxylanes (CHX), présents dans les céréales, les graines, les exsudats ainsi que les
mucilages, possedent des structures trés complexes qui rendent difficiles [“¢lucidation de leurs
structures (Stephen, 1983). L*enchainement classique de résidus D-Xylp liés en f-(1,4) est
plus ou moins décoré par des monosaccharides terminaux et des chaines oligosaccharidiques.
Sont identifiées en général dans la littérature des substitutions par des résidus a-L-Araf, f-D-
Xylp, a-D-Glcp en position(s)O-2 et/ou O-3, avec une variabilité trés importante en termes de
motifs de répétition, degrés de susbtition, etc. Le Tableau 6 illustre cette forte hétérogénéité
structurale des ramifications des CHX. De nombreux CHX sont décrits dans la littérature,
e.g.extraits des especes de Litsea (Ebringerova et Hromadkova, 1999) ou du genre Plantago
comme P. ovata (Pawar et Varkhade, 2014), P. notata(Benaoun et al., 2017), P. asiatica (Yin
et al., 2016b) ou P. major (Fischer et al., 2004). A titre d“exemple non exhaustif, un CHX
compos¢ d“un motif de répétition et d“enchainement liés en f-(1,4)-D-Xylp/f-(1,3)-D-Xylp a
¢té caractérisé, ainsi que ses nombreuses chaines latérales de f-D-Xylp (sous la forme de
xylo-trisaccharides liés en 1,4 et de xylo-oligosaccharides de DP 6 a 11) mais aussi de a-L-

Araf (Samuelsen et al., 1999).

Tableau 6. Exemples de chaines oligosaccharidiques décorant des hétéroxylanes (source
personnelle).

Chaines oligosaccharidiques Références
f-d-Galp-(1—5)-a-1-Araf~(1— Saulnier et al. (1995)
L-Galp-(1—4)--D-Xylp-(1—2)-0-L-Araf -(1— Saulnier et al. (1995)
a-L-Araf -(1—3)-4-D-Xylp-(1— Samuelsen et al. (1999)
0-D-GlcpA-(1—3)-a-L-Araf -(1— Samuelsen et al. (1999)
o-L-Araf -(1—3)-4-D-Xylp-(1—)-0-L-Araf -(1— Samuelsen et al. (1999)
o-L-Araf (1—5)-L-Araf -(1— Dong et al. (1999)
(1-2)-4-O-Me-a-D-Glcp A Evtuguin et al. (2003)
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2.2.2.2.2 Mannanes

Les mannanes peuvent étre séparés en deux groupes comprenant (i) les galactomannanes
(GaM) et (ii) les glucomannanes (GM) et galactoglucomannanes (GGM). Les premiers,
présents au sein de nombreuses graines végétales sont considérés comme des polysaccharides
de stockage et non directement associés aux hémicelluloses. Les GM et GGM possedent,
quant a eux, un squelette carboné composé a la fois des résidus D-Manp liés en S-(1,4) et D-
Glcp liés en f-(1,4) (Figure 22). Les chaines latérales peuvent étre composées de résidus a-D-
Galp liés en position O-6 sur la chaine principale de mannane, en différentes proportions
selon les types de polymeres. Si 1“on considére la valeur seuil de 15% dunité Galp, il est ainsi
possible de distinguer les GM des GMM (Stephen, 1983). On notera également la présence de
groupements acétyle qui substituent les positions O-2 et O-3 des Manp. Sans étre de nature
cristalline, ces macromolécules posseédent une conformation proche de la cellulose avec le

méme polymorphisme.
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Figure 22. Structure des (A) glucomannanes et (B) galactoglucomannanes (Mounguengui,
2008 ; De Cherisey, 2015).

Les GM et GMM, qui ont été treés étudiés dans les années 1960, sont des composants
communs au sein de la paroi cellulaire végétale. Chez le bois tendre, ils sont les constituants
principaux de 1“hémicellulose au sein de la paroi cellulaire secondaire tandis qu‘ils sont

beaucoup moins présents chez les feuillus.
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Thomas et al. (1983) ont également suggéré leur présence avec des xylanes et
fucogalactoxyloglucanes dans la paroi cellulaire primaire de plantes supérieures. Les GMM
sont en général la famille dominante dans les bois de résineux (De Cherisey, 2015).
Extractibles en conditions alcalines, les GM et GMM de la paroi cellulaire secondaire
présentent souvent un degré de substitution faible par des Galp a I“inverse de ceux extraits en
condition aqueuse a pH neutre ou les proportions de Glep et Galp sont beaucoup plus
importantes (Sjostrom, 1993 ; Schroder et al., 2001). La proportion entre Glcp, Galp et Manp
est beaucoup plus pondérée pour des GM et GMM issus de la paroi cellulaire primaire
(Thomas et al., 1983). Cette diversité se reflete également au travers de travaux assez récents
(Hongshu et al., 2002) qui ont mis en évidence des GM hémicellulosiques contenant 26-64%
de Man et 1,4-2,2% de Gal au sein d"une graminée vivace (Boehmeria nivea). Les graminées
sont pourtant plutoét décrites pour une prédominance des xylanes au sein de 1"hémicellulose
dans la littérature (Ebringerova et Heinze, 2000).En outre, il semble important de rappeler que
les mannanes sont également des substances de réserve chez les graines de nombreux
végétaux (endospermes de graines chez les Iégumineuses). On les trouve également dans les
bulbes de certaines plantes comme c“est le cas pour la gomme Konjac. Il en va de méme pour
les GaM extractibles a partir de graines (par exemple chez le genre Astragalus). Bien
¢videmment, ils ne sont pas a considérer comme des hémicelluloses méme sils sont
structurellement proches (Hoch, 2007). Brievement, le GM Konjac (issu d“Amorphophallus
konjac) se compose d‘une séquence de Manp séparés par des unités Glcp avec des
groupements acétyl tous les 6-19 résidus Glcp (Nishinari et al., 2006 ; Petera, 2016). Les GaM
se composent ¢galement d“une séquence de Manp avec des branchements d“unités a-Galp en

position O-6 (Figure 23).

Figure 23. Structure générale des galactomannanes (Ebringerova et al., 2005).
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Ces derniers sont séparés en plusieurs catégories en fonction du rapport M/G (qui correspond

au ratio D-Manp/D-Galp). Ce rapport ainsi que la taille des chaines macromoléculaires varient

en fonction des espéces végétales, des conditions climatiques, da la variété, de 1“dge, des

conditions de culture mais aussi d‘extraction (Bouzouita et al., 2007 ; Moreira et al., 2008 ;

Dakia, 2009). Le Tableau 7 donne quelques exemples de sources de GaM extraits de graines.

Tableau 7. Exemples de sources de galactomannanes extraits de graines (source personnelle).

Nom

Sources Ratio M/G Références
_(gomme)
Astragalus armatus Boual et al. (2015b)
Fenugrec Trigonella foenum-graecum = 1/1 Lurian et al. (2017)
Leucaena leucocephala Mittal et al. (2016)
Astragalus gombo Chouana et al. (2017)
Guar Cyamopsis tetragonoloba ~9/1 Gresta et al. (2017)
Prosopis juliflora Rincoén et al. (2014)
Sesbania marginata Buckeridge et Dietrich, (1996)
Schizolobium amazonicum De Padua et al. (2017)
Caesalpinia spinosa Santander et al. (2011)
Tara . 1 ~3/1 Feng et al. (2017)
Cassia obtusifolia .
Cordyceps sinensis Nie et al. (2013a)
Wang et al. (2017a)
Bauhinia monandra - Nwokocha et al. (2017a)
Caroube Caroube =4l Gillet et al. (2014)
Casse Delonix regia ~5/] Nwokocha et al. (2017b)

Senna tora

Pawar et Lalitha (2014)

2.2.2.2.3 Xyloglucanes

Les XG sont des polysaccharides présents au sein de la paroi cellulaire des plantes

supérieures. Classés parmi les hémicelluloses, ils sont les plus abondants en masse dans la

paroi végétale primaire de la plupart des plantes vasculaires, « englués » au sein de la matrice

faite de pectines et d“hémicelluloses qui entourent les microfibrilles de celluloses.
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Plus précisément, les XG représentent environ 20-25% de la paroi cellulaire primaire dans les
angiospermes dicotylédones (e.g. Sycamore, Arabidopsis thaliana), moins de 5% chez les
graminées (angiospermes monocotylédones), environ 10% dans la paroi des bulbes d“oignions
(angiospermes monocotyledons) et jusqu‘a 10% dans la paroi cellulaire primaire de certains
coniferes (gymnospermes) (Ebringerova et al., 2005). On les trouve également dans certaines
graines d“arbres et végétaux, e.g. Tamarindus, Hymenia ou Impatiens, et sont dans ce cas
plutdt classés comme des polymeres de stockage. Ils posseédent alors des masses molaires

proches du million de g/mol (Ralph et al., 1994).

La forte relation structurale entre celluloses et XG au sein des parois cellulaires végétales rend
difficile leur extraction et nécessite des conditions alcalines fortes, souvent en combinaison
avec l“utilisation d“agent chaotropique (Fry, 1989). Dans la littérature, c“est 1“existence
d“interactions hydrogene fortes et de nombreuses liaisons covalentes fixant les XG dans les
cellules, e.g.(1) des esters avec les groupements carboxyle des pectines, (i1) des liaisons alcali-
résistante avec les pectines/xylanes/B-glucanes ou (iii) des éthers benzyliques avec des
composé€s phénoliques, qui a €té mise en cause pour expliquer ces phénomenes (Tenkanen et
Siika-aho, 2000 ; Kabel et al., 2003). On peut toutefois noter (et en contradiction) que si les
XG sont présents dans des graines (stockage), ils sont plus facilement extractibles, notamment
par des traitements aqueux a chaud. Constituée d“une chaine principale de f-(1,4)-D-glucose,
la structure des XG présente également des substituions d“une partie des résidus Glc en
position O-6 par des résidus a-D-xylose. Cette structure est globalement conservée au sein de
tous les XG méme si on observe des différences (résidus supplémentaires notamment) en
fonction des sources végétales (Nishinari et al., 2009). Encore aujourd hui, ce sont les XG des
graines de tamarin (TSX) qui restent les plus étudiés. On reporte d“ailleurs quatre types
d“unités de répétition qui différent en nombre mais aussi par rapport aux résidus Gal
substituant les unités Xyl (Nishinari et al., 2009). Ces variations structurales vont modifier la
fonctionnalité et les propriétés physico-chimiques des XG ; en particulier les résidus Gal mais
aussi d‘autres résidus supplémentaires (Fuc, Ara), impactant ainsisur la solubilité des
polymeres (Nishinari et al., 2009). Plusieurs especes ont été reportées dans la littérature pour
leur contenu en XG, a savoir Ipomoea pupurea, Ocimum basiculum, Capsicum annuum,
Lycopersicon esculentum ou Plantago major Hoffman et al. (2005) ont identifi¢ précisément

la structure de plusieurs XG extraits de différentes plantes.
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A titre d“exemple, ils ont montré que l“unité de répétition chez Lactuca sativa ou
Daucuscarota était de type XXXG avec une unité de répétition a-D-Xylp, f-D-Galp-(1,2)-0-D-
Xylp et des ramifications de type a-L-Fucp-(1,2)-- D-Galp-(1,2)-0-D-Xylp. La Figure 24
synthétise la structure chimique des unités de répétition au sein des XG étudiés dans ces
travaux.Au sein des especes Solanaceae, les auteurs ont plutot identifié¢ des structures de type
XXGG (Vincken et al., 1996 ; Vincken et al., 1997). De maniére générale, on peut retenir que
la paroi cellulaire primaire contient essentiellement des XG de type XXXG avec des
trisaccharides ramifiés au squelette principal (Vincken et al., 1997 ; Yamagaki et al., 1997).
Au sein des graines, on retrouve également des XG de type XXXG ou environ 30% des Xylp
possedent un résidu f-D-Gal attaché en position O-2 (Ebringerova et al., 2005). La plupart des
XG n*auront pas de résidu Fuc et Gal mais pourront présenter des unités a-L-Araf attachés en
position O-2 sur certains Xylp des chaines latérales, comme c‘est le cas dans les travaux de

Huisman et al. (2000) et Vierhuis et al. (2001).
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Figure 24. Structure des unités de répétition des xyloglucanes (Nishinari et al., 2009).

2.2.2.2.4 [B-D-glucanes a liaisons mixtes

Les f-D-glucanes a liaisons mixtes sont uniques aux plantes monocotylédones de 1“ordre des
Poales. Ils font partis de la composition hémicellulosique des grains de céréales au sein des
parois cellulaires subaleurone et endospermique (Wood et al., 2003). Ils ont également été
identifiés au sein de tissus non-endospermique de graminées monocotylédones (Ramesh et
Tharanathan, 1999). A titre indicatif, on peut noter I“existence de structure proche (lichénane)

au sein du lichen Cetraria islandica (Wood et al., 1994).
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Ce dernier se compose d“ailleurs de séquences cellotriosyle (78%), de segments de
cellotétraose (4%) et de plus longs segments cellulosique (18%) (Ruff, 2008). La
caractérisation structurale des f-D-glucanes a été tres largement étudiée depuis ces dernicres
décennies. Ils sont composés d“unités D-Glcp reliées par des liaisons S-(1,3) et f-(1,4) en
général a hauteur de 30 et 70% respectivement. Les motifs de répétition des séquences f-
(1,4), similaires aux séquences cellotriosyle et cellotétraosyle de la cellulose, sont séparées
par des unités f-(1,3) (Figure 25). Le ratio cellotriose/cellotétraose varie selon les especes de
2,1-2,4 a 4,2-4,5 (Ebringerova et al., 2005), de méme que la masse molaire (0,065 a 3x10°
g/mol) et la viscosité intrinseque des polymeres (Vaikousi et al., 2004). En comparaison avec
les p-D-glucanes extractibles a 1“eau, les alcali-solubles présentent souvent un ratio
cellotriose/cellotétraose bien plus important. Cest d“ailleurs ce ratio et 1“enchainement des
unités f-(1,3) et f-(1,4) qui vont donner au polymere une certaine flexibilité voire méme une

tendance a I“agrégation (Ebringerova et al., 2005).

OH OH
OH
HO O HO Q  Ho A
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Figure 25. Structure principale des f-glucanes (Ebringerova et al., 2005).

2.2.2.3 Les pectines

Chez les végétaux supérieurs, les pectines représentent environ 30% de la masse des parois
primaires de dicotylédones (Carpita et al., 1993 ; Pérez et al., 2003). Les pectines sont décrites
comme ¢étant soumises a des voies de biosynthéses trés complexes et leurs structures peuvent
évoluer au cours du développement cellulaire (Voragen et al., 1995 ; Pérez et al., 2003). Elles
sont les principaux constituants de la lamelle moyenne des parois des cellules et sont
essentiellement composées dacides galacturoniques (Carpita et al., 1993). On retrouve
également des pectines dans la matrice des parois primaires et en plus faibles quantités dans

les parois secondaires des cellules (Petera, 2016).
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On peut séparer les pectines en plusieurs catégories (Figure 26), a savoir (i) les pectines
acides, comme les homogalacturonanes et les rhamnogalacturonanes (RG) de type I et II et
(i1) les pectines neutres, comme les arabinanes, galactanes et arabinogalactanes (AG) qui sont

associés aux RG de maniere covalente (Yamada, 1996 ; Pérez et al., 2003).

HG RG | RG Il XG __AG
I 1 0

Lateral chain A

COOH
OH

{ D-Galacturonic acid (:) L-Rhamnose @ D-Dha* & D-Xylose
0 O-acetyl ester O B-Calactose () D-Apiose @ L- Galactose

; ; -
9 O-methyl ester e O L-Aceric acid @ Kdo
> OOL Apabinse O L-Fucose [:] D-Glucuronic acid

9 Borate

*D-Dha = 3-deoxy-D-lyxo-2-heptulosaric acid
**Kdo = 3-deoxy-D-manno-2-octulosonic acid

Figure 26. Organisation générale des structures pectiques (Leclere et al., 2013). AG:
arabinogalactane, HGA : homogalacturonane, RG : rhamnogalacturonane, XG :
xylogalacturonane.

2.2.2.3.1 Arabinanes

Les arabinanes sont composés d“unités L-Araf reliés en a-(1,5) et sont plus ou moins branchés
en fonction de leur origine en positionsO-2 et O-3 (O*Neill et al., 1990). Dans les faits, tres
peu d“arabinanes purs ont été décrits dans la littérature, par exemple, dans les fruits de
Ziziphus jujubaou les racines de Bupleurum falcatum (Yamada et al., 1985 ; Yamada et al.,
1988). Conventionnellement, on considére que les arabinanes n“existent pas véritablement
dans la nature mais sont plutdt liés a des galactanes dans les complexes pectiques comme le
montre la Figure 27. lls sont probablement libérés au cours d“hydrolyses enzymatiques et/ou

acides (légeres) lors de procédés d“extraction (Ebringerova et al., 2005).
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Figure 27.Structure principale des arabinanes, liés de maniére covalente a des complexes
pectiques (source personnelle).

2.2.2.3.2 Arabinogalactanes de type I et I

Les arabinogalactanes de type I et II (AG-I et AG-II) correspondent respectivement a des
arabino-4-galactanes et arabino-3,6-galactanes. On peut parfois trouver également le terme
AG-IIT  correspondant a des polysaccharides possédant des chaines latérales
d“arabinogalactanes, souvent associées a des protéines, groupe désormais qualifi¢ sous la
dénomination AGP (Fincher et al., 1983 ; Stephen, 1983 ; Varner et Lin ; 1989 ; O*Neill et al.,
1990). Les AG-I sont composés d“un squelette principal de D-Galp liés en f-(1,4) et sont
ramifiés par des résidus oa-L-Araf en position O-3 (Figure 28A4). Ils sont les premiers
constituants des complexes pectiques RG-I (rhamnogalacturonanes de type I). Les AG-I
hydrosolubles sont bien représentés dans de nombreux tissus végétaux tels que les feuilles, les
tiges, les racines, les fruits et les gommes. La présence de monosaccharides supplémentaires
dans ces structures est en général associée a des contaminations par d“autres polysaccharides
pendant les phases d“extraction et de purification (Petera, 2016). On peut citer par exemple les
travaux de Tischer et al. (2002) qui ont expliqué la présence de Fuc, Ara, Xyl, Man, Gal et
Glc au sein d“un AG-I a cause d“une contamination par de I“acide tragacanthique, riche en
fucose et xylose au moment de [“extraction.On retrouve les AG-I le plus souvent dans les
pectines de citrons, de pommes ou de patates (Paulsen, 2001) mais aussi des sources telles
qu Opuntia ficus-indica (Habibi et al., 2004), Astragalus gummifer (Tischer et al,
2002),Glinus oppositifolius(Inngjerdingen et al., 2005) ou Phoenix dactylifera(Amin et
Kandeel, 1972).Les travaux de Tanaka et al. (2010) reportent également 1“identification d"un

AG-I extrait de Cereus peruvianus d“une masse molaire conséquente (9 x 10° g/mol).
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Les AG-II présentent quant a eux une squelette de D-Galp liés par des enchainements f-
(1,3)/p-(1,4). La chaine principale est également substituées en position O-6 par des mono-
et/ou oligosaccharides composés d“unités Ara ou Gal (Figure 28B). De manicre générale, les
AG-II sont beaucoup plus branchés que les AG-I. Ils sont également fréquemment liés aux
RG-I, en position O-4 des unités L-Rha. On retrouve les AG-II chez des végétaux du genre
Larix mais aussi chez d“autres résineux. Ils ont été identifiés par exemple dans les feuilles de
Stevia rebaudiana (Oliveira et al., 2013), les feuilles de Nerium indicum (Dong et Fang,
2001), les racines de Herba Asari (Li et al., 2012), les baies de Viscum album (Wagner et
Jordan, 1988) ou dans Is feuilles de Plantago major L (Samuelsen, 1998). Dans 1“ensemble,
ils sont localisés dans le lumene des rayons ligneux et des trachéides (Ebringerova et al.,

2005).

A a-L-Alraf a-L-Alraf
1 7
3 3

-4)-B-D-Galp -(1,4)-B-D-Galp(1 4)-B->-Galp (1,4)-B->-Galp(1,4)-B-D-Galp(1-

B
—6)Galp (156)Galp (1—3)Galp-(1—3)Galp (1—-6)Galp(1— 6)Galp-(1— 3)Galp-(1—

6 6 3 3
T ) T T
1 1 1 1
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Figure 28. Exemples de structures d“arabinogalactanes de (A) type I (Mohnen, 2008) et (B)
type II (Haq et Adams, 1961).

Enfin, les AGP ne sont pas véritablement considérés comme des polysaccharides de la paroi
végétale mais plus comme des gommes ou exsudats, et jouent le plus souvent un role dans des
mécanismes de défense naturelle (Verbeken et al., 2003).11s préviennent ainsi des infections
microbiennes et de la déshydratation (Petera, 2016). Ils sont aussi impliqués dans la
croissance et le développement des plantes., la signalisation cellulaire, 'embryogenese ou la

mort cellulaire programmée (Majewska-Sawka et Nothnagel, 2000).
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Ils contiennent jusqu“a 10% de protéines (Li et al, 2012) et présentent pour la partie
polysaccharide une complexité structurale similaire a celle des AG-II. On pourra ainsi
retrouver des substitutions sur la chaine principale par des résidus variés mais aussi au sein
des chaines secondaires, e.g. Araf, Rhap, Fucp, MeGlcAp, GlcAp (Voragen et al., 2009).
Fincher et al. (1983) ont décrit également des chaines de Manp, Xylp et Glcp. On peut noter
que la présence d“unités Arap semble étre une caractéristique spécifique des AG-II (Oliveira
et al., 2013). Les AGP sont des glycoprotéines glycosylées riches en hydroxyprolines classées
en deux catégories, i.e.(1) les AGP « classiques » et les (i1)) AGP « non classiques » (Du et al.,
1996). Les premicres contiennent dans la partie protéique de 1“hydroxyproline, de 1“alanine,
de la sérine, de la thréonine ou encore de la glycine. A 1“inverse, les secondes présentent des
compositions plus particulieres avec la présence de cystéine ou d“asparagine (Mollard et
Joseleau, 1994 ; Mau et al., 1995). En général, c“est plutot la partie polysaccharidique des
AGP qui a tendance a étre étudiée dans la littérature. On peut ainsi citer un certain nombre de
gommes telles que la gomme arabique ou la gomme adragante (Tischer et al., 2002a, Tischer
et al., 2002b) dont les structures sont extrémement complexes et trés variables selon les

sources, conditions de culture, méthodes d“extraction et de purification, etc. (Figure 29).

2.2.2.3.3 «Vraies pectines »

Les pectines ou acides pectiques décrivent les polymeéres contenant des résidus GalA.
Longtemps considérés comme uniquement composés de résidus GalA, il s“aveére que leurs
structures sont bien plus complexes (Ebringerova et al., 2005). La partie galacturonane
(homogalacturonane) des pectines peut contenir successivement jusqu‘@ 10 unités (Samuelsen
et al.,, 1996) et de multiples monosaccharides neutres sont désormais associés a la structure
complexe des pectines. On considére aujourd“hui que les pectines sont divisées en plusieurs
catégories, i.e. les (i) homogalacturonanes (HGA), (ii) les rhamnogalacturonanes de type I
(RG-I) et (ii1) ceux de type II (RG-II), dont les structures différent trés significativement. La
Figure 30 présente un schéma général de la structure des pectines. L“organisation de ces
sous-catégories pectiques est aujourd“hui remise en question. Le modele longtemps admis
décrit une alternance de zone « lisses » (HGA) et de zones « hérissées » (RG-I) substituées
par des chaines latérales d“oses neutres (Voragen et al., 2009). Ces dernieres années Vincken
et al. (2003) ont suggéré que la chaine principale pectique était en réalité une zone RG sur
laquelle seraient substituées des chaines latérales d“oses neutres mais également des zones

HGA (Petera, 2016).
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Figure 29. Structure principale de la gomme arabique d“4cacia senegal (adaptée de Nie et al.,
2013b). R correspond a l'un des résidus suivants : T-Rhap, T-Araf, T-Arap, T-UA, T-Araf
(1—3)-Araf-(1— , T-UA-(1—4)-UA-(1—. Toutes les unités Gal et Uronic Acid (UA) sont de
formes B, D ; les résidus Ara et Rha sont de forme a, L. Les UA (= acides uroniques AU) sont
soit des unités GlcA soit GalA.

D Gala @ Gal
[] Rha A Ara

Oha B «oo

[ Glea, A Al
& Mexyl

& Fuc M Xyl

) AcheFuc (] Methyl
& Achos A Acelyl

Figure 30. Représentation schématique de la structure primaire des pectines (Pérez et al.,
2003).
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2.2.2.3.3.1 Homogalacturonanes

Egalement nommés zones lisses, les HGA représentent 50 a 70% de la pectine (Jackson et al.,
2007). 1l s“agit de chaines linéaires de 100 a 200 résidus de GalA liés en a-(1,4).Les HGA
possédent également des groupements méthyle en positions O-2, O-3 et 0-6 des GalA. Les
HGA sont d‘excellents polyanions et échangeurs d“ions et leurs propriétés biologiques et
physico-chimiques sont souvent corrélées a leur capacité d“établir des interactions
¢lectrostatiques. Le degré d“estérification au sein des HGA est variable (la cellule est capable
d“estérifier de mani¢re réversible les groupements carboxylique grace a une pectine
méthylestérase) et on dénombre trois catégories d“acides pectiques en fonction du degré de
méthylation (DM), les acides pectiques (1) de DM < 5%, (ii) faiblement méthylés de DM <
50% et (ii1) hautement méthylés de DM > 50% (Thakur et al., 1997). On retiendra brievement
que les substances pectiques peuvent former des gels en suivant le mécanisme suivant : (i)
formation d“une disposition en boite d“ceuf type « Egg-box » (les segments HGA sont
réunions par des ions Ca’", (ii) les ions Ca*" prennent part & 9 liaisons de coordinence avec 2
oxygenes des liaisons glycosidiques, 2 oxygenes hétérocycliques, 2 fonctions acides, et 3
fonctions alcools, (iii) cette structure ne peut exister que dans les régions HGA puisque les

alcools secondaires, e.g. des acétylations, généraient sa formation.

2.2.2.3.3.2 Rhamnogalacturonanes de type I

Les RG-1 constituent les zones hérissées et sont composés d“une chaine principale alternant
des résidus a-(1,4)-D-GalA et a-(1,2)-L-Rha. Ils représentent un peu moins de 15% de la
pectine avec des DP proches de 1000 (Jackson et al., 2007).Les résidus Rha sont trés souvent
substitués en position O-4 par des chaines latérales trés variables portant des unités Gal et
Ara. Ebringerova et al. (2005) reportent également quelques branchements en position O-3
des Rha. En général, les chaines latérales d“AG sont de type II méme si on trouve
occasionnellement du type 1. Certains auteurs ont aussi reporté des groupements acétyle en
positions O-2 et O-3 (Perrone et al., 2002) ainsi que des acides phénoliques (acides férulique
ou coumarique) au niveau des fonctions hydroxyle en position O-6 des résidus Gal ou en

position O-2 des résidus Ara (Bonnin et al., 2002)

2.2.2.3.3.3 Rhamnogalacturonanes de type II

Les RG-II ont des structures bien plus complexes et difféerent des RG-I par leur enchainement

linéaire de D-GalpA 1iés en position a-(1,4) (Pérez et al., 2003).
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Une caractéristique intéressante chez les RG-II est probablement 1“existence de résidus rares
qui substituent la chaine principale en position O-3, comme par exemple le 2-O-méthylfucose,
le 2-O-méthylxylose, 1acide 2-céto-3-déoxy-D-manno-octulosonique (KDO) ou l“acide 3-
déoxy-D-lyxo-2-heptulosarique (DHA) (O"Neill et al., 1990 ; Doco et al., 1997).De masses
molaires assez faibles (5 a 10 kDa), ils apportent une certaine flexibilité a la paroi végétale en
permettant notamment des liaisons intermoléculaires avec la cellulose (Zykwinska et al.,

2005).

2.3 Activités des xylanes

Les xylanes provenant de sources naturelles forment une classe importante de composés
bioactifs présentant une large gamme d“activités pharmacologiques (da Silva et al., 2012 ;
Kumar et al., 2016 ; Meng et al., 2017). Ils sont connus pour leurs activités anti-oxydantes
(Wang et al., 2017a), immuno-modulatrices (Shen et al., 2017), antitumorales (Liu et al.,
2017a), antidiabétiques (Guo et al., 2017), anticoagulantes (Muschin et al., 2016) et
hépatoprotectrices (Zhou et al., 2017). Les polysaccharides possedent également des
propriétés rhéologiques exploitées en industrie et dans le domaine pharmacologique (Funami,
2017). Les activités biologiques et les propriétés rhéologiques de ces polysaccharides sont
fortement influencées par leurs structures (composition en monosaccharides, anoméries,
liaisons glycosidiques et branchements) et leurs masses moléculaires (Ren et al., 2017).
Notons que la compréhension des fonctions précises des polysaccharides dans différents
mécanismes biologiques nécessite de développer des techniques performantes de séparation et

de purification, qui permettront d*¢tudier des relations structure-fonction.

Les applications des xylanes au sens large sont trés nombreuses et montent en puissance
depuis ces deux derni¢res décennies. Ainsi, on les retrouve dans la conception de films
d“emballage, pour le coating de matériaux ou pour une utilisation dans les produits
biomédicaux (Li et al., 2011). En raison de leur comportement rhéologique intéressant, les
xylanes sont également utilisés comme adhésifs, épaississants ou additifs dans la synthése des
plastiques. Ils permettent ainsi d“améliorer la résistance du matériau aussi bien que sa
biodégradabilit¢ (Unlu et al., 2009). Ils sont par ailleurs étudiés pour leurs propriétés
mitogénique et comitogénique, et présentent pour certains des activités au moins aussi bonnes

qu‘un immunomodulateur commercial, le zymosan (Ebringerova, 1995).
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Ces mémes auteurs reportent aussi 1“application des xylanes dans I“industrie alimentaire
comme ¢émulsifiant et stabilisant de mousses protéiques. On peut noter que le marché des
additifs alimentaires avoisine aujourd“hui les 35 milliards (2015) et dépassera probablement
les 55 milliards de $ en 2024 avec une croissance de 5,5%. On reporte également dans la
littérature 1“utilisation de ces polymeéres dans 1“industrie du papier, qui représente aujourd hui
un marché de 195 millions de $ (2015) (Hromadkova et al., 1999). Plus récemment, des
xylanes extraits de bois de bouleau ont été utilisés pour synthétiser et/ou modifier des
nanoparticules, leur ouvrant la voie aux domaines de la cosmétique et pharmaceutique
(systeme de délivrance d“actifs avec une forte biodisponibilité) (Heinze et al., 2007 ; Daus &
Heinze, 2010).Le marché global pharmaceutiquereprésente, quant a lui, plus de 955 milliards
de $ (2015), laissant la place a des marchés de niche (e.g. pour des polysaccharides hautement
actifs et/ou tres spécifiques) ou plus généraux (e.g. pour des polysaccharides peu couteux).
Silva et al. (2007) mettent en avant la synthése de microparticules (parfois méme
magnétiques) a partir de xylanes extraits d“€pis et rafles de mais pour délivrer des molécules
telles que le diclofénac de sodium, I“acide 5-aminosalycilique ou I“acide usnique.
Parallelement, Petzold-Welcke et al. (2014) ont développé des dérivés cationiques de GX
présentant un fort potentiel antimicrobien mais aussi floculant.L“¢tude structurale des xylanes
permet de développer de nouvelles approches et outils enzymatiques pour leur déconstruction,
notamment dans des concepts de bioraffinerie de certains végétaux. L¢tude d“enzymes
dégradant les xylanes, encore en plein essor aujourdhui, fait de ces polysaccharides un objet
d“¢tude a la fois fondamental et applicatif (notamment dans des laboratoires universitaires)
(Dodd et Cann, 2009 ; Lyczakowski et al., 2017). On peut aussi citer le potentiel prébiotique
de xylo-oligosaccharides (XOS) qui sont couramment utilisés en nutraceutique (Mékeldinen
et al., 2009), en particulier en Asie ou certaines formes sont commercialisées (Shandong
Longlive Bio-technology co.). Sukri et Mimi Sakinah (2017) ont d“ailleurs publié¢ un papier
récent sur la production de XOS a haute valeur commerciale a partir de bois de Meranti.
Enfin, c“est probablement aujourd“hui le marché du xylitol (175 kT en 2015) qui domine les
applications des xylanes dans le monde. On estime d“ailleurs que la demande croitra de 6% en
2024 en particulier pour répondre a I“industrie du Chewing gum qui en consomme plus de
60%. Les 40% restants concernent des secteurs « marginaux » dont I“alimentaire et la

pharmaceutique.
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2.3.1 Propriétés physico-chimiques

Les polysaccharides sont couramment utilisés comme épaississants, stabilisants, gélifiants et
agents de liaison dans les industries alimentaire, pharmaceutique et cosmétiques (Bao et al.,
2016 ; Funami, 2017). Les xylanes présentent des caractéristiques physico-chimiques trés
différents comme leurs (i) solubilités dans 1“eau, (i) viscosités, (iii) propriétés gélifiantes ou
encore leurs (iv) propriétés d“hydratation, qui sont a I‘origine de leurs propriétés
fonctionnelles dans 1“industrie alimentaire et de nombreux procédés (Saulnier et al., 2007). La
relative solubilit¢ des xylanes dans I“eau est un probléme récurrent notamment pour la
détermination de leurs masses molaires. En effet, en fonction du type et du degré de
substitution (souvent supérieur a 30%) des chaines et ramifications mais aussi des motifs de
répétition, les xylanes ont tendance a s“agréger en solution. La présence de groupement
acétyle contribue largement a ces phénomenes en permettant de possibles réarrangements
chimiques, par exemple avec la lignine ou des composés phénoliques (Ebringerova et al.,
2005). La solubilité est également fonction du nombre de liaisons hydrogenes intra- et
intermoléculaires présentent a [“origine au sein des xylanes ou générées pendant les procédés
d“extraction, de purification et de séchage (Ebringerova et al.,, 1994). Des traitements de
dépolymérisation physico-chimiques permettent de réduire ces interactions et d“augmenter la
solubilité des xylanes, mais sont a 1“origine de la réduction de leurs masses molaires (My,). 11
est donc important de garder a 1“esprit que 1“¢valuation des masses molaires des xylanes se
fait trés souvent sur un polymeére non natif (a savoir dépolyméris¢). Notons également que ces
mécanismes d“agrégation sont encore mal compris comme [“ont reporté Saulnier et al. (2007).
Les M,, décrites dans la littérature varient en général entre 64 000 g/mol pour des AX et CHX
de céréales (Chanliaud et al., 1996) a plusieurs millions de g/mol pour des fractions aqueuses
d“AX et d'hétéroxylanes extraits de graines de différentes espéces comme pour le
genrePlantago(Madgulkar et al., 2015 ; Yin et al., 2016a ; Benaoun et al., 2017). En général,
les My, sont estimées par chromatographie d“exclusion stérique, couplée a des techniques de
diffusion de la lumi¢re (SEC/MALLS). La calibration est réalisée a 1“aide de gammes de
standards de dextranes, de pullulanes (qui présentent 1“avantage d‘€tre isoformes) ou de
polystyrénes. Une attention particuliére doit étre portée aux xylanes chargés tels que les
glucuronoxylanes et a la force ionique des solvants utilisés (Su, 2013). Il en va de méme pour
les chaines ramifiées d“arabinose qui jouent un role prépondérant mais encore assez méconnu

dans la solubilité des AX (Yu et al., 2017).
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En effet, plusieurs études ont montré que des traitements acides(Samuelsen et al., 1999a ;
Samuelsen et al., 1999b) ou enzymatiques (Petera, 2016), qui permettent d“€liminer ces
chaines latérales, entrainaient une forte modification du comportement en solution (et
rhéologique) des AX. Notons que 1“utilisation de systéme UV permet en parall¢le d“identifier
d“éventuels contaminants protéiques et polyphénoliques. LeTableau 8 reporte 1"hétérogénéité
des caractéristiques moléculaires de xylanes, qui est fonction a la fois des organismes

producteurs mais aussi des protocoles d“extraction, de purification et de préparation.

La viscosité des xylanes en solution, et plus généralement des polymeres, est directement relié
a des propriétés moléculaires fondamentales comme la conformation moléculaire, la masse
molaire, la distribution en masse mais aussi la concentration en polymeres. L*€tude en régime
dilué¢ de polymeres en solution permet notamment (en fonction des techniques utilisées)
d“accéder a la viscosité intrinseque en solution, qui représente bricvement le volume
hydrodynamique des batonnets dans le cas de polymeres non chargés ou I“asymétrie des
particules dans le cas de macromolécules rigides (Lefebvre et Doublier, 2005). On peut
¢galement accéder viala SEC/MALLS a des constantes de masses molaires en poids et en
nombre (My, et M,), au rayon hydrodynamique (Ry) et rayon de giration (R,), a 1"indice de
polydispersité (I,), etc. Les comportements rhéologiques des xylanes sont peu étudiés en
comparaison d“autres polysaccharides d‘origines variées comme le xanthane (bactérie),
I“amidon (végétal) ou les carraghénanes (macro-algue). En général, les xylanes présentent un
comportement viscosant des solutions aqueuses a température ambiante qui a tendance a
rapidement diminué a de faibles taux de cisaillement (c“est a dire rhéofluidifiant). Rappelons
que la maniére dont la viscosité apparente change va permettre de définir le comportement
rhéologique d“un polymeére en solution. L*évolution de la viscosité apparente avec le taux de
cisaillement peut étre représentée par des comportements types qui permettent de distinguer

quatre catégories de fluide (Figure 31A4) :

(1) les fluides newtoniens dont la viscosité est indépendante du taux de cisaillement ;

(i1) les fluides plastiques ou fluides a seuil ou le seuil représente la limite d“énergie
quil faut franchir afin que 1“¢coulement ait lieu ;

(ii1)  les fluides pseudoplastiques ou rhéofluidifiants qui présentent une diminution de la
viscosité avec 1“augmentation du taux de cisaillement ;

(iv)  les fluides rhéoépaississants dont la viscosité augmente avec 1“augmentation de

taux de cisaillement.
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Tableau 8.Exemples de caractéristiques moléculaires reportés pour différents types de xylanes (source personnelle).

M M Viscosité

Type Origine (10% /vlvnol) 10° /:nol) intrinseque Extraction Référence
(mL/g)

Arabinoxylane Plan:tsc?;oci'i;;;mla 2{2 : : Ca(ga}lll),zi\l]z?)(gl{)z Edwards et al. (2003)
Arabinoxylane Plantago asiatica 3,8 - 581 Eau, NaOH Yin et al. (2016a)
Arabinoxylane Plantago ovata 0,95-1,1 0,65-0,84 740 Eau, KOH Yu et al. (2017)
Hétéroxylane Plantago notata 2,3 2,0 715 Eau Benaoun et al. (2017)
Hétéroxylane Plantago major 1,2 - 970-1420 Eau Alizadeh Behbahani et al. (2017)
Hétéroxylane Maytenus ilicifolia 59x 107 - - Eau Cipriani et al. (2008)
Hé,téroloxylane Agave sisalana 18 - - Acétone, Eau Marques et al. (2010)
acétylé
we o padomiagore 2 : : M eso Gongalves et l. (2008)
Hétéroxylane Sophora subprostrata 0,44 - - Eau, NaOH Dong et al. (1999)
Xylane Plantago asiatica 1,15 - Eau, NaOH Yin et al. (2016b)
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Figure 31.(A) Régimes d“écoulement caractéristiques de différents polymeres en solution,
(B) régime de concentration pour les polymeres et (C) détermination de C* en premicre
approche (source personnelle).

L*¢tude rhéologique des solutions de polysaccharides permet aussi de déterminer leur
concentration critique de recouvrement C*, c“est-a-dire la concentration de transition entre le
régime dilué et semi-dilué (Figure 31B). Quand C* est atteint, des enchevétrements de
polysaccharides entrent en jeu et les polymeres sont plus sensibles a un stress physique. Cela
se traduit par une augmentation de la viscosité de la solution. Des études ont montré quil était
¢galement possible d“accéder pour certains xylanes (en particulier des AX de blé¢) a des
concentrations critiques d“enchevétrement C** (Saulnier et al., 2007). Dans ces cas de figure,

les auteurs reportent une conformation en batonnet des AX en solution.
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Ce n'est pas le cas pour d“autres hétéroxylanes étudiés ou une conformation compacte en
pelote a été déterminée (Benaoun et al., 2017). En premicre approche, on considére souvent

I“Equation I pour déterminer rapidement et théoriquement C*.

Equation 1 Cc* Lat
uation 1. —
q ]

Pour de trés nombreux polysaccharides en solution (Figure 31C), la viscosité spécifique a

taux de cisaillement nul est linéairement reli¢ a c[n] et les deux pentes caractéristiques (avant
et apres la valeur de C*) sont respectivement égales a environ 1,4 et 3,4 (Castelain et al.,
1987). On notera d“ailleurs que C* diminue quand M, ou R, augmente.Les propriétés
rhéologiques sont généralement affectées par la concentration en polysaccharide, la présence
de sels, la température et le pH (Ma et al., 2017). De par leur caractére assez neutre, une partie
des xylanes répondent trés peu a 1“effet des sels lors d“études rhéologiques comme reportés
par Farahnaky et al. (2010), Yin et al. (2016a) ou Benaoun et al. (2017).Le Tableau 9reporte
quelques exemples de I“hétérogénéité des M,, de xylanes, qui est fonction a la fois des
organismes producteurs mais aussi des protocoles d“extraction, de purification et de
préparation.Les hydrogels a base de xylanes attirent beaucoup d“attention en raison de leurs
propriétés fondamentales telles que la renouvelabilité, la fonctionnalité et la biocompatibilité
(Gao et al., 2015). Les hydrogels sont des réseaux tridimensionnels formés a partir de liaisons
physiques et/ou chimiques qui ont une hydrophilie ¢levée mais sont insolubles dans 1“eau. Les
hydrogels intelligents pour I“environnement, en particulier les hydrogels sensibles a la
température et au pH, ont suscit¢ de nombreux intéréts dans les domaines biomédicaux, tels
que l“ingénierie des tissus, les biosenseurs et 1“administration de médicaments. Parmi ces
hydrogels « sensitifs », les hydrogels de xylanes copolymérisés en présence de poly-N-
isopropylacrylamide et d“acide acrylique font partie des objets d'étude les plus courants
notamment comme systeme de délivrance orale pour des cibles intestinales (Gao et al.,
2016). Sun et al. (2017) reportent également la possibilité de synthétiser des hydrogels de
xylanes/poly(acide métacrylique) en présence d“agent de réticulation comme le N-N-
méthylénebisacrylamide. La structure interconnectée et macroporeuse générée présentait un
potentiel encourageant en pharmaceutique. L-utilisation des xylanes pour préparer des
hydrogels ne se limite pas a des agents (réticulants) chimiques « non green » puisque certains
auteurs ont réussi a développer des hydrogels composite en présence de chitosane (f-(1—4)-
2-amino-2-déoxy-D-glucopyranose) et a démontrer leur action pour faciliter la régénération
osseuse (Bush et al., 2016). Zhang et al. (2014) ont quant a eux mis en évidence les capacités
super-absorbantes d“hydrogels de xylanes/montmorillonite.
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Tableau 9. Exemples de comportement viscosant reportés pour différents types de xylanes
(source personnelle).

Type Origine Comportement Extraction Référence
Rhéofluidifiant, gel Yin et al
Arabinoxylane Plantago asiatica faible, effet des sels Eau, NaOH ’
(Ca®) (2016a)
Rhéofluidifiant, gel
. faible,
Arabinoxylane Plantago ovata Effet de I“acide KaOH+NaBH,; Yu et al. (2017)
férulique
Arabinoxylane Son de blé Rhéofluidifiant Eau Li et al. (2017b)
Rhéofluidifiant, gel
. . fort, Ayala Soto et
Arabinoxylane Mais Effet de I“acide NaOH al. (2014)
férulique
Arabinoxylane Haricots (Sorgho) Newtonien Eau K?é% %;1 L
. Rhéofluidifiant, gel Farahnaky et al.
Arabinoxylane Plantago ovata faible Eau (2010)
Arabino(GalA)- . . Sandhu et
rhamnoxylane Plantago ovata Gel faible Alcaline Hudson (1981)
Hétéroxylane Plantaeo maior Rhéofluidifiant, gel Eau Behbahani et al.
acide g0 mdj faible (2017)
‘o Rhéofluidifiant, gel Benaoun et al.
Hétéroxylane Plantago notata faible Eau (2017)

Les xylanes présentent en effet des capacités d“hydratation notables, que ce soit d“absorption
de 1"eau et/ou de capacité¢ de rétention. Rappelons que cette dernicre est définie dans le
domaine des fibres alimentaires comme la capacité d“absorption (water binding) et la capacité
de rétention (water holding) de 1“eau (Fessas, 2005). On peut toutefois noter que la littérature
est confuse concernant la description des propriétés d“hydratation des xylanes et en particulier
des AX en partiec par I“utilisation inadéquate des méthodes de mesure nécessaires a la
détermination de la capacité de liaison a [“eau (Saulnier et al., 2007). La mesure des propriétés
d“hydratation est d*ailleurs dépendante de nombreux parameétres physicochimiques comme la
température, le pH, la force ionique, le type et I“historique du polymere concerné. Enfin, on
peut noter les travaux de Shirsand et al. (2009) ou ceux de Pawar et Varkhade (2014) qui ont
montré la possibilit¢é de formuler des systemes de délivrances (superdésintégrant) de
médicaments et/ou principes actifs a partir d“hétéroxylanes extraits de Plantago notata.
Briévement, il s“agissait dans ces études d“utiliser les hétéroxylanes comme des ingrédients
améliorant la désintégration de comprimé/gélule pour une délivrance orale, en milieu liquide

aqueux.
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2.3.2 Propriétés biologiques

Les xylanes présentent un certain nombre d*activités biologiques. Le Tableau 10 donne un
inventaire assez large de quelques propriétés biologiques reportées dans la littérature. Cette
partie détaille ensuite quelques exemples concrets d“études d“activités anti-complément,

prébiotique, anti-oxydante, immunomodulatrice et anti-cancer.

2.3.2.1.1 Activité anti-complément

Le systéme du complément est un des systémes les plus puissants impliqués dans la défense
non spécifique de l“organisme (Skerka et Zipfel, 2008). Il est constitu¢ d“un groupe de
protéines sériques qui sont activées en cascade. L activation peut étre, entre autres, initiée par
des lipopolysaccharides bactériens et des environnements pauvres en acide sialique (voie
alterne), ou par des complexes immuns antigene-anticorps contenant des IgM ou des 1gG
(voie classique). La liaison de lectines liant le mannose présent sur des surfaces microbiennes
est également une voie d“activation du complément (voie lectine). Le complexe d“attaque
membranaire est le produit final de la cascade d“activation du complément. Il peut
endommager la membrane cytoplasmique des bactéries (Samuelsen et al., 1999a). L “activité
anti-complément est une activit¢ immunomodulatrice (Wang et al., 2008) qui peut s“¢tudier in
vitro (Samuelsen et al., 1999a). L“activation du complément est inhibée par de nombreuses
protéines de régulation hydrosolubles ou liées aux membranes ainsi que par certains
polysaccharides. A titre d“exemple, 1“héparine est un polysaccharide bien connu pour ses
activités anti-coagulante et anti-complément fortement dépendantes de la localisation et du
taux de ses groupes sulfates (Xu et al., 2007). L*héparine inhibe la fixation membranaire de la
protéine C-3 du complément et 1“hémolyse lorsque la voie classique de complément est
activée par des anticorps anti-hématies (Logue, 1977). Pour atteindre la concentration
nécessaire a 1“inhibition de complément de manicre significative, 1“héparine induit des effets
secondaires indésirables associés a ses activités anti-coagulantes (Xu et al., 2007). La
recherche de substances anti-complément dépourvues d“activités secondaires indésirables est
donc nécessaire afin de trouver des alternatives a 1“utilisation de ce composé. Samuelsen et al.
(1999a) ont par exemple étudié I“activité anti-complément des polysaccharides issus des

graines de Plantago major L.
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Tableau 10. Exemples d“activités biologiques reportés pour différents types de xylanes.

Type Origine Propriétés biologiques Références
Arabinoxylane modifié . . .
Arabinoxylane-Acide sinapique (SA-CAX) Son de mais Anti-oxydante Lietal. (2017d)
Acide hydroxycinnamique-Arabinoxylane Millet . ..
(HCA-AXs) Son de millet Anti-oxydante Bijalwan et al. (2016)
Arabinoxylane Son de blé Immunomodulatrice Akhtar et al. (2012)
Arabinoxylane Son de blé Anti-cancéreuse Cao et al. (2011)
. , S Neyrinck et al. (2011)
Arabinoxylane BI¢é Prébiotique Mendis et Simsek (2014)
. . Immunomodulatrice .
Arabinoglucuronoxylane Mais Mitogéne Ebringerova et al. (1995)

(Galacto)arabinoglucuronoxylane

Arabinoxylane
Arabinoxylane

Arabinoxylane féruloylé
4-O-Me-glucuronoxylane
4-O-Me-glucuronoxylane

Hétéroxylane

Hétéroxylane

Hétéroxylane acide

Solanum betaceum

Son de riz

Dréche de brasserie
Graines de céréales

Farine riche en aleurone
Fagus sylvatica
Mahonia aquifolium

Son de blé

Dendrobium officinale
(Tiges)
Maytenus ilicifolia
(Feuilles)

Anti-inflammatoire

Anti-virale
Prébiotique
Anti-oxydante
Anti-virale
Anti-tussive

Anti-complément
Anti-angiogenese

Anti-ulcére

Do Nascimento et al. (2013)
Ghoneum et al. (1998)

Coelho et al. (2016)

Bagdi et al. (2016)
Pujol et al. (2016)
Kardosova et al. (2002)
Hromadkova et al. (2013)

Yue et al. (2017)

Cipriani et al., (2008)
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Tableau 10 (suite).

Type

Origine

Propriétés biologiques

Références

Hétéroxylane acide

Hétéroxylane
Xylo-oligosaccharide

Xylane

Xylo-oligosaccharide acide
Hétéroxylane-chitooligomeére-zinc
Xylane acide

Glucuronoxylane sulfaté

Sophora subprostrata
(Racines)

Graines Plantago major

Hétre
Bois
Cudrania tricuspidata
(Racines)

Bois
Epis de mais
Phormium tenax

Cassia obtusifolia
(Graines)

Immunomostimulant
Anti-complement
Prébiotique
Immunomodulatrice

Anti-microbienne

Anti-microbienne
Anti-oxydante

Prébiotique

Anti-cancéreuse

Dong et al. (1999)
Samuelsen et al. (1999a)
Nieto-Dominguez et al. (2017)
Shi et al. (2014)
Christakopoulos et al. (2003)
Wu et al. (2013)
Centanni et al. (2017)

Cong et al. (2014)
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Cette étude a révélé que les polysaccharides isolés sont des hétéroxylanes constitués d“un
squelette de f-(1,4)-D-Xylp ramifié par des chaines latérales courtes en position O-2 et O-
3. Les chaines latérales se composent de f-D-Xylp, a-L-Araf, a-L-Ara f (1—3)p-D-Xylp et a-
D-GlcAp (1—3)a-L-Araf. Lextrait brut de I“hétéroxylane des graines Plantago major L.
présente une activité anti-complémentaire intéressante a une concentration de 750 pg/mL.
Samuelsen et al. (1995) avait déja reporté le potenticl comme anti-complément d“un xylane
li¢ en (1,4) avec une activité proche de 96,3%, c'est-a-dire & méme hauteur le témoin de
controle positif qui était une solution de pectines d“Angelica acutiloba décrites pour leurs
propriétés anti-compléments. La relation structure/activation de protéines du complément
d“un mucilage extrait de graines de Plantago asiatica est également décrite dans la littérature
(Yamada et al., 1986).Le glucuronoarabinoxylane (Figure 32) partiellement O-acétylé isolé
dans cette étude présente des activités notables (500 pg/mL).I1 est d“ailleurs mis en évidence
que I“activité¢ anti-complémentaire est amélioré lorsque le polysaccharide est désacétylé. Les
groupements O-acétyle tendent a empécher I“activation du complément via la voie classique,
a I“inverse des groupements carboxyle qui sont eux essentiels pour [“activation (Yamada et

al., 1986).

[—4)-8-0-Xylp-(1—], [-4)-B-D-Xylp-(1—], [=4)-B-D-Xylp-(1—].

3 3 3
T T T
1 1 1
B-D-Xylp a-L-Araf a-L-Araf
3 3
T 1
1 1
a:b:c=15:10:2 e-D-GlcpA a«-D-GalpA

Figure 32. Structure du glucuronoarabinoxylane isolé des grains de Plantago asiatica
(Yamada et al., 1986).
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2.3.2.1.2 Activité prébiotique

La micro-écologie de 1“intestin humain est un écosystéme complexe et délicatement équilibré,
dans lequel habitaient environ 10'* bactéries (Wang et al, 2015). La modulation du
microbiote intestinal par la consommation d“ingrédients prébiotiques est un concept émergent
pour la promotion de la santé intestinale (Khodaei et al., 2016). Le terme prébiotique a été
introduit par Gibson et Roberfroid (1995) qui ont défini un prébiotique « un ingrédient
alimentaire non digestible qui améliorent la santé de 1"hdte en stimulant sélectivement la
croissance et/ou I“activité métabolique d*un ou d*un nombre limité de bactéries bénéfiques
dans le colon » (Gibson et Roberfroid (1995) ; Li et al., 2015 ; Rodrigues et al., 2016 ; Li et
al., 2017a). Cette définition chevauche partiellement celle des fibres alimentaires, a
I“exception de la digestibilité par certaines souches probiotiques. Le concept de prébiotiques
est défini par certains criteres tels que la résistance a 1“acidité gastrique, a 1“hydrolyse par des
enzymes des tractus digestifs de mammifeéres et a I“absorption gastro-intestinale. Ces
prébiotiques sont fermentés par la microflore intestinale dont ils stimulent sélectivement la
croissance et /ou I“activité favorisant le bien-étre (le « well being » anglo-saxon) et a la santé
de 1"hdte (Cani, 2009). En favorisant la croissance des bactéries bénéfiques qualifiees de
probiotiques (Lactobacillus et Bifidobacteries) notamment ils limitent le développement de
souches bactériennes pathogénes ou potentiellement pathogénes comme certaines especes de
Salmonella ou Escherichia coli (Singdevsachan et al., 2016). Les prébiotiques actuellement
disponibles tels que 1“inuline et ses dérivés (notamment les fructo-oligosaccharides ou FOS)
ainsi que les galacto-oligosaccharides (GOS) sont relativement peu couteux a fabriquer et ont
¢té largement utilisés comme ingrédients fonctionnels dans les aliments. L“inuline et les FOS
dérivés de la racine de chicorée, les arabinoxylo-oligosaccharides dérivés du son de blé
(AXOS) et les xylo-oligosaccharides (XOS) se sont avérés présenter de trés bonnes propriétés
prébiotiques (Singdevsachan et al., 2016). Le produit d“hydrolyse du xylane est un substrat
pour la population de bactéries commensales intestinales, agissant comme prébiotique
potentiel. Sa fermentation produit des acides gras a chaine courte, améliore la santé épithéliale
intestinale et réglemente le processus métabolique (Singh et al, 2015). Les xylo-
oligosaccharides, produits d“hydrolyse du xylane, sont des oligoméres de résidus de f-(1,4)-
xylose avec divers substituants. Ces oligosaccharides sont stables sur une large gamme de pH
allant de 2,5 a 8a un faible pH gastrique et des températures allant jusqu'a 100°C. Les XOS
avec un DP moyen de 3 a 5 sont plus sensibles a la décomposition alcaline par rapport aux

XOS a chaines plus longues ayant un DP de 15.
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Les XOS ont une bonne stabilité thermique par rapport aux FOS qui sont plus susceptibles de
se décomposer a faible pH et a une température plus élevée (Singh et al., 2015). Dans le
traitement des aliments, les XOS sont avantageux par rapport a I“inuline en termes de
résistance a la chaleur et a 1“acidité, ce qui permet leur utilisation dans des jus de faible pH
(Singh et al., 2015). Les différentes bactéries de 1“intestin humain, telles que Bifidobacterium
spp., Bacteroides spp., Clostridium spp., utilisent différents polysaccharides et
oligosaccharides comme source d“énergie. Les Bifidobactéries possédent un degré variable de
spécificité pour I“utilisation des xylanes comme substrats et peuvent produire une large
gamme de glycosidases indispensables a la dépolymérisation de ces oligosaccharides. Notons
¢galement que les Bifidobactéries sont capables de fermenter des xylanes ramifiés ainsi que
différents types d“arabinogalactanes. En tant qu“ingrédient alimentaire, les XOS sont non
cancérigenes, stimulent la croissance bactérienne et la fermentation, et améliorent [“absorption
des minéraux intestinaux (Singh et al., 2015). Hu et al. (2017a) ont étudié¢s 1“effet de
I“irradiation par ultrasons sur un hétéroxylane isolé a partir des graines de Plantago
asiatica L. et ses propriétés prébiotiques lors de lafermentation in vitro. La masse molaire du
polysaccharide a diminué suite au traitement dépolymérisant, augmentant la disponibilité en
fonctions réductrices et oses simples. Les productions d“acides gras a chaines courtes lors de
la fermentation du polysaccharide ont d“ailleurs augmenté de maniere significative. Ces
résultats ont révélé que 1“irradiation par ultrasons pouvait étre une méthode de dégradation
prometteuse pour la production de xylo-oligosaccharides a (haute) valeur ajoutée. Une
endoxylanase fongique de Talaromyces amestolkiae a été utilisée pour produire un mélange
de xylo-oligosaccharides (XOS) a partir de xylane de bois de bouleau (Nieto-Dominguez et
al.,, 2017). Un rendement notable de XOS neutre a été obtenu (28,8%) apres traitement
enzymatique, avec une répartition en oligosaccharides essentiellement centrée sur les
xylobiose, xylotriose et xylotétraose. La forte production d“acide acétique et lactique et
I“amélioration de la croissance de bifidobactéries ont été mis en évidence par les auteurs. On
peut aussi noter quil est possible de produire des XOS a partir de biomasse lignocellulosique,
y compris de résidus agroalimentaires et de bois. Rajagopalan et al. (2017) ont rapporté une
activité prébiotique sur les Bifidobacteria et Lactobacilli de XOS extraits a partir de bois dur
(acajou notamment). Pour terminer, il est important de mettre également en lumiere 1“effet
d“AX non hydrosolubles, dérivés du blé, sur la modulation de la composition bactérienne
intestinale au cours d“une fermentation en culture mixte (Vardakou et al., 2008). Un indice

prébiotique de 2,03 a été obtenu apres addition de ces oligomeres a 1% (m/v).
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Les auteurs ont aussi constaté une amélioration de cet indice (3,48) en pré-hydrolysant
enzymatiquement (endo-f-1,4-xylanase) les oligo-AX, indiquant que les oligoméres étaient

plus facilement utilisés par les bactéries intestinales.

2.3.2.1.3 Activité anti-oxydante

Les espéces réactives de 1“oxygéne (ERO), sont composées principalement d“anions
superoxyde, de peroxyde d“hydrogéne et de radicaux hydroxyle (Mengome et al., 2014). Elles
sont générées par la respiration cellulaire lorsque les cellules utilisent 1“oxygeéne moléculaire
comme accepteur final d“électrons dans la chaine respiratoire (Li et Shah, 2017). Les ERO
sont tres toxiques pour la cellule (stress oxydatif) qui dispose de tout un arsenal d“outils
enzymatiques pour les neutraliser tels que des enzymes (superoxyde dismutase, catalase,
glutathion peroxydase, etc.), des protéines chaperons et des petites molécules (vitamine E,
vitamine C...). Une perturbation de 1“¢quilibre entre la production de ces ERO et de leur
neutralisation par ces systémes antioxydants intrinseques a la cellule (homéostasie redox) peut
conduire a son apoptose par stress oxydatif. (Mengome et al., 2014 ; Li et Shah, 2017). Ce
stress oxydatif entraine une altération des protéines cellulaires, des lipides et de 1"ADN, ce qui
se traduit, par exemple, par un vieillissement cellulaire, des maladies cardiovasculaires et
inflammatoires, du diabete et des cancers (Ktari et al., 2017a). Il est possible de rétablir cet
¢quilibre par I“utilisation d“anti-oxydants exogenes. Généralement ces composés sont de
faibles masses moléculaires. Les plus décrits sont des composés phénoliques, des
caroténoides, les tocophérols, des acides gras polyinsaturés, [“acide ascorbique et de
nombreux composés glucidiques (Mengome et al., 2014). Plusieurs travaux ont mis en
évidence que les polysaccharides isolés a partir de plantes présentent également des propriétés
anti-oxydantes importantes (Getachew et Chun, 2017 ; Hu et al.,, 2017b; Ji et al., 2017).
Melo-Silveira et al. (2012) ont étudié¢ le pouvoir anti-oxydant d“un hétéroxylane composé de
Xyl : Ara: Gal: Glc (5,0 :1,5:2,0 :1,2) de 130 kDa extrait de rafles de mais par un traitement
alcalin sous ultrason. La fraction a montré une activité anti-oxydante totale proche de 48,5 mg
d“équivalent acide ascorbique/g de xylane. Plus récemment, des fractions enrichies en xylane,
extraites dans des conditions similaires aux travaux de Melo-Silveira et al. (2016) avec ajout
de méthanol, ont subi de nombreux tests afin d“étudier leurs activités anti-oxydantes (Viana et
al., 2016). Des effets dose-dépendant ont été mis en lumiere par les auteurs, a hauteur de 35%
de I"activité de 1“acide ascorbique, toujours utilis¢ comme référence. Les activités natives des
xylanes peuvent étre améliorées en les conjuguant a d“autres molécules pour synthétiser de

nouvelles structures.
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Les travaux de Wrigstedt et al. (2010) mettent ainsi en avant de bonnes activités anti-oxydante
d“un conjugué acide hydroxyciannamique-esters de glucuronoxylane. Un conjugué a base de
polysaccharides naturels a été également testé comme un nouveau conservateur alimentaire
(Wu et al., 2013). Le polymére a été obtenu par hydrolyse enzymatique du chitosane avec
une protéase neutre immobilisée, avec un DP moyen de 2 a 5. Le complexe chito-oligomere-
zinc (CGZC) a d"abord été produit et ensuite co-chauffé avec du xylane pour préparer le
complexe chito-oligomeére-xylane zinc (XCGZC). XCGZC a ainsi montré une activité anti-
oxydante plus ¢levée que le chito-oligomere, le chito-oligomére-zinc et le chito-oligomere
xylane. L*IC 5o de XCGZC était de 5,37 mg/mL, ce qui est égal a la capacité anti-oxydante de
3,28 mg/mL d*hydroxytoluéne butylé. XCGZC peut étre utilis€ comme un nouveau
conservateur prometteur avec des propriétés anti-oxydantes dans 1“industrie alimentaire (Wu
et al., 2013).Un 4-O- méthylglucuronoxylane a été isolé¢ de Castanea sativa en utilisant deux
procédures différentes :(i)la délignification du chlorite suivie de I“étape d“extraction alcaline
classique (MGX 1) et (ii)un procéd¢ chimique de chimie vert inhabituel de délignification
utilisant de la phtalocyanine/H,0O, suivie d“une extraction simple avec 1“eau chaude (MGX
2). Les propriétés anti-oxydantes des deux MGX ont été évaluées par rapport au radical libre
(DPPH). (MGX 1) na présenté aucune activité significative contrairement a (MGX 2) qui a
permis la disparition compléte des radicaux DPPH a 500 pg /mL, permettant de déterminer
une ICsp pour la fraction MGX 2 hydrosoluble inférieure a 225 pg/mL (et contrairement a la
fraction MGX alcaline pour laquelle aucune activit¢é n“a été observée) (Renault et al.,
2014). Et dans les mémes conditions, la vitamine C, universellement connue comme référence
pour ce genre de test, a présenté une ICsyp de 25 pg/mL. On peut conclure que le nouveau
processus d“extraction apporte un nouveau type de MGX avec un potentiel antioxydant
intéressant mais toutefois dix fois inférieur a celui de la vitamine C (Renault et al., 2014). La
caractérisation des extraits par analyse colorimétrique, CPGCLHP-MS et spectroscopie RMN
a fourni certains indices pour comprendre les relations structure-fonction de ces fractions
MGX, en rapport avec leur activité antioxydante. Lors de 1“oxydation de la lignine par
"“utilisation du systéme phtalocyanine/H,O,, les xylanes ont probablement été oxydés
conduisant a [“ouverture des anneaux de xylose et la formation de fonctions aldéhyde et
carboxylique (Figure 33). De plus, le systéme FePcS/H,O; a déja été utilisé pour 1“oxydation
du polysaccharide et les nouvelles fonctions créées par ce systéme pourraient interagir avec
les radicaux DPPH. Cette oxydation conduit ainsi a 1“augmentation du caractére acide des

glucuronoxylanes (Renault et al., 2014).
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Figure 33. L“oxydation des xylanes par [“utilisation du systeéme phtalocyanine/H,0O, (Renault
et al., 2014).

Notons toutefois, et de maniere générale, que 1“ensemble des activités reportées dans la
littérature (peu nombreuses d“ailleurs) restent faibles comparativement a la vitamine C,
limitant le potentiel applicatif des xylanes et de conjugués synthétisés, dont les procédés de

synthése ne sont d“ailleurs pas toujours simples et/ou « vert ».

2.3.2.1.4 Activité immunomodulatrice

Un agent immunomodulateur permet de stimuler ou d“inhiber divers acteurs du systéme
immunitaire et de prévenir des maladies infectieuses ou cancéreuses. L“une des nouvelles
tendances de la recherche dans le développement d“agents immunomodulateurs est
I“identification de produits naturels présentant une toxicité faible ou tolérable dans les
applications cliniques (Huang et al., 2014). Un xylane acide, nommé CTPBI, a été obtenu a
partir de racines de Cudrania tricuspidata. Le poids moléculaire moyen de ce polysaccharide
est estimé a 4,0 x 10* Da. L analyse de la composition en monosaccharide indique que le seul
sucre neutre présent dans ce polysaccharide est du xylose. Les analyses structurales ont monté
que ce polysaccharide était un 4-O-méthyl-D-glucurono-D-xylane dont le groupe 4-O-méthyl-
GlcpA était i€ a la position O -2 du squelette principal de (1,4)-5-D-xylane. L“unité répétitive
de CTPB1 est composée dun résidu terminal non réducteur d“acide 4-O-méthyl-D-
glucuronique tous les quatre résidus de xylose. Les tests d‘activité immunomodulateurs in
vitro ont montré que le CTPB1 peut induire la prolifération des splénocytes de souris avec des
concentrations allant de 6,25-100 pg/mL. CTPBI pourrait étre un immunostimulant potentiel
utilisé dans “industrie alimentaire (Shi et al., 2014). La relation structure-fonction de deux
types d“hétéroxylanes acides, (i) un arabinoglucuronoxylane isolé a partir d*épis de mais et
(i) un 4-O-méthylglucuronoxylane isolé du hétre et trois herbes médicinales

(Rudbeckia, Altheae et Mahonia) a été étudié.
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L effet de la masse molaire de 1“"AGX, ainsi que la composition et la distribution des chaines
latérales 4-O-méthylglucuronoxylanes du GX sur I[“activité immunologique ont ¢été
caractérisées par 1“¢tude leurs réponses biologique dans les tests de thymocytes mitogénes et
comitogenes in vitro(Ebringerova et al., 2002). La dépolymérisation de 1“AGX par ultrasons a
entrainé une diminution de I“activité immunomodulatrice, alors qu“un traitement par 1“endo-/$-
1,4-xylanase entrainait une augmentation significative de son activité biologique. Dans le cas
des échantillons GX, ni la teneur en acide uronique ni la distribution des chaines latérales
d“acide uronique ne se sont révélées déterminantes pour 1“expression de leur activité
immunomodulatrice (Ebringerova et al., 2002).Capik et Matulova, (2013) ont isolé¢ un AGX a
partir d“une fraction hémicellulosique immunomodulatrice de Salvia officinalis L. par
extraction alcaline suivi d“une précipitation avec une solution d“hydroxyde de baryum. L“AX,
d“une masse moléculaire de 84 kDa avait une chaine principale de f-(1 — 4) Xylp avec
un faible degré de substitution(9-10%) en O-2 et O-3 par des résidus GIcA et 4-O-MeGIcA.
Un polysaccharide immunostimulant (BLE-PI), qui posseéde une grande proportion
d“arabinoxylane, a aussi été isolé a partir de feuilles de Hordeum vulgare L(Kim et al.,
2017). L“activité stimulée des macrophages a montré que ce polysaccharide présentait un role
dans 1“expression de I“activit¢ immunomudlatrice. Les auteurs soulignent dailleurs que

I“activité immunomodulatrice est probablement li¢e a la complexité structurelle de 1“AX.

2.3.2.1.5 Activité anti-cancéreuse

Le cancer est 1“une des maladies les plus graves qui affectent la sant¢ humaine. On prévoit
que pres de 21,4 millions de nouveaux cas de cancer et plus de 13,2 millions de déces sont
susceptibles de se produire d“ici 2030. Par conséquent, il est nécessaire de travailler sur des
agents antitumoraux qui ont de faibles effets toxiques et un fort succes contre la croissance
tumorale (Li et al.,, 2017¢). Cependant, presque tous les médicaments de chimiothérapie
actuellement sur le marché provoquent des effets secondaires plus ou moins graves. Dans ce
contexte, plusieurs études ont montré que certains polysaccharides et complexes
polysaccharides-protéines, possédent des activités anti-cancéreuses ou peuvent accroitre
I“efficacité des traitements de chimiothérapie classique. Sur la base de ces observations de
nombreux travaux se sont focalisés sur 1“identification de ces polysaccharides anti-tumoraux.
La plupart des polysaccharides ont été testés a 1“aide de systémes modeles, et certains ont fait
I“objet d“essais cliniques (Zong et al., 2012). L activité cytotoxique des cellules (NK) joue un
role majeur dans les défenses immunologiques naturelles contre les tumeurs malignes. Les

cellules NK apparaissent comme un outil pour les immunothérapies contre le cancer.
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L“arabinoxylane de son de riz (MGN-3/Biobran) a été décrit comme un modificateur de
réponse biologique qui peut améliorer [“activité cytotoxique des cellules NK. Cette étude a
évalué I“effet de MGN-3/Biobran sur 1“activation, 1“expansion et la cytotoxicité des cellules
NK contre les cellules de neuroblastome (Pérez-Martinez et al., 2015). Les cellules NK ont
¢té enrichies en perles magnétiques stimulées par le MGN-3/Biobran. L“activation des
cellules NK a été évaluée par I“analyse de leur phénotype, et leur capacité d“expansion a été
suivie. La capacité cytotoxique in vitro des cellules NK activées a été testée contre les lignées
cellulaires K562, Jurkat, A673, NB1691, A-204, RD et RH-30 et la capacité cytotoxique in
vivo contre la lignée cellulaire NB1691(Pérez-Martinez et al., 2015). La stimulation du MGN-
3/Biobran des cellules NK induit une grande expression des récepteurs CD25 et CD69
associ€s a 1“activation que dans les cellules non stimulées. La stimulation par MGN-3/Biobran
a augmenté [“activité cytotoxique des cellules NK contre toutes les lignées cellulaires
testées in vitro et ralentissait la croissance du neuroblastome in vivo. Le mécanisme n“est pas
médié par la contamination par les lipopolysaccharides dans le MGN-3/Biobran. En outre,
I“ajout de MGN-3/Biobran a favoris¢ 1“expansion des cellules NK (Pérez-Martinez et al.,
2015). L arabinoxylane MGN-3/Biobran augmente la régulation des marqueurs d‘activation
des cellules NK, stimule 1“activité cytotoxique des cellules NK contre le neuroblastome in
vitro et in vivo et augmente sélectivement I“expansion des cellules NK. D“autres études
portent également sur le MGN-3/Biobran (Gollapudi et Ghoneum, 2008). Il est reporté que le
MGN-3/Biobran sensibilise les cellules de leucémie humaine a 1“apoptose et présente une
activité de chimio-sensibilisation contre les cellules de cancer du sein humain (in vitro). Ainsi,
le produit (testé de 100 a 1000 ug/mL pendant 3 jours) a permis d“améliorer la sensibilité des
cellules a la daunorubicine, qui est utilisée dans les thérapies de traitement du cancer.
D*autres polysaccharides, dont des AX extraits du son de riz, montrent une activité anti-
tumorale contre les cellules tumorales, méme si le mécanisme reste mal compris (Wang et al.,
2016). L effet de cet AX a été évalué sur la lignée cellulaire de mélanome de souris B16 et les
macrophages Raw264.7. L“"AX n"a pas réussi a inhiber la croissance cellulaire des lignées
B16 in vitro. Cependant, les macrophages Raw264.7 traités par 1“AX étaient plus efficaces en
termes de capacités cytotoxiques. Cette cytotoxicité a été confirmée par la stimulation de la
production d“oxyde nitrique (NO) et de la sécrétion de facteur de nécrose tumorale (TNF-a)

sur les macrophages Raw264.7 de manicre dose-dépendante
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Cao et al. (2011) ont eux aussi étudié¢ 1“activité anti-tumorale d“un arabinoxylane de son de
blé. Chez la souris S180, [“administration d“arabinoxylane a inhibé de manicre significative la
croissance de tumeurs transplantables de souris et a favorisé le thymus et la rate, la
prolifération des splénocytes, I“activation des cellules tueuses naturelles (NK) et la
phagocytose par des macrophages. En outre, il a augmenté le nombre de leucocytes
périphériques et les cellules de la moelle osseuse chez les souris porteuses de tumeur. Comme
I“activité anti-tumorale des arabinoxylanes peut étre médiée par 1“amélioration de la réponse
immunitaire, ils peuvent étre considérés comme un agent anti-tumoral ayant une activité

immunomodulatrice.
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3 Matériels et méthodes

3.1 Matériel biologique et choix des plantes

Le Sahara Septentrional Est Algérien possede une végétation diffuse et clairsemée (Ozenda,
1977). Certaines especes possedent des propriétés pharmacologiques qui leur conférent un
intérét médicinal (Quézel et Santa, 1963). La richesse et la diversité de la flore spontanée
médicinale Saharienne ainsi que les relations entre 1"homme et les espéces végétales, méritent
une attention particuliere (Ould El Hadj et al., 2003). Les remedes naturels et surtout les
plantes médicinales ont ¢ét¢ pendant longtemps le principal, voire 1“unique recours pour
soigner des désordres sanitaires (Benarba et al., 2015), et sont devenues plus récemment une
matiere premiere de premier choix pourla médecine moderne (Ould El Hadj et al., 2003).
Dans les zones tropicales et subtropicales, il existe des plantes succulentes et non-succulentes
qui abritent des polysaccharides mucilagineux dans leurs tissus, a la surface de leurs graines
ou dans leurs téguments (Boual, 2014). Ces mucilages peuvent avoir des applications
industrielles variées (Alpizar-Reyes et al., 2017) comme reporté précédemment. Le choix des
plantes est effectué¢ en fonction de critéres botaniques, chimio-taxonomiques et des données
¢thnopharmacologiques indiquant I“utilisation de ces plantes en médecine traditionnelle
(Houel, 2011). Le choix des parties de la plante a traiter dépend de 1“espece, de la plante
utilisée et parfois de 1“effet escompté. L utilisation ancestrale de ces plantes et la connaissance
des tradipraticiens permettent d“affiner ce choix. Généralement, les polysaccharides des
plantes sont concentrés dans des parties bien spécifiques, a savoir dans les organes de
stockage et/ou souterrain comme les graines, les bulbes et les racines (Boual, 2014). Le
matériel biologique utilisé pour cette étude se compose de deux plantes spontanées a caractere
médicinal récoltées au Sahara Septentrional Est Algérien. Il s“agit de deux especes végétales,
a savoir Plantago notata (Plantaginaceae) et Urginea noctiflora (Liliaceae). Les différentes
parties des plantes concernées sont les feuilles, épis et graines pour la premiére plante et les

feuilles, bulbes et racines pour la seconde (Figure 34).
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Plantago notata Feuilles

Epis Graines Racines Bulbes

Figure 34.Parties utilisées de (A)Plantago notataet (B) Urginea noctiflora (source
personnelle).

3.2 Préparation de la matiere premiere

Pour une bonne réussite de I“échantillonnage, la saison ou le développement et la diversité
floristique sont maxima, notamment pour les espéces annuelles, est retenue. La floraison des
especes pérennes facilite leur identification (Ozenda, 1983). Les graines et les feuilles de
Plantago notata (Plantaginaceae) ont été collectées en Juin 2014 dans le Sahara Septentrional
Est Algerian, prés de la zone d"Oued Nchou a Ghardaia. Les feuilles, bulbes et racines
d“Urginea noctiflora (Liliaceae) ont été collectées en Mars 2015 prés de la zone de Taibet a
Ouargla (Figure 35). Les parties récoltées ont été transportées au laboratoire, identifiées
(botanique), séchées a 1“air libre a 1“abri de lumiére et a température ambiante pendant trois
semaines et conservées a température ambiante. Avant utilisation, les feuilles, bulbes et
racines d“Urginea noctiflora ont été broyées (Waring Commercial Blender, 38BL41) en fine
poudre (< 50 pum). Les feuilles de Plantago notata ont subi le méme traitement. Les graines
de P. notata ont quant a elles été séparées manuellement de leurs épis afin d“obtenir les

graines entieres.
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Figure 35. Situation géographique de la zone de récolte(Bradai et al., 2015).

3.3 Extraction et purification des polysaccharides

Principe : les protocoles utilisés sont largement décrits dans la littérature (Boual et al.,
2015b ; Petera et al., 2015 ; Pinto et al.,, 2015) et reposent sur une extraction aqueuse a
différents pH (séparation des polymeres hydrosolubles et alcali-solubles) a une température
supérieure a 50°C suivie d“¢tapes de centrifugation (séparation des solubles et insolubles) et

de précipitations alcooliques (séparations spécifiques des polysaccharides).

Matériels et réactifs : Ethanol absolu (Sigma-Aldrich, 32221). Acétone (Sigma-Aldrich,
34850). Hydroxyde de potassium (Sigma-Aldrich, P1767). Acide chlorhydrique (Sigma-
Aldrich, 435570). Solution aqueuse de KOH et HCl a 2 M. Eau ultra pure (millipore).
Matériel végétal broyé (50 g/L). Agitateur a pales (Heidolph, RZR 2021). Centrifugeuse
(Beckman Couletr, Aventi®J-E). Conductimétre (Hach, sensION™" EC7). Etuve séche

(Jouan). Systéme a reflux. Biichner sous vide et papier Wattman (Porosité 20-25 um). Verre

fritté porosité 2. Passoire. Mortier et pilon.
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Mode opératoire : Deux méthodes d‘extraction ont été mises en place, une extraction

aqueuse a (i) pH neutre et une seconde a (ii) pH alcalin (KOH 2 M) :

(1) Au cours de la premiére extraction, le matériel végétal (feuilles, graines de Plantago notata
et feuilles, bulbes et racines d“Urginea noctiflora) est mis en suspension dans 1“eau de 1“eau
ultra pure a une concentration de 50 g/L. Le mélange est placé sous agitation a 750 rpm
pendant 4 h a 60°C a 1"aide d“un agitateur a pales puis filtré a travers une passoire a mailles
fines pour retirer les débris macroscopiques insolubles (gateau). Le filtrat obtenu est
centrifugé a 12 000 g pendant 15 min a 4°C. Apres centrifugation, le surnageant est filtré sous
vide a I"aide dun Buchner muni de papier Wattman de porosité 20-25 um. Les
polysaccharides hydrosolubles présents dans le filtrat sont précipités (3 fois) par 3 volumes
d“éthanol 96% a froid (-20°C) sous agitation (350 rpm) avec suivi de la conductivité et de la
concentration en équivalent NaCl, puis récupérés par filtration sur verre fritté de porosité 2.
Ils sont finalement lavés a 1“éthanol 96% (300 mL) puis a 1“acétone (150 mL). Les
polysaccharides obtenus sont ensuite séchés a 45°C pendant 24 h dans une étuve et broyés en
poudre fine. Ce procédé d“extraction est répété sur le gateau afin d“épuiser au maximum la
matiére premiere. Un schéma général du procédé d“extraction réalisé est présenté enFigure

36.

(11) Les résidus obtenus apres épuisement sont ensuite suspendus dans une solution aqueuse
d“hydroxyde de potassium (KOH 2 M) a une concentration de 50 g/L. pendant 2 h a reflux
(80°C). Le mélange est ensuite filtré a travers une passoire a mailles fines pour retirer les
débris macroscopiques insolubles (gateau). Le filtrat obtenu est centrifugé a 12 000 g pendant
15 min a 4°C. Le surnageant est ensuite neutralisé par 1“ajout d“acide chlorhydrique (HCI 2M)
puis centrifugé a 12 000 g pendant 15 minutes a 4°C. Les polysaccharides présents dans le
culot sont lavés a I“éthanol 96% (300 mL) puis a 1“acétone (150 mL) par filtration sur verre
fritté de porosité 2. Les polysaccharides obtenus sont ensuite séchés a 45°C pendant 24 h dans
une étuve et broyés en poudre fine (PSALKI1). Les polysaccharides alcali-solubles présents
dans le surnageant sont précipités (3 fois) par 3 volumes d“¢éthanol 96% a froid (-20°C) sous
agitation (350 rpm) et récupérés par filtration sur verre fritté de porosité 2. IIs sont finalement
lavés a 1"¢thanol 96 % (300 mL) puis a I“acétone (150 mL). Les polysaccharides obtenus sont
ensuite séchés a 45°C pendant 24 h dans une étuve et broyés en poudre fine (PSALK2). Un
schéma général du procédé d“extraction réalisé¢ est présenté enFigure 37. Le Tableau 11

synthétise le nom et conditions de tous les extraits produits.
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Figure 36. Schéma des différentes étapes d“extraction des polysaccharides hydrosolubles

(source personnelle).
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Figure 37. Schéma des différentes étapes d“extraction des polysaccharides alcali-solubles
(source personnelle).
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Tableau 11. Dénominations et conditions d‘obtention des différentes fractions extraites
(source personnelle).

Plantago notata Urginea noctiflora
Epis  Graines Feuilles Bulbes Racines Feuilles
. PS1
Extraction PSP PSPN PSF PSALK2D PSR PSUF
Epuisement PSPE  PSPNE  PSFE - PSRE PSUFE

M Fraction alcali-soluble.

3.4 Analyse de la composition globale des polysaccharides.

Cette partie de 1"¢tude a consisté en la détermination de la composition biochimique des
différentes fractions obtenues apres extraction. Pour se faire, les teneurs en sucres totaux,
sucres réducteurs, acides uroniques, protéines et polyphénols ont été quantifiées au moyen de
méthodes colorimétriques (7Tableau 12). L*¢tude des empreintes infrarouge obtenues pour les

différents polysaccharides compléte cette caractérisation de la composition globale.

Tableau 12. Seuils minimaux des différentes méthodes colorimétriques utilisées au cours de
I“étude (source personnelle).

Seuil minimal de

Dosage colorimétrique Méthode utilisée St ()
Sucres totaux Dubois et al. (partie 3.4.1) 15
Sucres neutres Monsigny et al. (partie 3.4.2) 25
Sucres réducteurs Waffenschmidt et Jaenicke (partie 3.4.3) 15
Acides uroniques Filisetti-Cozzy et al. (partie 3.4.2) 20
Protéines Bradford et al. (partie 3.4.4) 5
Polyphénols Singleton et al. (partie 3.4.5) 20

Les teneurs en oses totaux, neutres et acides, en protéines et en composées phénoliques totaux
des polysaccharides de P. notata et U. noctiflora ont été déterminées par des méthodes
colorimétriques. La solution a doser est préparée a une concentration de 5 g/L (0,5 %) par
I“ajout de 10 mL d“eau ultrapure & 50 mg de la poudre de I“extrait, puis diluée a 1/10, 1/20,
1/50 et 1/100 (v/v).
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3.4.1 Dosage des sucres totaux

La composition en sucres totaux constitutifs des différentes fractions a été déterminée via
1“utilisation de la méthode de dosage colorimétrique développée par Dubois et al. (1956). On

peut noter que les acides uroniques sont également détectés par cette méthode.

Principe : sous I“action d“acides minéraux concentrés et a chaud, les hexoses et pentoses du
milieu subissent une déshydratation interne poussée, suivie d“une cyclisation aboutissant a la
formation de dérivés du furfural et 5-hydroxyméthylfurfural, réagissant avec le phénol. La
formation d“un complexe jaune-rouge permet de suivre la concentration en sucres totaux de

[“échantillon en lisant 1“absorbance a 485 nm.

Matériels et réactifs : phénol (Sigma-Aldrich, PL037). Acide sulfurique 95-97%
(Honeywell, 30743). Solution aqueuse de phénol a 5% (m/v). Glucose (Sigma-Aldrich,

G8270).Eau ultrapure. Echantillons a analyser (1 a 10 g/LL selon 1“analyse, avec dilutions si
nécessaire). Bain marie (Julabo, TW12). Spectrophotometre (Shimadzu, UV-Visible-1700-
Pharma Spec).

Mode opératoire : dans des tubes de dosage en verre, introduire 1 mL d“échantillon et placer
les tubes dans un bain de glace. On ajoute ensuite 1 mL de la solution aqueuse de phénol 5%.
Apres homogénéisation, on ajoute avec précaution 5 mL d“acide sulfurique H,SO4 (96%). Les
tubes sont ensuite incubés a 1“obscurité pendant 30 mn. L“absorbance est mesurée a A=485

nm.

3.4.2 Dosage des oses neutres et acides

Les concentrations (i) des oses neutres et (ii) des oses acides ont été déterminées
respectivement par la méthode de Monsigny et al. (1988) et par la méthode de Blumenkrantz

& Asboe-Hansen (1973) modifiée par Filisetti-Cozzy et al. (1991).

Principe :(i) le dosage des oses neutres constitutifs repose sur la réactivité des dérivés
furfuraux formés a chaud sous I“action d*un acide concentré (H,SO,) vis-a-vis du résorcinol
pour le dosage des oses neutres. Le chromophore formé peut-étre mesuré a une absorbance de
A=450 nm. (ii) Sous I“action d“acides minéraux concentrés a chaud, les acides uroniques du
milieu subissent également une déshydratation interne poussée suivie d“une cyclisation
aboutissant a la formation de dérivés d“acide 5-formylfuroique. Les acides uroniques
réagissent alors avec le méta-hydroxydiphényl (m-HDP) pour former un chromophore de

couleur rose absorbant a A=525 nm.
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La coloration est améliorée par la présence de borate mais reste trés sensible aux interférences
dues aux oses neutres qui se déshydratent et colorent en présence dacide sulfurique

concentré. L“ajout de sulfamate de potassium permet de limiter ces interférences.

Matériels et réactifs :résorcinol (Sigma-Aldrich, 398047). Acide sulfurique 95-97%
(Honeywell, 30743). Tétraborate de sodium (Sigma-Aldrich, 221732). méta-hydroxydiphényl
(m-HDP) (Sigma-Aldrich, 262250). Diméthylsulfoxyde (Sigma-Aldrich, D4540). Solution

aqueuse de tétraborate de sodium a 0,12M dans de 1“acide sulfurique a 96% (conservée a 4°C
a 1abri de la lumiere). Solution aqueuse d“acide sulfurique a 80%. Solution aqueuse de
résorcinol a 0,6% (m/v) (conservée a 4°C a 1“abri de la lumicre). Solution de m-HDP a 100
g/LL dans du DMSO puis a 2,04 g/ dans H,SO4 80%. Glucose (Sigma-Aldrich, G8270).
Acide galacturonique (Sigma-Aldrich, 48280). Eau ultrapure. Echantillons a analyser (1 a 10
g/l selon I“analyse, avec dilutions si nécessaire). Bain marie (Julabo, TW12).

Spectrophotomeétre (Shimadzu, UV-Visible-1700-Pharma Spec).

Protocoles :(1) Mélanger 200 pL de solution a doser a 200 pL de solution de résorcinol, puis
I mL d*H,SO4 a 80 %. Apres agitation des tubes, les boucher avec du papier d“aluminium
pour limiter 1“évaporation et les placer au bain marie a 90°C pendant 30 min a 1“abri de la
lumiere. Une coloration jaune brun apparait progressivement. Laisser refroidir les tubes a
température ambiante pendant 30 min a 1“abri de la lumiére. Diluer chaque tube au 1/2 en
ajoutant 1,4 mL d“eau ultrapure (afin d‘@viter une saturation lors de la mesure des
absorbances). Mesurer [“absorbance a A=450 nm. La concentration en oses neutres est obtenue
par référence a une gamme étalon de glucose réalisée a des concentrations comprises entre 0
et 0,4 g/L. Une gamme de référence est ¢galement réalisée contre de 1acide galacturonique
pour prendre en compte les interférences liées aux acides uroniques. (ii) Mélanger 200 pL de
solution a doser a 1 mL d“une solution de borax a 0,12M. Apres agitation des tubes, les
boucher avec du papier aluminium pour limiter 1“évaporation et les placer au bain marie a
90°C pendant 1 h. Une coloration marron apparait progressivement. Apres avoir sorti les
tubes du bain marie, ajouter 200 uL de la solution de m-HDP et agiter. Incuber 2 min a 90°C
trés précisément. Une coloration violette apparait progressivement. Mesurer 1“absorbance a
A=520 nm. La concentration en acides uroniques est obtenue par référence a une gamme
étalon d“acide galacturonique réalisée a des concentrations comprises entre 0 et 0,4 g/L. Une
gamme de référence est également réalisée contre du glucose pour prendre en compte les

interférences li€es aux oses neutres.
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Calculs du facteur de correction proposé par Montreuil & Spike (1963) : la méthode

permet d“¢liminer les interférences dues aux oses neutres (ON) notamment dans le dosage des

oses acides (OA) (Equation 2 et Equation 3).

DO résorcinol = o [ON] + B [0A]
DO m — HDP = o’ [ON] + B’ [0A]
DO m — HDP = B’ [0A]
(la concentration en ON est négligeable)

Equation 2. [04] = W
Equation 3. [ON] = [DO résorcinol — (,B(Damﬁﬁ)]/ al

Avec a est lecoefficient directeur de la gamme étalon d’ON obtenue par le dosage au
résorcinol, B ; coefficient directeur de la gamme étalon d’OA obtenue par le dosage au
résorcinol, &’ ; coefficient directeur de la gamme étalon d’ON obtenue par le dosage au m-

HDP et B’ ; coefficient directeur de la gamme étalon d’OA obtenue par le dosage au m-HDP.

3.4.3 Dosage des sucres réducteurs

La concentration en sucres réducteurs a ét¢ déterminée par la méthode de Waftfenschmidt et

Jaenicke (1987).

Principe :1“acide 2,2°-bicinchoninique et ses dérivés forment en condition alcaline un
complexe bleu avec les ions Cu+ formés lors de 1“oxydation des aldoses en acides aldoniques.
Le composé chromogénique peut-étre suivi par spectrophotométrie a A=540 nm permettant

ainsi la quantification des oses libres.

Matériels et réactifs :bicarbonate de sodium (Sigma-Aldrich, S6297). Carbonate de sodium
(Sigma-Aldrich, S7795). 4,4*-dicarboxybiquinoline (Sigma-Aldrich, 14335). Sulfate de cuivre
pentahydraté (Sigma-Aldrich, C8027). L-sérine (Sigma-Aldrich, S4500). Solution A (31,75 g
NaHCOs, 12,1 g Na,COj; dans 450 mL d“eau ultrapure. La solution est utilisée pour dissoudre

0,971 g de 4,4"-dicarboxybiquinoline et le volume est ajusté a 500 mL avec de I“eau
ultrapure). Solution B (CuSO4, 5H,0 dans 450 ml d“eau ultrapure puis ajouté 0,631 g de L-
sérine et ajuster a 500 mL). Galactose (Sigma-Aldrich, G0750). Eau ultrapure. Echantillons a
analyser (1 a 10 g/L selon I“analyse, avec dilutions si nécessaire). Bain marie (Julabo, TW12).

Spectrophotométre (Shimadzu, UV-Visible-1700-Pharma Spec).
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Protocole : dans un tube a essai en verre, introduire 200 pL de 1“échantillon a analyser, 800
pL d“eau ultrapure et 1 mL de la solution mélange A+B (1 : 1 v/v). Incuber les tubes durant
15 min a 100°C dans un bain marie puis conserver les tubes pendant 20-25 min a température
ambiante. Mesurer [“absorbance a A=540 nm. La concentration en sucres réducteurs est

obtenue par référence a une gamme étalon de galactose réalisée entre 0 et 0,2 g/L.

3.4.4 Dosage des protéines

La concentration en protéines a €té déterminée par la méthode de Bradford et al. (1976).

Principe :la méthode de Bradford est basée sur le changement de couleur du bleu de
Coomassie lorsqu®il se complexe avec les acides aminés basiques, (arginine, histidine, lysine)
et les acides aminés hydrophobes présents dans les protéines. Les formes cationiques (libres)
du colorant sont rouge-marron. La forme anionique du réactif correspond a la forme liée avec
les protéines. L“absorbance de ce complexe est mesurée a 595 nm. L“absorbance est

proportionnelle a la quantité de protéines dans 1“échantillon.

Matériels et réactifs :réactif de Bradford (Sigma-Aldrich, B6916). Sérum d“albumine bovine
(BSA) (Sigma-Aldrich, A2153). Eau ultrapure. Echantillons a analyser (1 a 10 g/L selon

I“analyse, avec dilutions si nécessaire). Spectrophotométre (Shimadzu, UV-Visible-1700-

Pharma Spec).

Protocole : la méthode dite « micro-Bradford » est plus sensible que la méthode standard, et
est applicable pour des échantillons contenant une concentration en protéines inférieure a 20
pg. Dans chaque tube introduire 800 uL de solution a doser et 200 uL de réactif Bradford.
Mélanger, laisser le mélange a [“obscurité pendant 30 min et lire la DO a A=595 nm. Un SAB

a été utilisé comme standard et préparé a des concentrations allant de 0 a 10 g/L.

3.4.5 Dosage des composés phénoliques totaux

Le dosage des composés phénoliques est une méthode d“analyse quantitative réalisée en

utilisant le réactif de Folin-Ciocalteau selon le protocole adapté de Singleton et al. (1999).

Principe : le réactif de Folin-Ciocalteau contenant du phosphomolybdate et du tungstate de
sodium, oxyde les polyphénols et se réduit en oxydes de tungstene et de molybdene (bleu) qui

absorbent a 750 nm.
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Matériels et réactifs : Réactif de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, F9252). Carbonate de
sodium (Sigma-Aldrich, S7795). Solution aqueuse de carbonate de sodium a 10%. Acide
gallique (Sigma-Aldrich, G7384). Eau ultrapure. Echantillons a analyser (1 a 10 g/L selon
I“analyse, avec dilutions si nécessaire). Spectrophotométre (Shimadzu, UV-Visible-1700-

Pharma Spec).

Protocole : diluer 0,5 mL de chaque solution a doser dans 10 mL d‘eau ultrapure puis ajouter
0,5mL du réactif de Folin-Ciocalteu, et laisser reposer 3 min. Rajouter ImL d“une solution
saturée de Na,COj; puis mélanger pendant 10 secondes. Laisser a I“obscurit¢ 1h jusqu‘a
apparition d“une coloration bleue et mesurer la DO a A=750 nm. L“acide gallique est utilisé

comme référence a des concentrations comprises entre 0 et 0,2 g/L.

3.4.6 Analyses infrarouge (IR-TF)

Principe : la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) est une spectroscopie
d“absorption qui permet l“identification des groupements moléculaires d“un échantillon. Les
liaisons chimiques absorbent le rayonnement infrarouge (IR) a des longueurs d“ondes
spécifiques dépendant de leur nature et de leur conformation. Les informations données par le
spectre permettent 1“identification et le dosage des différents constituants. Cette fenétre
spectrale de 1"IR se décompose en trois domaines : le proche, le moyen et le lointain IR. La
plage spectrale, qui s“étend de 4000 cm” & 400 cm™, est la plus adaptée a I“analyse
d“échantillons biologiques organiques comme les polysaccharides, dont font partie les xylanes
et arabinoxylanes (7Tableau 13). En effet, ce domaine, correspondant aux transitions
moléculaires de type vibration et rotation, contient la quasi-totalité des signatures spectrales
des molécules du vivant (Keirsse 2003 ; Boutaleb 2007). Différents modules permettent
d“accéder aux spectres de vibration en transformant au minimum les échantillons. La
réflexion totale atténuée (ATR) permet 1“analyse d“une fine couche d*échantillon. Le principe
du dispositif ATR est de faire subir au faisceau optique plusieurs réflexions a l'interface entre
un cristal (indice de réfraction tres élevé) et 1'échantillon (indice plus faible). A chaque
réflexion le faisceau pénétre de quelques microns dans I'échantillon. La somme des réflexions

permet ainsi d“accroitre la sensibilité (Pierre, 2010).
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Tableau 13. Attribution des bandes IR pour I“¢tude de différents xylanes en IR-TF et Raman-
TF (Kacurdkova et al., 1999).

1—-4X 1-3X IR, R Assignation Commentaire
3400 b 3400 b, 3248 sh IR v (OH)
2933 m R v (CH) AGX, AX
2917 sh R v (CH)
1381 m IR 6 (CH), 6 (OH) HC3-0
1376 s, 1365 m R, IR o (CH), 6 (OH), ip C3-OH
1348 m IR S (CH)w
1171 vs R, IR 6 (CH), 6 (COH) C3-OH
1312 m,s IR v (C-0-C), v (C-C) gl., C3-03
1169, 1149 m IR v (C-0-C), v (C-C) gl., C4- O4
1131-1121 sh IR v (C-0-C), v (C-C) gl
1125 vs R v (C-0-C), v (C-O) gl
1101 sh, 1106 vs R, IR v (C-0O), ring, v (C-C) csb
1089 vs R,IR v (C-0), ring, v (C-C) csb
1068 vs IR v (C-0), ring, v (C-C) csb, C3- O3
1047 vs IR v (C-C), v (C-0) csb, C4- O4
1026 s R, IR v (C-C), v (C-OH) csb, C3- O3
1010-1000 m, sh R v (C-C), v (C-OH) csb, C1-05, C1-02
986 m 985 sh IR v (C-0), 6 (OH), ring
977 sh R v (C-0O)
897 m 904 m R, IR 0 (CH), ring C1-H1
856 w IR Furanoid ring Araf, AX, AGX
811w IR Ring Araf, AX, AGX
667-656 m IR v (CCO), 6 (OH) oop csb, C3- O3
590 w 604 m IR v (CCO) csb, C2- 02
553 w R v (CCO) csb, C2- 02
531 sh R, IR v (CCO)
503 m 521w R v (CCO) csb

g.l. : glycosidic link ; csb : conformationally sensitive band ; ip : in plane ; oop : out of plane.
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Matériels et réactifs : Echantillons (poudre) a analyser. Instrument IRTF (Bruker, Vertex 70

FT-IR. Module ATR (Bruker, A225, pointe diamant). Logiciel OPUS (version 7.2).

Protocole : Les échantillons de polysaccharides secs sont dispersés sur la pointe en diamant
du module ATR. Les spectres IR (50 scans) ont été enregistrés a une température de 14-16°C
(référencé contre I“air, 20 scans) sur la plage 500-4000 cm™. Les spectres ont été analysés

avec le logiciel OPUS 7.2.
3.5 Caractérisation structurale

3.5.1 Composition en monosaccharides

Afin de caractériser la composition en monosaccharides des différents polysaccharides, il est
nécessaire de rompre les liaisons glycosidiques afin de permettre la libération partielle ou
compléte des monomeres constitutifs tout en les préservant d“éventuelles dégradations
secondaires (Delattre et al., 2016). Les monoméres obtenus peuvent ensuite étre directement
analysés par Chromatographie Echangeuse d“Anions Haute Performance (CEAHP) ou
préalablement dérivatisés puis analysés par Chromatographie Phase Gaz couplée a la

Spectrométrie de Masse (CPG/SM).

3.5.1.1 Dépolymérisation chimique des polysaccharides

Afin de dépolymériser les polysaccharides purifiés, des hydrolyses acides ménagées ou totales
ont été réalisées. L obtention d“oligosaccharides, sous forme de monomeres va permettre

I“analyse des sucres par CEAHP ou CPG/SM.

Principe : Bemiller (1967) a démontré qu“il existe une stabilité différentielle des liaisons
glycosidiques (1, 6“> 1, 4“> 1, 3*> 1, 2%) a I"hydrolyse acide. En fonction des conditions
(température, temps de réaction, type, concentration et force de 1“acide), il est possible de plus
ou moins libérer des fragments saccharidiques de tailles variables. Le mécanisme général de
ce type d“hydrolyse acide est décrit en Figure 38. On peut également noter que la nature des
oses liés présente également des différences de stabilité et ce pour une méme liaison
glycosidique. Ainsi, une liaison (1,4 glycosidique entre une unité osidique et une autre unité
portant un groupement carboxylique ou amine sera plus difficile a rompre qu“une liaison du
méme type entre un ose et un autre (sous forme furanose, anhydro- ou désoxy-). Dans ce sens,
les travaux de Timell et al. (1965) ont mis en évidence la stabilité de la liaison uronosidyle

(Figure 39).
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Delattre et al. (2016) ont également récemment reportés la stabilité des différents oses aux

hydrolyses acides en lien avec leurs possibles quantifications (7ableau 14).

CH,OH
o
OH OR'
o
OH /SOR
—_ +
Ho/iC/—O CH,OH
+ H+ HO H ‘
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
o) H o) o’ o)
/+ + \ H,0
OH 0 OH ) =— (OH OH OH
R. \; N\
OR OR OR OR
OH RioH OH OH H OH

R, R' = Aglycone ou chaine glucidique

Figure 38. Mécanisme général de 1“hydrolyse acide des glycosides (Bemiller, 1967).

Figure 39. Stabilité de la liaison uronosidyle a Ihydrolyse acide (Timel et al., 1963).
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Tableau 14. Effet des conditions d“hydrolyse sur I“analyse des différents types de
monosaccharides (adapté de Delattre et al., 2016).

Conditions d’hydrolyse | Types de monosaccharides"”’
| Cétoses Aldoses Hexosamines Oses
| acides
Acide Concentration Température Temps !
minéral (mol/L) (°0) (min)
H,SO, 1 100 120 ; D Q P Q
H,SO, 1 100 180 P Q P Q
H,SO, 5.10° 100 60 1 Q P N N
HCI 4 100 240 , D D Q D
HCI 2 100 240 ' D Q P Q
HC1 1 100 120 1+ P(D) Q N P
TFA® 4 100 480 | D D D D
TFA 4 100 240 ' D Q Q P (Q)
TFA 2 120 9 + D Q Q P (Q)

' Q: Quantitatif; P: Partiel; N: Non quantitatif; D: Destructif (partiel ou total).
@ TFA: Acide Trifluoroacétique.

Matériels et réactifs : Acide trifluoroacétique (Sigma-Aldrich, T6508). Solution aqueuse de

TFA 2M. Eau ultrapure. Polysaccharide a analyser (poudre). Bain a sec (Stuart Scientific
Block Heater, SHT200D).

Protocole : 10 mg de polysaccharides ont été dissous dans 1 mL de TFA 2M chauffés a 120
°C pendant 90 min dans un bain a sec. Les échantillons sont agités manuellement au rotor
toutes les 30 min. La préparation des échantillons varie ensuite en fonction de la méthode

d“analyse, a savoir la CEAHP (partie 3.5.1.2) ou la CPG/SM (partie 3.5.1.3).

3.5.1.2 Analyse par chromatographie ionique

La CEAHP couplée a un détecteur ampérométrique pulsé (DAP) a été utilisée pour identifier

et quantifier les monosaccharides constitutifs des polysaccharides aprés hydrolyse acide.

Principe : La phase stationnaire est une résine échangeuse d“anions qui va permettre de
séparer les molécules anioniques. Cette phase est constituée de billes de polystyréne et de
divinylbenzéne de 10 pm de diameétre, sur lesquelles sont agglomérées des particules
fonctionnalisées par des groupements ammonium quaternaire (NRy'). Ce type de phase

stationnaire peut supporter des pressions de 4 000 psi (275 bars) dans une large gamme de pH
(de 0 a 14).
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Les monosaccharides issus d“hydrolysats de polysaccharides (ou de monosaccharides
standards) sont transformés dans la phase mobile en alcoolates a des pH supérieurs au pKa de
leurs fonctions hydroxyles (-OH — -0O-). La phase mobile est constituée d“un gradient
d“acétate de sodium et d*hydroxyde de sodium. Lorsque les monomeéres sont élués de la
colonne, ils sont oxydés a la surface d“une électrode en or. L“oxydation génére un courant
¢lectrique proportionnel a la concentration en analytes ce qui rend 1“analyse quantitative. Le
potentiel appliqué a 1“¢lectrode, génére des produits d“oxydation qui abiment sa surface. Afin
de prévenir la diminution du signal, la surface de 1“¢lectrode est nettoyée par [“application
d“une série de potentiels pendant des périodes fixées aprés le potentiel de détection
(amperometrie pulsée). Une gamme d“€talons externes puis 1“ajout d“un étalon interne dans
I“échantillon a analyser permet d“estimer qualitativement et quantitativement la composition

en monosaccharides des hydrolysats de polysaccharides.

Matériels et réactifs : Acétate de sodium (Sigma-Aldrich, 71183). Hydroxyde de sodium 46-
51% (Fischer, S/4930/05). Hydroxyde d“ammonium 30-33% (Honeywell Fluka, 05002).
Solutions de NaOH 18 mM et 200 mM. Solution d“acétate de sodium 1M. M¢élanges de
solutions standards (L-Rha (Sigma-Aldrich, W373011), D-Rib (Sigma-Aldrich, R7500), L-Fuc
(Sigma-Aldrich, F2252), L-Ara (Sigma-Aldrich, 13256), D-Xyl (Sigma-Aldrich, X1500), D-
Man (Sigma-Aldrich, M6020), D-Gal (Sigma-Aldrich, G0750), D-Glc (Sigma-Aldrich,
G8270), D-GIcA (Sigma-Aldrich, G5269), D-GalA (Sigma-Aldrich, 48280)) injectées delx10

%3 1x10” g/L. Eau ultrapure. Solution de monosaccharides a analyser (partie 3.5.1.1, 1 & 10
g/l selon 1“analyse, avec dilutions si nécessaire). Précolonne CarboPac PAl (Dionex
Corporation, 4 x 50 mm). Colonne CarboPac PA1 (Dionex Corporation, 4 x 250 mm). Filtre
(Sartorius, Minisart RC 4, 0,22um). Centrifugeuse (Beckman Couletr, Aventi®J-E).
Chromatographie ionique (Dionex Corporation, ICS 3000). Logiciel d“acquisition et de

traitement Chroméleon (version 6.8).

Protocoles :Les échantillons hydrolysés sont neutralisés par une solution de NHsz 33% puis
centrifugés a 13000 g pendant 15 min a 4°C. Des dilutions (1 mL) a 1/10, 1/100 et 1/1000 de
la concentration mere (10 g/L) sont préparées et filtrées sur 0,22 um. Les échantillons peuvent
étre analysés directement par CEAHP ou congelés a 20°C. 25 pL sont injectés sur les

colonnes thermostatées a 25°C avec un débit d“¢luant de 1 mL/min.
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Avant injection, les colonnes sont équilibrées pendant 15 min avec du NaOH 18 mM puis les
¢chantillons sont élués isocratiquement pendant 30 min avec du NaOH 18 mM, suivi par un
gradient linéaire variant 0 a 1 M d“acétate de sodium dans du NaOH 200 mM pendant 20 min
(¢lution des acides uroniques), pour finir par 100% d“acétate de sodium 1M dans du NaOH
200mM pendant 20 min. Le systéme est ensuite rincé 15 min par du NaOH 200 mM.

3.5.1.3 Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de

masse

Principe : 1“analyse par CPG/SM-IE d“un hydrolysat acide de polysaccharides permet de
déterminer sa composition en monosaccharides, mais requiert une dérivatisation des résidus
formés. En effet, la CG/SM-IE ne permet pas d“analyser directement les oses en raison de leur
faible volatilité. Les groupements choisis pour dérivatiser les sucres permettent de casser les
liaisons hydrogeénes et de masquer les dipoOles, ce qui entraine une volatilisation a des
températures inférieures a 300 °C. Les dérivatisations les plus fréquemment utilisées sont
I“acétylation, la méthylation et la silylation. Les substituants utilis€és (acétyles et
triméthylsilyles) rendent non seulement le composé plus volatile, mais améliorent aussi
I“lonisation du sucre par impact électronique (IE). L“ionisation par IE consiste en un impact
d“¢lectrons sur les molécules en sortie de chromatographie (Figure 40). Les hétéroatomes
constituant les molécules sont le plus souvent atteintes par ces €lectrons et forment des
radicaux vrais et/ou des cations-radicaux. L*¢€nergie des électrons envoyés sur les molécules a
analyser est de 70 eV, ce qui permet la fragmentation des liaisons C-C. La fragmentation et
I“abondance des fragments donnent & chaque composé un spectre de masse caractéristique
correspondant a une empreinte de fragmentation trés spécifique. On peut aussi noter que les
spectres de masses en IE présentent rarement le pic de 1“ion moléculaire. Lorsque le sucre est
dérivé, les groupements acétyle ou triméthylsilyle forment des zones de forte densité
¢lectronique, qui seront des cibles préférentielles pour les électrons issus de la source

d“ionisation et induiront ainsi les fragmentations internes.
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Figure 40. Schéma d“une source a ionisation par impact électronique (Petera, 2016).

La silylation est I'un des méthodes les plus répandues pour dérivatiser des monosaccharides
avant analyse en CPG/SM (Kamerling et Gerwig, 2007 ; Delattre et al., 2016). Elle permet la
substitution d“atomes d“hydrogeéne actif dans des groupes fonctionnels tels que -OH, -COOH,
-NH, -NH,et -SH avec des groupements triméthylsilyle, réduisant ainsi la polarité
(amélioration de la forme du pic) et augmentant la volatilit¢ par 1“¢limination des liaisons
hydrogénes (Kataoka, 2005 ; Sajdak et al., 2017). Le BSTFA (Bis (triméthysilyle)
trifluoroacétamide) et le TMCS (trimethylchlorosilane) sont les réactifs les plus utilisés pour
la triméthylsilylation de nombreuses fonctions (alcools, alcaloides, amines, acides
carboxyliques, phénols, etc). L‘agent de silylation (BSTFA) agit comme donneur
trimethylique silylique alors que le TMSCS joue le réle de catalyseur et augmente la réactivité
du BTSFA, améliorant ainsi 1“efficacité¢ de la dérivatisation (Kuroda, 2000 ; Shareef et al.,

2004). La Figure 4Iprésente la réaction de triméthysilylation sur un monosaccharide.
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Figure 41. Mécanisme de trimétylsilylation des O-glycosides (adapté de Kamerling et al.,
1975).

Matériels et réactifs :Méthanol (Sigma-Aldrich, 323415). BSTFA : TMCS 99 : 1 (Sigma-
Aldrich, 33149). Pyridine (Sigma-Aldrich, 270407). Dichlorométhane (Sigma-Aldrich,
270997). Solutions standards ((L-Rha (Sigma-Aldrich, W373011), D-Rib (Sigma-Aldrich,
R7500), L-Fuc (Sigma-Aldrich, F2252), L-Ara (Sigma-Aldrich, 13256), D-Xyl (Sigma-
Aldrich, X1500), D-Man (Sigma-Aldrich, M6020), D-Gal (Sigma-Aldrich, G0750), D-Glc
(Sigma-Aldrich, G8270), D-GIcA (Sigma-Aldrich, G5269), D-GalA (Sigma-Aldrich,
48280),D-GIcN (Sigma-Aldrich, 129407)D-GalN (Sigma-Aldrich, G0500)) injectées de 0,1 a

10 mg/mL. Solution de monosaccharides a analyser (partie 3.5.1.1, 1 a 10 g/L selon I“analyse,
avec dilutions si nécessaire). CPG/SM-EI (Agilent, GC 6890 couplée a un détecteur sélectif
de masse Agilent 5973). Colonne GC (Macherey-Nagel, OPTIMA-1MS, 30 m, 0,32 mm, 0,25
um). Evaporateur sous jet d“azote (Stuart, Block Heater SBH 200D/3 et Concentrator SBH
CONC/1).

Protocole : les échantillons hydrolysés sont évaporés sous jet d“azote afin d“€liminer les
traces d“acides en exces (a sec). Ajouter 1 mL de méthanol, vortexer puis évaporer sous jet
d“azote. Répéter cette étape 2 fois pour éliminer les traces résiduelles d“acides. La
dérivatisation est réalisée via 1“utilisation de BSTFA : TMCS (99 : 1) et adaptée des
protocoles de Pierre et al. (2012, 2014). Pour 2 mg de monosaccharides, ajouter 200 pL de
pyridine et 200 uL. de BSTFA : TMCS (99 : 1). Mélanger puis placer a température pendant 2
h sous agitation (450 rpm). Evaporer a sec sous jet d“azote puis reprendre les résidus

triméthylsilyl-O-glycosides avec du dichlorométhane (10, 4, 2, 1 et 0,1 mg/mL).
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Préparer les standards ((L-Rha (Sigma-Aldrich, W373011), D-Rib (Sigma-Aldrich, R7500), L-
Fuc (Sigma-Aldrich, F2252), L-Ara (Sigma-Aldrich, 13256), D-Xyl (Sigma-Aldrich, X1500),
D-Man (Sigma-Aldrich, M6020), D-Gal (Sigma-Aldrich, G0750), D-Glc (Sigma-Aldrich,
G8270), D-GIcA (Sigma-Aldrich, G5269), D-GalA (Sigma-Aldrich, 48280), D-GIcN (Sigma-
Aldrich, 129407) D-GaIN (Sigma-Aldrich, G0500)) dans les mémes conditions, a quatre
concentrations différentes (10, 4, 2, 1 et 0,1 mg/mL). Les analyses ont été effectuées par
CPG/SM-Elet les échantillons sont injectés sur une colonne OPTIMA-1MS avec un débit
d“hélium de 2,3 mL/min. La pression d“hélium est fixée a 8,8 psi et le split ratio a 50 : 1.
Fixer la température initiale du four a 100°C, pendant 3 min. Programmer une montée en
température de 8°C/min jusqu‘a 200°C et maintenir la température 1 min.Terminer par une
montée en température de 5°C/min jusqu‘@a 215°C (runtime de 19 min 50). L“ionisation est
réalisée par Impact Electronique (EI, 70 eV), la température de la trappe est fixée a 150 °C et

le target ion a 40-800 m/z. La température de 1“injecteur est fixée a 250°C.

3.5.2 Analyse des liaisons glycosidiques par CPG/SM

Principe : une des étapes fondamentales a 1“analyse et a la compréhension de la structure
d“un polysaccharide passe par la détermination des liaisons glycosidiques reliant les
monosaccharides entre eux. La position des liaisons glycosidiques constitutives des
polysaccharides de cette étude (PSPN, Tableau 11) est déterminée par analyse CPG/SM-IE
des monosaccharides aprés transformation en acétates d‘alditols partiellement méthylés
(AAPM). La méthode la plus connue passe par la méthylation des groupements hydroxyles
libres du polysaccharide (souvent privilégiée par rapport aux méthodes impliquant
I“utilisation du BuLI dans du DMSO) suivie d“une hydrolyse acide et/ou enzymatique des
liaisons glycosidiques (Pefia et al., 2012). Les monosaccharides sont ensuite réduits en alditols
via I“utilisation de borohydrure de sodium (ou de borodeutéride de sodium pour marquer le
groupement engagé dans le pont osidique) puis acétylés au niveau des groupements hydroxyle
libres (Figure 42). Les molécules générées portent le nom d*acétates d*alditols partiellement
O-méthylés et permettent d“accéder, apres fragmentation par impact électronique (Figure 43),
a des informations structurelles comme la position des groupements O-méthyle et O-acétyle et
donc des groupements hydroxyles engagés ou non dans une liaison glycosidique (Carpita et
Shea, 1989). Notons que la présence de groupements annexes, comme des sulfates ou

acétates, peuvent géner 1“analyse des liaisons glycosidiques.
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Il est donc nécessaire de comparer les spectres CPG/SM-IE de polysaccharides natifs et

désulfatés perméthylés (Garon-Lardiere, 2004).

H,OH H,0Me
0 Pré-activation Méthylation 0]
@) —_— >
0/ NaOH/DMSO Mel 0/
OH OMe
TFA l IHydr.onse
acide
CHDOH CHDOCH
—OMe —OMe Réduction H,0Me
AcO— Acétylation HO— deutérée M O
M B —— H
e0— Ac20  MeO— NaED, ("
—OAc —OH OMe
CH,0Me CH,0Me

Figure 42. Méthode de préparation des acétates d“alditols partiellement méthylés (adapté de
Garon-Lardiere, 2004).

H— C — OMe H— C— OMe H— C— OAc
H— C — OMe H— C — OAc H— C— OAc
Figure 43. Ordre de clivage préférentiel des acétates d“alditols partiellement méthylés lors de
I“analyse par CPG/SM-IE (Garon-Lardiére, 2004).

3.5.2.1 Préparation du réactif NaOH/DMSO

Matériels et réactifs :Diméthylsulfoxyde anhydre (Sigma-Aldrich, 270997). Hydroxyde de

sodium (Sigma-Aldrich, 30620). Polysaccharide a analyser (poudre). Centrifugeuse (Thermo

Scientific, Heraeus Fresco 17).
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Protocole :100 pL d“une solution de NaOH a 50 % (m/v) sont ajoutés a 200 uL. de méthanol
anhydre dans un tube fermé. Aprés agitation forte et obtention d“une solution limpide, 1 mL
de DMSO anhydre est ajouté. Le mélange est alors vortexé puis centrifugé pendant 5 min a
3600 g. Apres centrifugation, le surnageant est évacué et le culot est additionné a nouveau de
1 mL de DMSO, mélangé¢ et centrifugé comme précédemment. Cette étape doit étre répétée
de deux a cinq fois, jusqua 1“obtention d“un culot de NaOH opalescent (laiteux). Pour
terminer, resuspendre le culot dans 200 & 300 L. de DMSO anhydre et utiliser directement le

réactif pour 1“¢tape de méthylation.

3.5.2.2 Méthylation du polysaccharide

Matériels et réactifs : Chloroforme (Sigma-Aldrich, 32211). Diméthylsulfoxyde anhydre
(Sigma-Aldrich, 270997). Iodométhane (Sigma-Aldrich,67690). Méthanol (Sigma-Aldrich,
323415). Hydroxyde de sodium (Sigma-Aldrich, 30620). Réactif NaOH/DMSO (partie
3.5.2.1). Eau ultrapure. Evaporateur sous jet d“azote (Stuart, Block Heater SBH 200D/3 et
Concentrator SBH CONC/1).Centrifugeuse (Thermo Scientific, Heraeus Biofuge Primo R).

Protocole : 100 a 200 pg de polysaccharides sont ajoutés a 200 a 500 uL de DMSO anhydre
dans un tube hermétique. Agiter doucement (400 rpm), a 60°C si nécessaire pour améliorer la
solubilit¢ du polysaccharide. 200 pL du réactif solide NaOH/DMSO sont ajoutés a
I“échantillon ainsi que 10 pL d“eau ultra pure, qui permettent de limiter les dégradations
oxidatives (Ciucanu et Costello, 2003). Le mélange est ensuite conservé, aprés agitation,
pendant 15 min a température ambiante. 300 pL d“iodométhane sont ensuite ajoutés et
I“échantillon est conservé pendant 15 min a température ambiante puis refroidit dans la glace.
Ajouter ensuite 1 mL d“eau ultrapure et vortexer. L“exces d“iodométhane est éliminé sous un
jet d“azote puis 1 mL de chloroforme est ajouté. Vortexer puis centrifuger pendant 5 min a
3000 g et transférer la phase inférieure organique dans un nouveau tube. La phase organique
est ensuite lavée trois fois avec de 1“eau ultrapure puis le chloroforme est évaporé sous jet

d“azote. Les résidus méthylés sont finalement repris dans un volume variable de méthanol.

3.5.2.3 Formation des acétates d’alditols partiellement méthylés

Matériels et réactifs : Acide trifluoroacétique (Sigma-Aldrich, T6508). Borodeutéride de
sodium (Sigma-Aldrich, 205591). Hydroxyde d“ammonium 30-33% (Honeywell Fluka,
05002). 1-méthylimidazole (Sigma-Aldrich, 336092).

101



Dichlorométhane (Sigma-Aldrich, 270997). Acide acétique glacial (Sigma-Aldrich, 33209).
Anhydride acétique (Riedel-de Haén, 33214). Diméthylsulfoxyde anhydre (Sigma-Aldrich,
270997). Solution aqueuse de TFA 2M.Solution aqueuse de NH4OH 1M. Standards (L-Rha,
D-Rib, L-Fuc, L-Ara, D-Xyl, D-Man, D-Gal, D-Glc, D-GIcA, D-GalA, D-GIcN, D-GalN, tous
obtenus chez Sigma-Aldrich). Echantillons méthylés (partie 3.5.2.2). Eau ultrapure.
Evaporateur sous jet d“azote (Stuart, Block Heater SBH 200D/3 et Concentrator SBH
CONC/1). Bain a sec (Stuart Scientific Block Heater, SHT200D). CPG/SM-EI (Agilent, GC
6890 couplée a un détecteur sélectif de masse Agilent 5973). Colonne GC (Macherey-Nagel,
OPTIMA-IMS, 30 m, 0,32 mm, 0,25 um). Centrifugeuse (Thermo Scientific, Heraeus
Biofuge Primo R).

Protocole : A partir des échantillons méthylés, évaporer totalement le méthanol. 1 mL d*“acide
trifluoroacétique 2 M est ajouté a 200-500 pg de matériel méthylé. Le matériel méthylé peut
étre remplacé a cette étape par les monosaccharides standards (L-Rha, L-Fuc, L-Ara, D-Xyl, D-
Man, D-Gal, D-Glc, D-GalA, D-GIcA, D-GIcN, D-GalN) : préparer une solution a 20 mM de
chaque monosaccharide dans de I“eau ultra pure, puis lyophiliser des masses croissantes (10 a
100 uL d“aliquot de départ) de la solution. L*¢chantillon est ensuite chauffé pendant 90 min a
120°C, puis refroidir le tube jusqu‘a atteindre la température ambiante. Evaporer le TFA sous
jet d“azote puis éliminer les traces résiduelles par addition de 1 mL de méthanol a évaporer
(bien mélanger le tube au préalable). Cette étape peut étre renouvelée si nécessaire puisque le
pH requis pour [“¢tape suivante doit €tre alcalin afin d“assurer une bonne réduction des

monosaccharides. A cette étape, les échantillons peuvent étre congelés a -20°C.

Une solution de borohydrure de sodium ou de borodeuteride de sodium (pour marquer les
groupements engagés dans les ponts oxidiques) a 100 mg/mL dans une solution d“hydroxyde
d“ammonium a 1 M. Cette solution est ensuite diluée avec 5 volumes de DMSO. 600 uL de
cette solution diluée sont ajoutés a 1"échantillon et la solution est incubée 90 min a 45°C. Il est
important de mélanger toutes les 30 min. Ajouter ensuite 100 pL d“acide acétique glacial pour
¢liminer le NaBH4 (ou NaBD4) en exces et agiter vigoureusement. 100 pL de 1-
methylimidazole et 75 pL d“anhydride acétique sont ajoutés. Bien mélanger et conserver 30
min a 40-45°C. Pour terminer la réaction, ajouter 2 mL d“eau ultrapure et mélanger fortement.
Refroidir le mélange a température ambiante puis ajouter 1 mL de dichlorométhane et agiter
pendant 1 min. La solution est ensuite centrifugée pendant 5 min a 3000 g et la phase
supérieure est jetée. Répéter 1"¢tape de lavage a 1“eau 5 fois supplémentaires afin d“¢liminer

les traces résiduelles de sels et de DMSO.
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Pour finir, évaporer la phase organique (inférieure) sous jet d“azote et reprendre les AAPM
dans 100 a 200uL de dichlorométhane. Injecter les échantillons et analyser les AAPM sur
OPTIMA-IMS avec un débit d“hélium de 2,3 mL/min. La pression d*hélium est fixée a 8,8
psi et le split ratio est nul (splitless). Fixer la température initiale du four a 80°C, pendant 2
min. Programmer une montée en température de 30°C/min jusqu‘a 170°C. Programmer une
seconde montée en température de 4°C/min jusqu‘a 240°C et maintenir la température 20
min. L*lonisation est réalisée par Impact Electronique (EI, 70 eV), la température de la trappe
est fixée a 150 °C et le target ion a 40-800 m/z. La température de 1“injecteur est fixée a

250°C.

3.5.3 Analyse structurale par résonance magnétique nucléaire (RMN)

Principe :la spectroscopie RMN est fondée sur la mesure de 'absorption de la radiation de
radiofréquence (RF) par un noyau atomique dans un champ magnétique fort. L'absorption de
la radiation pousse le spin nucléaire a se réaligner ou a retourner dans la direction de la plus
haute énergie. Apreés avoir absorbé I'énergie, les noyaux atomiques réémettront une radiation
RF et retourneront a leur état initial de moindre niveau d'énergie. L“analyse structurale de
polysaccharides peut étre réalisée par RMN. Les spectroscopies 'H et'’C sont dailleurs
couramment utilisées pour la détermination des structures primaires et des conformations de
glycanes, tel que la composition en monosaccharides, les configurations anomériques, les
substituents aglycones, les types de liaisons glycosidiques et les branchements associés
(Kamerling et Gerwig, 2007). Le carbone et “hydrogeéne donnent des signaux spécifiques a
des fréquences de résonances treés caractéristiques et la forme de chaque signal est spécifique
d“un environnement chimique particulier (Casu, 1982). Duus et al. (2000) ont publi¢ une
excellente revue donnant une large vision de 1“analyse structurale des polysaccharides par
RMN. De maniére générale, de nombreux spectres 'H (empreintes) en *C sont décrit dans la
littérature et peuvent servir de comparaison pour l“évaluation des déplacements chimiques. De
plus, les techniques 2D homo- et hétéronucléaires sont trés souvent utiles pour clarifier des
assignements de pics (sur des spectres 1D) hasardeux mais aussi affiner la description des
liaisons glycosidiques et des motifs de répétition (Sterseth et al., 2008). On peut aussi noter
que des méthodes telles que 1“ozonolyse, [“hydrogénolyse, les hydrolyses, les dégradations
chimiques et d“autres méthodologies de clivage permettent de faciliter significativement

“¢lucidation structurale de polysaccharides (Delattre et al., 2016).
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Matériels et réactifs : Acide sulfurique 95-97% (Honeywell, 30743). Hydroxyde de sodium
(Sigma-Aldrich, 30620). Oxyde de deutérium (Sigma-Aldrich, 151882). Solution de NaOH

10M. Solution H,SO4 20% (v/v). Eau ultrapure. Polysaccharide partiellement hydrolysé a
tester. Boudin dialyse cellulose régénérée (ThermoFischer Scientific, 68035,
3.5kDa)Spectrométre RMN de 300 MHz équipé d“une double sonde *C/'H (Briicker, Briicker
Advance 600). Lyophilisateur (Thermo Electron Corporation, Heto PowerDry OL 6000).

Protocole :1 g de la fraction PSPN a été hydrolysé pendant 30 min a 50 °C sous agitation
dans 100 mL de H,SO4 20 %. L“hydrolysat a ensuite été neutralis€¢ en utilisant du NaOH
10M. Pour éliminer les sels de sulfate de sodium, la solution a été dialysée (coupure 3,5 kDa)
pendant 72 h contre de 1eau ultrapure, puis lyophilisée. L hydrolysat de PSPN a ensuite été
dissous a 100 g/L. dans du D,0O (99,9 % D) puis lyophilisé. Cette opération a été répétée trois
fois pour substituer les protons échangeables par du deutérium. Avant analyse, 1“échantillon a
¢té dissous dans du D,O a 100 g/L. Les spectres RMN des solutions de PSPN ont été
enregistrés a 60 °C en utilisant un spectrometre de 300 MHz. Les expériences ont été
enregistrées avec une largeur spectrale de 3000 Hz, un temps d“acquisition de 1,36 s, une
largeur d“impulsion de 7 ps, un temps de relaxation de 1 s et 256 balayages. Un spectre RMN
2D a ¢été appliqué en utilisant une spectroscopie corrélée a double quantum filtré (DQF

COZY) et une cohérence hétéro-nucléaire quantique-unique (HSQC).
3.6 Caractérisation physico-chimique des polysaccharides

3.6.1 Détermination des grandeurs macromoléculaires par chromatographie

d’exclusion stérique couplée a la diffusion de lumiere (SEC/MALLS)

Principe : la chromatographie d“exclusion stérique couplée a la diffusion de lumiére
(SEC/MALLS) consiste a séparer les macromolécules par exclusion stérique et a déterminer
leurs masses moléculairespar un détecteur a diffusion de lumieére multi-angles et un
réfractometre différentiel positionnés en sortie de colonne. Les macromolécules vont diffuser
la lumiére d“une source laser. Cette diffusion est variable selon la conformation de la
macromolécule. Des photodiodes placées a des angles caractéristiques recueillent le signal qui
permet d“accéder a la masse molaire de la molécule analysée. Le logiciel Astra donne les
variations de 1“intensité de la lumiere diffusée au niveau de chaque photorécepteur. La

relation générale de la diffusion de la lumiére est donnée par 1“Equation 4 (Zimm, 1948).
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Equation 4. Loy x Sin? 2+ 24,C + 345C% + -
3 MW 2

Avec ARy : rapport de Rayleigh ; C: concentration de polymére (g/mL) ; MW : masse molaire
moyenne en poids du polymere ; Rg : rayon de giration (nm) ; ny: indice de réfraction du
solvant ; Ag: longueur d’onde du faisceau incident (nm) ; N,: nombre d’Avogadro ; dn/dc:
incréement d’indice de réfraction ; O : angle d’observation par rapport a la lumiere incidente

et Ay: second coefficient du viriel.

Matériels et réactifs : nitrate de sodium (Sigma-Aldrich, 229938). Nitrate de lithium (Sigma-
Aldrich, 62574). Solution de NaNO; 0,1M. Solution de LiNO3 0,1M. Filtres (Millipore, 0,1 et
0,45 pm). Chromatographie d“exclusion stérique (HPSEC) couplée a un détecteur de lumicre
multi-angles (MALLS), un réfractométre différentiel équipée d“une cellule K5 (50 pL) et trois
détecteurs : un laser He-Ne (A=690 nm) (Wyatt Technology Corp., Heleos II), un indice de
réfraction différentiel (DRI) (Shimadzu, RID10A) et un viscosimetre (Wyatt Technology
Corp., Viscostar II). Précolonne (Shodew, OHPAK SB-G). Colonnes (Shodex, SB806 et
804HQ). Logiciel d“acquisition Astra (version 6.1).

Protocole : 1échantillon a été solubilisé¢ a 0,2 g/L dans du LiNO; 0,1 M pendant 24 h sous
agitation (750 rpm) et injecté¢ a 0,2 g/L dans une boucle pleine de 100 pL. Les masses
moléculaires moyennes et les distributions de poids moléculaire de PSPN ont été déterminées
en injectant 1“échantillon sur des colonnes en série ¢luées avec du LiNO3 0,1 M a 0,7 mL/min.
Le solvant a été filtré par une unité de filtration de 0,1 um (Millipore), dégazé et filtré¢ dans
une colonne amont de 0,45 um. Les données collectées ont été analysées avec un dn/dc de
0,15 mL/g. La masse molaire en poids d“une fraction isomoléculaire est obtenue a tout
moment par la droite d“extrapolation a angle nul de la courbe du diagramme de Zimm, grace
aux photodiodes détectant simultanément l“intensité de la lumicre diffusée a trois angles
différents. Il est possible d“atteindre les masses molaires moyennes en nombre et en poids

ainsi que 1“indice de polydispersité de 1"échantillon en intégrant la totalité¢ du signal obtenu.
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3.6.2 Etude des propriétés rhéologiques

La rhéologie est I"¢tude de 1“écoulement ou de la déformation des produits sous I“effet des
contraintes qui leur sont appliquées. La force appliquée par unité de surface d'un fluide
correspond 4 la contrainte de cisaillement (Pa ou N.m™), grandeur définie en tout point du

matériau. Elle est représentée au niveau de 1"Equation 5.

ot _F_ v _
Equation 5. T=S=n_=1nY

Avecy : taux de cisaillement « shear rate » (s”) ; 5 : viscosité dynamique (Pa.s) ; F : force de
frottement visqueux qui s’exerce a la surface de séparation de deux couches qui s’opposent
au glissement d’une couche sur l’autre (N) ; S : surface en contact avec le fluide (m’°) ; dv :
différence de vitesse entre les deux couches (m.s”) ; dz : distance séparant les deux couches

de fluides contigués (m).

La viscosité peut étre définie comme la résistance a [“€coulement uniforme et sans turbulence
se produisant dans la masse d“une maticre. La viscosité dynamique correspond a la contrainte
de cisaillement qui accompagne I“existence d“un gradient de vitesse d“€coulement dans la
matiére. Lorsque la viscosité augmente, la capacité du fluide a s“écouler diminue. L unité de
viscosité est le Pa.s. La viscosité dynamique (ou viscosité apparente) peut étre exprimée selon

“Equation 6.

Equation 6. n=7

Avecn : viscosité dynamique (Pa.s) ; tT. contrainte de cisaillement (Pa) et y :taux de

.. -1
cisaillement "shear rate" (s™).

Alors que la viscosité dynamique d“un fluide ne dépend que de T et y, on parle de viscosité
apparente d“un liquide lorsque n varie avec le taux de cisaillement auquel il est soumis. La
maniére dont la viscosité apparente change va permettre de définir le comportement
rhéologique du liquide (Figure 44).En effet, 1"évolution de la viscosité apparente avec le taux
de cisaillement peut étre représentée par des comportements types qui permettent de
distinguer quatre catégories de fluide, a savoir (i) les fluides newtoniens dont la viscosité est
indépendante du taux de cisaillement ; (ii) les fluides plastiques ou fluides a seuil ou le seuil

représente la limite d“énergie quil faut franchir afin que 1“écoulement ait lieu ;
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(ii1) les fluides pseudoplastiques ou rhéofluidifiants qui présentent une diminution de la
viscosité avec 1“augmentation du taux de cisaillement et (iv) les fluides rhéoépaississants dont
la viscosité augmente avec 1“augmentation de taux de cisaillement.L“¢tude rhéologique des
solutions de polysaccharides permet aussi de déterminer leur concentration critique de
recouvrement C*, c“est-a-dire la concentration de transition entre le régime dilué et semi-dilué
(Figure 45). Quand C* est atteint, des enchevétrements de polysaccharides entrent en jeu et
les polyméres sont plus sensibles a un stress physique. Cela se traduit par une augmentation
de la viscosité de la solution. La C* d*un polysaccharide est obtenue en tracant la relation log
ng= f (log C), ng étant a la viscosité spécifique mesurée a cisaillement nul et C étant la

concentration du polymeére.

v

Newtonien 4 Plastique

Comportements des fluides

- |

Pseudoplastique ¥ Rhéoépaississant ¥ 1

Figure 44. Comportements rhéologiques de liquides aux propriétés physiques différentes
(source personnelle).
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Figure 45. Etats d“enchainement des polymeres en fonction de la concentration (source
personnelle).

La viscosité intrinséque d“un polymere notée [7] représente la perturbation de I“écoulement de
la solution due a une seule macromolécule isolée. C*est une grandeur microscopique. On
définit [] selon la série d“équations suivantes (Equations 7).
Equations 7. [n] = limn,eq = lime_yg %

0

_ Uﬁ m—"o
T]Té‘d C CT’O

_N—MNo

_n
No

Y]

Avecny: viscosité absolue du solvant pur (Pa.s), dans notre cas la viscosité de ’eau (107
Pa.s) ;q . : viscosité relative (Pa.s) ;) gpe :viscosité spécifique (Pa.s) ;N rea:viscosité reduite

(Pa.s) ; [n] : viscosité intrinseque (mL/g).

La viscosité intrinséque est obtenue par extrapolation a concentration nulle de la viscosité
réduite. Elle rend compte du volume hydrodynamique occupé par une macromolécule dans le
solvant considéré. Elle est exprimée en mL/g. Cette variation linéaire 1,/C=£{C) est obtenue a

partir de I"équation de Huggins (Equation 8).
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Equation 8. Nsp/C = [n] + k' [n]2C + -

k*“= constante de Huggins.

Sur la représentation de Huggins (n,/C= f(C)), la viscosité intrinséque est obtenue en prenant
la valeur de 1“ordonnée a 1"origine. La pente est représentative du parametre de Huggins (k).
Par ailleurs, la viscosité intrinséque est directement proportionnelle au volume
hydrodynamique des macromolécules en solution. La constante de Huggins traduit les

interactions polymere-polymere.

3.6.2.1 Mesure de la viscosité

Principe : la résistance du produit s“observe au niveau de [“entrefer (distance entre les deux
plans). Une cartographie du systeme appelée "rotational mapping" est réalisée a chaque fois
que le rhéometre est mis en fonction. Dans le cas d“un rhéometre a géométrie plan/plan, on
considere deux plaques planes paralleles séparées par une mince couche de liquide. La plaque
inférieure est maintenue au repos et la plaque supérieure se déplace d“un mouvement de
rotation uniforme de vitesse v (s7). Les différentes couches de liquide sont entrainées par le
mouvement de la plaque a des vitesses différentes selon leur position par rapport a la plaque
mobile. Des forces de résistance au déplacement apparaissent entre les différentes couches de
liquide ; elles sont fonction de la nature du liquide et donc de sa viscosité. Le nombre
d“itérations choisi est de 2 et le systéme est en mode " soft " pour une meilleure sensibilité.
Les données de viscosité sont recueillies et analysées en utilisant notamment le modéle de
Williamson (1929) (Equations 9).C* (g/L) est déduite du tracé en échelle logarithmique de la

viscosité spécifique par rapport a la concentration du polymeére. La rupture de la pente donne

acces a C*,
4 . _ Mo
Equations 9. n= k™)
T
n==
14

Avec y: taux de cisaillement " shear rate " (s') ; n: viscosité apparente (Pa.s) ; §y: viscosité a
cisaillement nul (Pa.s) ; k: constante de temps (s), n: indice de fluidité et T : contrainte de

cisaillement.
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Matériels et réactifs : NaCl (Sigma-Aldrich, S7653). Hexadécane (Sigma-Aldrich, H603).

Solutions de polysaccharides (PSPN) comprises entre 0,5 et 2% (m/v) dans de 1“eau ou des
solutionsde NaCl a 0,1, 0,2 ou 0,5M. Eau ultrapure. Rhéométre avec un module de géométrie
plan-plan de diamétre 40 mm et équipé d“un systéme de controle de température a effet Peltier
(TA-Instrument, AR-2000). Logiciel d“acquisition et de traitement TA Instrument Rheology
Advantage.

Protocole : le polysaccharide a étudier (PSPN) est mis en solution (0,5-2% m/v) dans de [“eau
ultrapure ou des solutions de NaCl (0,1-0,5M) pendant 72h a 4°C sous légere agitation (400
rpm). L“¢tude est menée sur un rhéometre avec un module de géométrie plan-plan. L entrefer
du systeme (ou gap) est de 5 mm. Pour prévenir de [“évaporation durant les mesures, les
échantillons (1 mL) sont recouverts d“une fine couche d*hexadécane (Guo et al., 2009). Les
mesures de viscosité apparente sont réalisées a 25°C sur une gamme de cisaillement comprise
entre 1 et 10° s™' mais aussi a différentes températures (20, 40 et 60 °C) toujours sur la méme

gamme de cisaillement.

3.6.2.2 Mesure de la viscosité complexe

Les mesures en mode dynamique (ou oscillatoire) permettent d“appliquer des déformations
faibles de sorte que la linéarité entre la contrainte et la déformation soit respectée. Le principe
consiste a soumettre 1“¢échantillon a une déformation sinusoidale (y) au cours du temps. La
contrainte résultante (o) est également sinusoidale et de méme fréquence () mais présentant

un déphasage ou angle de perte (8) (Equations 10).
Equations 10. Y= y,et®

0" = o, eli®+5)

On peut alors définir le module complexe de cisaillement selon lesEquations 11.
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Equations 11.6* = L= ¢' +i¢" = (;—°(c055+isin6)
0
G =Zcos§ et G =Zsins
Yo Yo
t 5 B G//
and =

Avec y: déformation (s) ;ye: amplitude de la déformation (s”) ;w: fréquence (rad.s
') ;6 :contrainte (Pa) ; 69: amplitude de la contrainte (Pa) et 8: déphasage ou angle de perte

(rad).

Trois cas sont alors possibles : (1) =0, le matériau se rapproche d“un solide de Hooke. En
réponse a une contrainte et quelle que soit la vitesse appliquée, il se déforme de manicre
¢lastique instantanément et proportionnellement a la contrainte (phénomeéne indépendant du
temps). (i1)0 = n/2, le matériau est un fluide visqueux. En réponse a une sollicitation, il
s‘écoule irréversiblement. (iii)) 0 < 0< w/2, alors le matériau possede a la fois un

comportement ¢élastique et visqueux, il est viscoélastique.

La présentation de la déformation et de la contrainte par des vecteurs tournants permet de
représenter y et 6 pour des modules complexes (*). On peut alors définir le module complexe
de cisaillement. G' (Pa) est la composante ¢lastique (appelée module de conservation,
représentant 1“énergie emmagasinée sous forme ¢lastique) et G” (Pa) la composante visqueuse
(appelée module de perte, représentant 1“énergie dispersée donc irrécupérable sous forme

d“écoulement visqueux) de G*. On définit fan 6 comme le facteur de perte.

Matériels et réactifs : NaCl (Sigma-Aldrich, S7653). Hexadécane (Sigma-Aldrich, H603).

Solutions de polysaccharides (PSPN) comprises entre 0,5 et 2% (m/v) dans de [“eau ou des
solutions de NaCl a 0,1, 0,2 ou 0,5M. Eau ultrapure. Rhéometre avec un module de géométrie
plan-plan de diametre 40 mm et équipé d“un systéme de contrdle de température a effet Peltier
(TA-Instrument, AR-2000). Logiciel d“acquisition et de traitement TA Instrument Rheology
Advantage.

Protocole :le polysaccharide a étudier (PSPN) est mis en solution (0,5-2% m/v) dans de [“eau
ultrapure ou des solutions de NaCl (0,1-0,5M) pendant 72h a 4°C sous légere agitation (400
rpm). L*étude est menée sur un rhéometre avec un module de géométrie plan-plan. L entrefer
du systéme (ou gap) est de 5 mm. Pour prévenir de 1“évaporation durant les mesures, les

échantillons (1 mL) sont recouverts d“une fine couche d“hexadécane (Guo et al., 2009).
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Les mesures de déformation oscillatoire nécessaires a la détermination des modules de
conservation (ou module élastique) G’ (Pa) et de perte (ou module visqueux) G" (Pa) ont été
réalisées a des fréquences angulaires entre 0,01 et 100 rad.s'a 25°C avec une contrainte
constante de 20%. Il est ainsi possible de caractériser le comportement viscoélastique en

mesurant

3.7 Caractérisation des propriétés biologiques des polysaccharides

3.7.1 Activité antioxydante

Principe :les activités anti oxydantes des extraits et de 1“acide ascorbique ont été évalués en
utilisant le 2,2°-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) selon le protocole adapté de Yamaguchi
et al. (1998). Le pourcentage d“inhibition de DPPH est calculé selon I“Equation 12.

Equation 12. Inhibition de DPPH(%) = (1 — (=222 —22))y 100

A témoin

Avec Agschandition €st ’absorbance a 517 nm de ImL d’échantillon (0-5 g/L) avec 1 mL de
d’ethanol ; Awmein est ['absorbance a 517 nm de 1 mL de ['eau distillée avec ImL de DPPH
0.1 mM dans [’éthanol et Agest [’absorbance a 517 nm de 1 mL de [’échantillon (0-5 g/L)

avec 1 mL de [’éthanol.

Matériels et réactifs :Ethanol (Sigma-Aldrich, 32221). DPPH (Sigma-Aldrich, D132).

Solution de DPPH 0,1M dans 1“¢thanol. Echantillons a analyser (1 a 5 g/LL selon 1“analyse,
avec dilutions si nécessaire). Eau ultrapure. Spectrophotometre (Shimadzu, UV-Visible-1700-

Pharma Spec).

Protocole : les échantillons sont solubilisés a des concentrations comprises entre (0 a 5 g/L)
dans 1eau ultrapure. 1 mL de la solution (ou échantillon témoin) est mélangé a ImL d‘une
solution de DPPH (0,1 mM dans 1“¢thanol). Aprés homogénéisation, le mélange est incubé 30

min a température ambiante (25 °C) a 1"obscurité. L“absorbance est lue a A=517 nm.

3.7.2 Activité antidiabétique

Principe :I"¢tude de 1"activité anti-diabétique des polysaccharides porte sur la détermination
de leur pouvoir inhibiteur de 1“enzyme o-D-glucosidase. Le test de détermination de la
pouvoir inhibitrice de 1“enzyme a-D-glucosidase est basé sur la mesure de la libération de p-
nitrophénol (p-NP) dont [I‘enzyme catalyse la dégradation dup-nitrophényl-a-D-
glucopyranoside (p-NPG) en a-D-glucopyranoside et p-Nitrophénol.
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Ce dernier absorbe a 405 nm, qui permet d“évaluer I“activité enzymatique de 1“a-D-
glucosidase (Ha et al, 2012). En présence d“inhibiteur, l“activité enzymatique de l“a-D-
glucosidase diminue ou inhibé. Cela est exprimé par diminution de la dégradation du substrat
p-NPG (Mosihuzzman et al., 2013). L*activité inhibitrice de 1“enzyme a-glucosidase a été
déterminée selon une méthode adaptée de Bisht et al. (2013) et de Qian et al. (2015).
L*acarbose est utilis¢é comme control positif. Le controle négatif représente le milieu

réactionnel de 1“enzyme a-D-glucosidase sans aucun aditif.

Matériels et réactifs : Acarbose (Sigma-Aldrich, A8980). p-NPG (Sigma-Aldrich, N1377). a-
glucosidase (Sigma-Aldrich, G5003). Tampon phosphate pH 7,1 (Sigma-Aldrich, 17202).

Solution de tampon phosphate 0,1 M. Solution d“acarbose 0,1 M. Solution d“a-glucosidase (2
U/mL). Solution p-NPG 8 mM dans du tampon phosphate 0,1 M (pH 7,1). Echantillons a
analyser (I a 5 g/L selon 1“analyse, avec dilutions si nécessaire). Eau ultrapure.

Spectrophotometre (Biochrom Asys, UVM 340).

Protocole : Un mélange de 10 pL de I“échantillon ou de 1“acarbose 0,1 M et de 500 uL du
tampon phosphate 0,1 M (pH 7,1) contenant de 1“a-glucosidase (2 U/mL) est incubé a 37 °C
pendant 15 min. Apres incubation, 125 pL d“une solution p-NPG 8§ mM dans du tampon
phosphate 0,1 M (pH 7,1) sont ajoutés au mélange.

Apres incubation a 37 °C pendant 2 min, 1“absorbance est enregistrée a 405 nm avec suivi de
la cinétique enzymatique de 1“a-D-glucosidase en mesurant 1“absorbance chaque 12 sec et ce

pendant 3 min de réaction.

3.7.3 Activité phagocytaire

Principe :le sang périphérique est 1“un des sources de monocytes chez 1"homme. Pour cela il
est utilisé dans le présent travail pour évaluer 1“activité phagocytaire des C. albicans par les
macrophages in vitro. Le test de phagocytose se fait par 1“évaluation globale de la capacité de
phagocytose des cellules du sang total comparativement a celle des cellules phagocytaires
isolées a partir du sang, qui sont des leucocytes stimulés par des particules
opsonisées.L expérience a pour but de tester le pouvoir des polysaccharides a augmenter
I“ingestion de particules étrangeres (zymosan A) par les leucocytes. Les étapes de
I“expérimentation sont le prélévement de sang puis la préparation des levures dans des

milieux de cultures favorables. Apres la lyse des érythrocytes, des frottis sont préparées sur
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des lames, suivies par une double coloration. Enfin la lecture des lames se fait sous

microscope optique (G:10x100).

114



Une centaine de cellules adhérentes sont comptées pour déterminer le pourcentage de la
phagocytose a 1“aide d“un microscope optique (G:10x100). Les valeurs de phagocytoses
représentent le pourcentage de cellules qui contiennent des particules de zymosanA ou de
levures intériorisées (Popovet al., 1999; Nose et al., 1997; Abid et al., 2012). La capacité

phagocytaire est représentée selon 1“Equation 13.

Nombre de cellules ing érées

x 100

Equation 13. % Capacité de phagocytose =

Nombre total

Avec CP :capacité de phagocytose ;Nombre de cellules ingérées :nombre des macrophages
ayant phagocytés des levures ou du zymosan A ; Nombre total :nombre des macrophages

choisis pour le calcul.

L“activité¢ phagocytaire des polysaccharides et celle du contréle positif sont calculées

(Equation 14) selon la méthode de Stevenet al. (1984).

Equation 14. Activité phagocytaire = (CP,os — CPpignc )

Avec AP% :activité phagocytaire catalysé par les polysaccharides et le contréle positif ;CP
test 20 : capacité de phagocytose en présence de polysaccharides ou bien de controle positif et

CP pianc% : capacité de phagocytose en absence de polysaccharides ou bien de controle

negatif.

Matériels et réactifs :Solutionde May-Griinwald (Sigma-Aldrich, 63590). Zimosan A
(Sigma-Aldrich, Z4250). Héparine de sodium (Sigma-Aldrich, 1304016). Solution saline
équilibrée de Hanks (Préparée selon Hanks, 1975). Giemsa (Sigma-Aldrich, G5637).
Méthanol (Sigma-Aldrich, 323415). Tampon phosphate (préparé selon Burnat et al., 2013).
Milieux de Sabouraud (Sigma-Aldrich, 84088 et S3306). Polysaccharide a tester (poudre).

Centrifugeuse. Bain marie. Microscope optique (Shimadzu, UV-Visible type).

Protocole :(i)Prélevement du sang : le sang périphérique humain est prélevé par une ponction
veineuse aseptique réalisée par un préleveur formé a partir de volontaires sains de sexe
masculin, 4gé de 25-38 ans (Koko et al., 2008). Le sang total est recueilli dans un tube
vacutainer contenant de 1“héparine de sodium (NH) comme anticoagulant (Magbool et al.,
2011). (ii)Préparation de solutions tampons : les solutions tampons sont préparées selon la
méthode de Burnat et al. (2013) pour la solution tampon de phosphate, et selon Hanks (1975)
pour la solution saline équilibrée de Hanks (HBSS).
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(iii)Préparation du Candida albicans :C. albicans est inoculé dans un milieu liquide de
Sabouraud a partir d“une culture mére maintenue sur gélose inclinée (milieu de Sabouraud).
Puis, elle est laissée pendant une nuit & 30 °C (Ghoneum et Gollapudi, 2004). La culture est
centrifugée a 2000 g pendant 10 min et le culot est lavé deux fois avec un tampon phosphate
stérile (Tavanti et al., 2006), puis incubé pendant 1 h a 90°C pour éliminer les levures
(Ghoneum et Gollapudi, 2004). La concentration de cellules dans le PBS est mesurée a A=540
nm (DOsy40 égal & 1,0 correspond a 2,8.10° blastoconidies de C, albicans/mL) (Tavanti et al.,
2006) et la suspension de cellules est ajustée a 1.10” cellules de levures/mL (Ghoneum et
Gollapudi, 2004).(iv)Préparation de polysaccharides et de zymosan A : une solution mere de
chaque fraction polysaccharidique est préparée comme suit : dans une éprouvette, a 1g
d“extrait brut, il est ajouté jusqu a 100 mL de la solution HBSS, soit une concentration de 0,1
% (Nergard et al., 2005). Le zymosan A est un dérivé de membrane des cellules de
Saccharomyces cerevisiae de levure. 1l s“agit d“un complexe de protéines et de glucides
(notamment du f-D-glucane) (Sato etal., 2003). Le zymosan A est utilis€ comme control
positif dans 1“activité phagocytaire. Une concentration de 100 pg/mL est utilisée pour la
comparaison avec les échantillons (Smith etal. 1978).(v)Exploration de phagocytose et
récupération des cellules phagocytaires :40 microlitres d“extraits polysaccharidiques sont
mélangés avec 200 pL du sang hépariné et incubé dans un bain marie fermé avec agitation
(600 rpm) a 37 °C pendant 30 min. Pour arréter la réaction, les tubes sont mis dans un bain de
glace (Harun et al., 2015). Les cellules stimulées sont lavées deux fois par du PBS (Chen et
al., 2015) a 4 °C et centrifugées a 2500 g pendant 5 min a 4°C (Rossiet al., 2013). 40
microlitres de solution de levures C. albicans sont ajoutés au mélange des échantillons a 0°C.
Les échantillons sont incubés dans un bainmarie avec agitation a 37°C pendant 10 min.
Tandis que pour le contrdle négatif, les échantillons sont placés dans la glace (Harun et al.,
2015). Aprés incubation, la phagocytose est arrétée par 1“addition de 2 mL de PBS refroidi
puis les cellules sont lavées trois fois du PBS froid (Chena et al., 2014a). Les levures
extracellulaires sont éliminées par centrifugation a 10000 g, pendant 5 min a 4°C
(Czuprynskiet al.,, 1991).(vi) Lyse des érythrocytes et coloration de May-Griinwald
Giemsa :les érythrocytes sont lysés jusqu‘a obtenir 2mL d“une solution de lyse avec une
population pure de granulocytes (Magbool et al., 2011). La lyse des hématies est effectuée
une fois pendant 20secpar une solution HSi d*hémolyse et de lavage. Le processus de lyse est
arrété en utilisant 2mL d“un tampon HBSS suivi d“une centrifugation a 4000 g pendant 10

min et les échantillons sont ensuite lavés par 3 mL de PBS (deux fois) (Harun et al., 2015).
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Quelques gouttes de chaque culot cellulaire sont prélevées et disposées a I“extrémité d“une
lame de verre (Pouletty, 2010). Les frottis sont préparés pour la lecture des résultats de test de
la phagocytose sous microscope optique, une goutte de sang est étalée sur une lame en verre
de facon uniforme. Un bon frottis doit étre de bonne taille (2 & % de la lame) et en bonne
densité. La fixation des cellules étalées est faite en versant quelques gouttes de méthanol sur
la lame pour une durée de 2mn (Norumet al., 2005). Les cellules sont fixées par le méthanol
pendant 2 min avant d*€tre lavées par de 1“eau du robinet. Elles sont colorées par une solution
de May-Griinwald pendant 2 min, puis lavées a 1“eau du robinet et colorées au Giemsa)
(dilution 1:10) pendant 10 min. Les cellules sont observées a 1“aide d“un microscope

optique(Norum et al., 2005 ; Lnicamyear, 2000).

3.7.4 Activité prébiotique

Principe : La microécologie de 1“intestin humain est un écosystéme complexe et délicatement
équilibré, dans lequel habitaient environ 10" bactéries (Wang et al, 2015). Parmi les
bactéries endogenes, les probiotiques sont essentiels a 1"homéostasie et a la santé du tractus
gastro-intestinal pour les étres humains (Saad et al.,, 2013). La modulation du microbiote
intestinal par la consommation d“ingrédients prébiotiques est un concept émergent pour la
promotion de la santé intestinale (Khodaei et al., 2016). Le terme prébiotique a été introduit
par Gibson et Roberfroid (1995) qui ont défini un prébiotique « un ingrédient alimentaire non
digestible qui améliorent la santé¢ de 1"hote en stimulant sélectivement la croissance et/ou
I“activité métabolique d“un ou d“un nombre limité de bactéries bénéfiques dans le colon »
(Gibson et Roberfroid, 1995 ; Li et al., 2015 ; Rodrigues et al., 2016) (partie 2.3.2.1.2). Cette
définition chevauche partiellement celle des fibres alimentaires, a I“exception de la
digestibilité par certaines souches probiotiques. La sélectivit¢ des prébiotiques a été
démontrée pour les bifidobactéries, qui peuvent étre favorisées par 1“ingestion de substances
telles que les fructo-oligosaccharides (FOS) et I“inuline, les oligosaccharides transgalactosylés
et les oligosaccharides de soja (Gibson et al., 1995, Synytsya et al., 2009). Une attention
particuliere a été accordée aux prébiotiques alimentaires (glucides non digestibles), qui ont été
jugés efficaces dans des modifications spécifiques de la composition et de 1“activité du
microbiote gastro-intestinal, ce qui confére des avantages a la sant¢ de 1“hote

(Hongpattarakere et al., 2012 ; Miao et al., 2016).
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L*¢tude primaire du potentiel prébiotique d“un polysaccharide et/ou de ses oligosaccharides
passe dans un premier temps par deux types d‘expérimentation, a savoir (i) un test de
digestibilité in vitro afin de vérifier la résistance du polysaccharide aux conditions gastriques
notamment et (ii) la culture d*une souche modéle (souvent probiotique, et ici pour I“étude
Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103) en présence du polysaccharide selon la méthode
de Korakli et al. (2002). Pour 1“¢tude, 1“inuline et des fructo-oligosaccharides (FOS) sont

utilisés comme référence.

3.7.4.1 Test de digestibilité in vitro des polysaccharides

Matériels et réactifs :Inuline Orafti® (Beneo, RRDCH7BCH?7). Fibruline® F97 (Cosucra).
Acide chlorhydrique (Sigma-Aldrich, 435570). Solutions d“inuline et de FOS a 1% (m/v)

dans I“eau. Solution de HCI 5M. Tampons gastriques artificiels a des pH variant de 1 a 5 (8
g/L NaCl, 0,2 g/L KCl, 8,25 g/L. Na,HPO4.2H,0, 14,35 g/L. NaHPO4, 0,1 g/L CaCL.2H,0 et
0,18 g/L MgCl,.6H,0. L“ensemble des réactifs sont obtenus chez Sigma-Aldrich ; le pH du
tampon est ajusté a 1, 2, 3, 4 et 5 en utilisant une solution d“HCI1 5 M).Eau ultrapure. Solution
de polysaccharides a 1% (m/v) a analyser. Systéme d“agitation thermostaté¢ Carousel Tech

(Radley Tech, RR91202).

Protocole : 5 mL de I“échantillon sont mélangés avec 5 mL du jus gastrique artificiel pour
chaque pH testé (1 a 5) et le mélange réactionnel est incubé dans un systéme Radleys sous
agitation (750 rpm) a 37 °C durant 6 h. 500 pL du mélange réactionnel sont prélevés
périodiquement aprés 0, 0,5, 1, 2, 4 et 6 h d“incubation et leurs contenus en sucres réducteurs
(partie 3.4.3)et en sucres totaux (partie 3.4.1) sont déterminés. Le pourcentage d“hydrolyse de

[“échantillon est calculé en se basant sur le contenu en sucres réducteurs libérés et le contenu

en sucres totaux de 1“échantillon ([0A] = WE’quation 15).

(Sucresr éducteurslib érés)

x 100

Equation 15. % d'hydrolyse =

(Sucrestotaux )—(Sucresr éducteursinitiaux )

3.7.4.2 Test du potentiel prébiotique in vitro des polysaccharides

Matériels et réactifs :Glucose (Sigma-Aldrich, G8270). Acide ascorbique (Sigma-Aldrich,
A0278). Fibruline® F97 (Cosucra). Fibruline® Instant (Cosucra, WCII 7 2511). Inuline
Orafti® (Beneo, RRDCH7BCH?7).
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Milieu Man-Rogosa-Sharpe (MRS) a pH 6,3 composé de 10 g de peptone animale (Fluka,
77180), 8 g dextrait de viande (Laboratorios Conda, 1700.00), 4 g dextrait de levure
(Laboratorios Conda, 1702.00), 2 g K,HPO4 (Sigma-Aldrich, 60356), 5 g CH3COONa, 3 H,O
(Sigma-Aldrich, 32318), 2 g de citrate de triammonium (Sigma-Aldrich, A1332), 0,2 g de
MgSO., 7 H,O (Sigma-Aldrich, 63140), 0,05 g MnSO4, H,O (Sigma-Aldrich, M8179) et 1
mL de Tween 80 (Ficher Scientific, T/4203/60).Huile minérale silicone (Wacker, AK500).
Solutions d“inuline, glucose et de FOS préparées a 2% (m/v).Solution de vitamine C a 0,2%
(m/v). Solution de polysaccharides a 2% (m/v) a analyser. Filtres (Sartorius, 0,22 um).Lecteur
de microplaques thermostaté (PerkinElmer, Victor X3). Autoclave (Advantage Lab, AL 02-

01). Logiciel d“acquisition et de traitement WorkOut (version 2.5).

Protocole :le milieu de culture MRS est stérilisé par autoclavage durant 20 min a 120 °C. Les
substrats carbonés étaient soit les extraits a tester (oligofructoses (FOS F97), inuline, ou
polysaccharides de P. notata), soit du glucose a la concentration de 2 % (m/v). Les différents
substrats carbonés ont été testés en présence et en absence d“acide ascorbique utilisé comme
agent réducteur a 0,2 % (m/v). Le milieu MRS et la solution de polysaccharides PSPN
(Tableau 11) ont été autoclavéstandis que les solutions de glucose, d“inuline, de FOS et de

vitamine C ont été filtrées a 0,22 pm.

La culture de Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 a été préparée a partir de 1 mL de
culture en phase exponentielle sur milieu MRS (Lactobacillus rhamnosus) utilisé pour
inoculer 10 mL de milieu MRS. Ces 10 mL de culture ont été incubés pendant 48 a 72 heures
a 37 °C. La croissance microbienne a ét¢ suivie en mesurant son absorbance a 600 nm. Cette
culture est utilisée pour les tests prébiotiques apres dilution dans le milieu MRS sans sucre a
une DO égale a 0,1. 20 uL de cette culture sont utilisés pour inoculer 180 uL. de milieu MRS
contenant la source carbonée a tester dans des puits de microplaques. Le mélange est ensuite
additionné de 50 pL d“huile minérale pour empécher 1“évaporation du milieu et se placer en
anaérobiose. La croissance bactérienne est suivie par mesure d“absorbance a 600 nm a 1“aide

d“un lecteur de microplaques sur une période de 32 h.
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4 Résultats commentés

Les résultats des analyses structurales, des études rhéologiques et des activités biologiques
testées des différents extraits bruts de polysaccharides hydro et alcali-solubles de Plantago
notata Lagasca et d“Urginea noctiflora Batt et Trab sont développés dans ce chapitre. Au vu
des résultats, treize fractions ont été obtenues apreés extraction des polysaccharides hydro- et
alcalisolubles des deux espéces végétales étudiées. Pour Plantago notata L., il s“agit de deux
fractions hydro-solubles extraites a partir des épis (PSP et PSPE), des graines (PSPN et
PSPNE) et des feuilles (PSF et PSFE). Sept fractions ont ét¢ isolées chez Urginea noctiflora
Batt et Trab., il s“agit de deux fractions alcali-solubles (PSALK1 et PSALK2) de bulbes et
cinq fractions hydrosolubles. Les fractions hydro-solubles se répartissent en deux fractions
extraites a partir des feuilles (PSUF et PSUFE), deux fractions a partir des racines (PSR et
PSRE) et une fraction (PS1) a partir de bulbes.

4.1 Rendements d’extractions et compositions globales des différentes fractions

Le Tableau I5représente les rendements massiques et la composition en oses totaux (neutres
et acides), en protéines et en polyphénols des extraits de polysaccharides hydro- et alcali-
solubles isolés des différentes parties des plantes investies, Plantago notata L. et Urginea
noctiflora Batt. et Trab. Les rendements relatifs sont calculés par rapport a la masse de
matieres seches ayant servi a 1“extraction. Il apparait que les rendements massiques des
extraits de polysaccharides hydrosolubles par rapport aux matieéres séches sont de [“ordre de
4,66% pour les graines, 3,4% pour les feuilles et 2,5% pour les épisde Plantago notata L.
ConcernantUrginea noctiflora Batt. et Trab, les rendements massiques des extraits
hydrosolubles des feuilles, racines et bulbes sont respectivement de 3,37%, 1,71% et 1,47%.
La fraction alcali-soluble PSALK2 a ¢été obtenue a partir des bulbes avec un rendement de
1,86%. Ces rendements sont, en général, en dessous de ceux décrits dans la littérature. Pawar
et Varkhade (2014) ont obtenu un rendement supérieur a 32% apres extraction aqueuse (48h,
température ambiante) lors de 1“extraction d“un AX de 1“enveloppe des graines de P.
ovata.Farahnaky et al. (2010) ont obtenu quant a eux un rendement de 28,5% pour la méme
plante. Dans des conditions similaires, les travaux de Fischer et al. (2004) montrent des
rendements proches de 25% pour P. ovata Forsk.On note toutefois que Muralikrishna et al.
(1987) ont décrit des rendements d“extraction plus faibles pour un AX, avec des valeurs de

6% en condition aqueuse (24h, température ambiante) a partir de graines de lin.
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Tableau 15. Rendements d“extractions et compositions globales des fractions polysaccharidiques alcali- et hydrosolubles isolées a partir des
différentes parties de P.notata et U. noctiflora.

Plantago notata L. Urginea noctiflora Batt. et Trab.
Epis Graines Feuilles Bulbes Racines Feuilles
: PSALK PSALK
PSP PSPE PSPN PSPNE PSF PSFE PS1 ; 5 PSR PSRE PSUF PSUFE
Rendement (%) 2,5 1,46 4,66 3,95 3,4 5,43 1,47 10,93 1,86 1,71 2,81 3,37 3,55
Masse (g) 2,5 0,73 3,73 2,24 1,8 1,2 2,55 2,053 0,35 1,12 0,635 1,7 0,67
Oses totaux (%) 79,70 79,68 85,55 67,62 20,1 23,96 23,4 11,85 47,5 17,68 30,26 33,81 17,39
Oses neutres (%) 51,2 64,42 78,0 52,15 15,63 34,62 16,31 16,18 37,63 19,54 38,9 23,26 18,05
Oses acides (%) 18,84 22,23 4,9 26,93 29,16 43,86 10,68 13,14 11,48 32,35 19,79 21,65 14,08
Protéines (%) 2,32 3,23 0,64 1,94 0,93 2,26 4,98 3,42 0,93 3,45 2,89 7,1 4,45
Polyphénols (%) 0,73 1,03 0,65 1,12 3,82 1,93 1,24 0,36 0,23 2,12 3,46 4,35 4,99

Les % sont exprimés en m/m.
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Boual et al. (2015a) ont obtenu des rendements trés faibles pour un extrait de polysaccharides
hydrosolubles issus des feuilles de P. notata L. L extraction des polysaccharides du mucilage
d“Urginea indica en condition aqueuse a permis d“atteindre des rendements de 4 % (Banani et
Shiva Kameshwari, 2015). Boual et al. (2013) ont réussi a atteindre des rendements
d“extraction de 5,33 % pour des polysaccharides hydrosolubles (80°C, 3 h) extraits de bulbes
d“U. noctiflora. De maniére générale, I“hétérogénéité¢ des rendements d*extraction est a la fois
due aux plantes concernées et aux parties analysées mais aussi au protocole d‘extraction
utilisé. Ainsi, la composition en polysaccharides sera différente en fonction de la partie de la
plante analysée (partie 2.2.2). Les procédures associ€es a leurs extractions seront également
variables, le mucilage étant par exemple plus facilement extractible en condition aqueuse que
des xylanes de paroi, qui pourront nécessiter parfois des traitements alcalins ou acides. La
composition globale des extraits bruts des polysaccharides isolées a partir des différentes
parties de Plantago notata et d“Urginea noctiflora a montré que les extraits isolés a partir des
différentes parties de cette dernicre présentent des faibles rendements avec des faibles
concentrations en oses totaux. Il en va de méme pour les extraits provenant des feuilles de P.
notata. Les extraits des polysaccharides hydrosolubles isolées a partir des épis et des graines
de Plantago notata L. semblent plus riches en oses totaux avec des concentrations faibles en
protéines et de polyphénols, attestant de la bonne pureté en polysaccharides des échantillons.
De part ces résultats et le contexte du travail qui visait a caractériser les polysaccharides
hydro-solubles des plantes, la fraction PSPN de P. notata a été retenu pour les études
structurale, rhéologique et biologique. Elle présente un rendement d“extraction assez faible

(4,66 %) mais une composition en oses totaux supérieure a 85 %.

4.2 Etude structurale du polysaccharide hydrosoluble PSPN extrait des graines
de P. notata

4.2.1 Composition globale de PSPN

La composition globale de PSPN est détaillée dans leTableau 16. Pour rappel, le rendement
d“extraction de cette fraction hydro-soluble est de 1“ordre de 4,66 %. Cette valeur est proche
de celles mentionnées par Han et al. (2016) et Yin et al. (2012a) pour les mucilages extraits a

partir de graines d“autres espéces de Plantago.
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Tableau 16. Composition globale du polysaccharide PSPN extrait des graines de P. notata.

Oses Oses .
Oses acides  Protéines  Polyphénols  [NaCl] Conductivité
totaux neutres (% m/m) (% m/m) (% m/m) %) (us/em)
() m (1 m o m (] us/cm
(% m/m) (% m/m)
85,6 78,0 4.9 0,64 0,65 1,68 32,7
M Equivalent NaCl

Plus récemment, Yu et al. (2017) ont extrait trois fractions différentes des graines de P. ovata
en conditions aqueuses a 25 et 65°C mais aussi alcalines. Ils ont respectivement obtenu des
rendements d“extraction de 4,5, 3,2 et 9,2%. En condition alcaline (0,5 M NaOH, 2 h, 4°C),
Yin et al. (2016a) et Yin et al. (2016b) reportent des rendements proches a partir des graines
de P. asiatica L.PSPN est essenticllement composé de polysaccharides (85,6%),
principalement neutres (78,0%), avec des faibles quantités de protéines (0,64%) et des
polyphénols (0,65%). Ces résultats de composition glucidique sont cohérents a d“autres
décrites dans la littérature pour des polysaccharides mucilagineux hydrosolubles provenant de
graines d“especes de Plantaginaceae telles que P. ovata Forsk., P. asiatica L. (Guo et al. 2008;
Van Craeyveld et al. 2009; Zhao et al., 2014 ; Yinet al., 2016a; Yinet al., 2016b) ou de P.
major L. (Behbahani et al., 2017). Les fractions décrites sont riches en polysaccharides
(>70%), contiennent peu de protéines (<10%) et présentent des quantités d“acides uroniques
tres variables (>20% pour certaines) mettant en avant 1“existence de polysaccharides neutres
et/ou acides au sein de ces extraits. Dans le cas de PSPN, le polysaccharide présente une
faible nature poly-¢électrolyte en raison de sa faible concentration en oses acides.Cette
composition a été confirmée également par IR-TF, spectroscopie largement utilisée pour la
caractérisation partielle des polysaccharides (Archana et al., 2013; Han et al, 2016).
L“analyse de PSPNa permis de révéler de maniére qualitative, la présence de groupes
fonctionnels caractéristiques (Figure 46). Des bandes caractéristiques des polysaccharides ont
ainsi été attribuées, entre 3600 a 3000 cm'l, 3000-2800 cm™, 1400-1200 cm™ et 1200-700 cm™
! (Zhao et al., 2014 ; Ktari et al., 2017a). La fraction PSPN a montré une large bande intense a
3365 cm” correspondant a la vibration d“¢longation des groupements hydroxyles (-OH),
caractéristiques des polysaccharides mais aussi de [“absorption de I“eau (Gnanasambandam et

Proctor, 2000 ; Adel et al., 2010).
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Figure 46. Spectre IR-TF obtenu pour PSPN.

Le faible signal obtenu a 2923 cm™ est attribué a la vibration asymétrique du groupement (C-
H) (Bouaziz et al, 2016b). Les bandes d‘absorption autour de 1607 cm™ et 1419 cm’
suggerent la présence de groupements carboxylate (-COQO") correspondant a des acides
uroniques et le signal observé a 1373 cm™ pourrait correspondre a la vibration d“¢longation
des groupements(C=0) de la fonction carboxylique du GalA(Petera et al., 2015). Le signal
observé a 1038 cm™ est di 4 la présence des groupements (C-O) de polysaccharides (Edwards
et al., 1998). Enfin, I“absorption caractéristique & 896 cm™ suggére une configuration de type
[ pour les anoméries des résidus engagés dans la chaine principale de PSPN (Barker et al.,

1954).
4.2.2 Composition en monosaccharides de PSPN

4.2.2.1 Distribution des monosaccharides au sein de PSPN

L*identification de la composition en monosaccharides de PSPN a été étudi¢e par CPG/SM-IE
aprés hydrolyse acide ettriméthylsilylation (partie 3.5.1.3). L‘hydrolyse acide totale du
polymeére permet la libération des différents monosaccharides constitutifs. Chaque monomere
libéré est alors présent sous forme d“un mélange de monomeres cycliques (la présence de
monomeres ouverts est négligeable) sous forme pyrane et furane, dont les deux anoméries (o

et f#) sont variables.

124



L*¢quilibre mutarotationnel des monomeéres conduit a la formation de multiples pics apres
triméthylsilylation (Montreuil et al., 1963 ; DeJongh et al., 1968 ; Kamerling 2007). La
méthodologie de triméthylsilylation utilisée dans ce travail est adaptée de la procédure de
Kamerling et al., (1975) et modifiée par Montreuil et al. (1963) puis par Montreuil et al.
(1986). Elle permet de s“affranchir de la substitution des protons des groupements hydroxyle
engagés dans les liaisons glycosidiques au cours de 1“hydrolyse acide par des groupements
méthyle (marquage des liaisons).La Figure 47montre les résultats obtenus pour PSPN. Les
voies de fragmentation en impact électronique (70 eV) des glycosides-O-triméthylsilyles sont
largement décrites dans la littérature (Figure 48) (DeJongh et al., 1968 ; Kamerling 2007).
Ainsi, les rapports de masse/charge 204 et 217 sont des €léments importants a prendre en
considération. En effet, un rapport m/z 204/217 proche et/ou supérieur a 1 est un bon
indicateur de la présence d“un cycle pyranique. A I“inverse un rapport m/z 204/217 tres
largement en dessous de 1 indiquera la présence d“un cycle furanique (DeJongh et al., 1968 ;
Kamerling 2007). Lintensit¢ du fragment m/z 217 sera donc trés importante pour un

monosaccharide sous forme furanique.
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Figure 47. Chromatogramme obtenu pour PSPN apres analyse par CPG/SM-IE. Ara :
arabinose, Xyl : xylose, Rha : rhamnose, Gal : galactose, Glc : glucose, GalA : acide
galacturonique.
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Figure 48. Voies de fragmentation de dérivés O-triméthylsilylglycosides par CGP/SM en Impact Electronique (EI, 70 eV) (source personnelle).
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Le Tableau 17décrit la composition en monosaccharides constitutifs de PSPN. Ce dernier est
compos¢ principalement de résidus Xyl (77,4%), Rha (9,20%) et Ara (7,58%) mais aussi de
faibles quantités de Gal (2,58%), Glc (1,00%) et GalA (2,21%). Cette composition suggere la
présence d“un hétéroxylane faiblement acide dans PSPN (qui, rappelons-le, est composé a
plus de 80% d“oses totaux). Ce résultat est cohérent avec d“autres études décrites dans la
littérature concernant les mucilages extraits a partir de graines d“autres espéces de Plantago
(Cohen et al., 1999; Samuelsen et al. 1999b ; Huang et al., 2014). Le xylose et 1“arabinose
sont en général identifiés comme les principaux monosaccharides constitutifs de ces fractions
mucilagineuses (Fischer et al., 2004; Naran et al., 2008 ; Saghir et al., 2009 ; Pawar et
Varkhade, 2014 ; Madgulkar et al., 2015; Yuet al., 2017). D“autres monosaccharides sont
¢galement décrits, tels que des résidus Rha, Man, Gal et Glc, mais qui pourraient
correspondre a des « contaminants de paroi non xylaniques », comme par exemple des

arabinogalactanes et/ou des pectines (partie 2.2.2.3) (Yin et al., 2016b).

Tableau 17. Composition en monosaccharides (% molaire) de PSPN apres analyses par
CPG/SM-IE.

Xyl Ara Rha Gle GalA Man

77,4 £4,16 7,58 £3,77 9,20+ 1,84 1,00 0,43 2,58 £0,88 2,21+£1,76

Xyl : Xylose, Ara : Arabinose, Rha : Rhamnose, Glc : Glucose, Gal : Galactose, GalA : Acide galacturonique.

4.2.2.2 Distribution en monosaccharides de PS1 et PSALKZ2

En partie 4.1, les fractions hydro- et alcali-solubles extraites des bulbes d“U. noctiflora ont été
délibérément mises de coté de par leur faible contenu en polysaccharides et les mauvais
rendements d“extractions obtenus. A titre informatif, la composition en monosaccharides des
deux fractions a toutefois été également analysée et les résultats comparés a la littératurepour
d“autres especes d“Urginea (Figure 49).Les polysaccharides hydro- et alcali-solubles présents
dans les bulbes d“Urginea noctiflora, semblent constitués principalement de galactose, de
glucose et de mannose. Le polysaccharide hydrosoluble (PS1) extrait des bulbes d“Urginea
noctiflora est compos¢ de Man (39%), Gal (27%), Glc (17%), Ara (14%) et de faibles
quantités de Rha (3%). Cette composition pourrait correspondre a un (gluco)galactomannane,

forme de stockage assez fréquente chez les plantes (partie 2.2.2).
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Figure 49. Composition en monosaccharides de la fraction (A) PS1 (hydro-soluble) et (B)
PSALK?2 (alcali-soluble) extraites des bulbes d“Urginea noctiflora. Les protocoles
d’extraction sont décrits enFigure 36 et Figure 37.

La fraction alcaline (PSALK2) isolée des bulbes d“Urginea noctiflora est composée
essentiellement de Gal (46%), Glc (20%), Xyl (15%) et de faibles quantités de Rha (5%) et de
résidus Ara (5%). Ces résultats montrent que le polysaccharide alcali-soluble extrait des
bulbes d“Urginea noctiflora pourrait correspondre & un galactane. A notre connaissance, la
littérature est quasiment inexistante concernant la description structurale (fine) de
polysaccharides extraits d“Urginea. Toutefois, il est possible de comparer les résultats avec
d“autres plantes a bulbes appartenant aux Liliacées. L extraction aqueuse des feuilles d“4/oe
barbadensis a ainsi fourni un mélange de polysaccharides contenant principalement de 1“acide
pectique, un D-galactane, un glucomannane et un arabinane. L“acide pectique a été ¢liminé du
mélange par traitement avec du chlorure de calcium, et le polysaccharide riche en hexoses a
¢été fractionné pour donner un D-galactane légerement acide contenant du Gal (92,9%) et du
GalA (3,8%) (Mandal et Das, 1980). La composition du mucilage isolée du genre Aloe
semblent varier largement selon les especes. Le mucilage d“dloe vera présente des
proportions équimolaires de Glc avec de faibles quantités d“acides uroniques, et celui
d“Aloepkatilis est composé d“un seul glucomannane acétylé ayant du glucose et du mannose
dans le rapport molaire (1/2,8). Une espece sud-indienne d“4. vera se compose principalement
de plusieurs glucomannanes acétylés, ainsi que de traces d“acide galacturonique, de galactose,

de xylose et d“arabinose.
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Le galactose est le composé prédominant avec le mannose et le glucose des polysaccharides
isolés d“dloe suprafoliata,ce qui suggere probablement la présence d“un polysaccharide de
type glucogalactomannane (Grace et al, 2013). Il ressort de ces rapports que le
polysaccharide principal présent dans ces sources (Aloe) est essentiellement un glhucomannane
acétylé (Mandal et Das, 1980).Les polysaccharides bruts alcali-solubles des graines de
septespeces de Liliaceae ont été étudiés. Ces graines semblent toutes contenir, des
galactoglucomannanes au/et des glucomannanes(Jakimow-Barras, 1973). La structure d“un
galactoglucomannane contenu dans [“endosperme (albumen) d’Asparagus officinalisa
¢galement été identifié, dont les oses constitutifsGlc/Man/Gal se trouvent dans un rapport
molaire 43/49/7. Ce polysaccharide est formé d“une chaine linéaire composée d“unitésD-
glucosyl et D-mannosyl possédant des liaisons de type f-(1,4). A ces unités viennent s“ajouter
latéralement des unités de D-galactose, dont le type de liaison est de (1,6). Les groupes
terminaux non-réducteurs des chaines principales sont surtout constitués par du glucose, en

plus petite proportion par du mannose (Jakimow-Barras, 1973).
4.2.3 Etude des liaisons glycosidiques de PSPN

4.2.3.1 Analyse par CPG/SM-IE

Afin de déterminer précisément la structure de PSPN, une analyse des liaisons glycosidiques a
¢été réalisée par CPG/SM-IE. Le chromatogramme obtenu par I'analyse des Acétates d“Alditol
Partiellement O-Méthylés (AAPM) est présenté en Figure 50.Les résultats obtenus apres
méthylation sont présentés dans le Tableau 18. Les principaux résidus sont: 1,3-Xylp
(21,8%), T-Xylp (19%), 1,2,4-Xylp (13,8%), 1.4-Xylp (12,5%), 1,2-Rhap (12,6%), 1,3,4-
Xylp (10,6%), 1,3-Araf (4,68%), T-GalpA (3,09%) et T-Araf (1,85%). Le pourcentage de
résidus terminaux totaux (23,94%) est proche de celui des résidus ramifiés (24,4%),
confortant la bonne attribution et quantification des branchements sur la chaine principale de
PSPN. Les rapports pour chaque résidu sont également cohérents avec les résultats de

composition en monosaccharides obtenus en CPG/SM apres dérivatisation (7Tableau 17).
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Tableau 18.Profil des Acétates d“Alditol Partiellement O-Méthylés (AAPM) et détermination des liaisons glycosidiques, obtenus apres analyse
de méthylation de PSPN.

AAPM® %® Liaisons" m/z
2.3,5-Mes-Ara 1,85 Arafo(1— 43,71, 87, 101, 102, 118, 129, 161
2,5-Mer-Ara 4,68 —3)-Arafe(1— 43,59,101, 87, 117, 118, 233, 234
"""""""""""""""""""""""""" toral 653
34-Me,-Rha 126 S52)-Rhap-(1—>  43,88,89,100, 101, 115,130, 131, 161,190
total 12,6
2346-MesGal® 309 GalpA-(1>  43,59,71,87,102, 118,129, 145, 161, 162,205
total 3,09
234-Mes-Xyl 190  Xylp-(1>  43,58,59,87,88,101,102, 117, 118,161,162
2,4-Me,-Xyl 21,8 —3)-Xylp-(1— 43,58, 59,87, 101, 117, 118, 129, 173, 174, 233, 234
2,3-Mer-Xyl 12,5 —4)-Xylp-(1— 43, 87,99, 101, 102, 118, 129, 162, 189
2-Me-Xyl 10,6 —3,4)-Xylp-(1— 43, 85, 87,99, 118, 201, 261
3-Me-Xyl 13,8 —2,4)-Xylp-(1— 43, 57,71, 87, 88, 129, 130, 189, 190
total 77,8

Les analyses ont été réalisées en duplicata (écart-type < 5%).

@ Acétates dalditols partiellement méthylés. 2,3-Me,-Xyl = 2,3-di-O-méthylxylitolacétate, etc.
® o4 des aires de pics, relatif a “aire total mesuré en CPG/SM.

' Basées sur les dérivés d“AAPM obtenus.

@ Fragment issu des unités GalpA.
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Les résultats montrent que PSPN est un hétéroxylane composé d“une chaine principale de f-
(1,3)- et p-(,4)-D-Xylp, qui pourrait probablement étre ramifiée en positions O-2 et O-3 par
diverses chaines latérales et des monosaccharides terminaux, i.e.a-L-Araf-(1—3)-4-D-Xylp, T-
Xylp or T-Araf. Notons également que le rapport des unités D-XylpfS-(1,3)/5-(1,4)-liées (ou
ramifiées) est proche de 1 : 1,7. La présence de résidus T-GalpA et 1,2-Rhap pourrait
correspondre a des chaines latérales o-D-GalpA-(1—2)-a-L-Rhap-(1—, potentiellement
branchées en O-2 des unités f-(1,4)-D-Xylp. Ces résultats sont conformes a la littérature,
comme par exemple la structure €¢lucidée pour le mucilage des graines de Plantago major
(Samuelsen et al., 1999a ; Samuelsen et al., 1999b), décrit comme un hétéroxylane acide
constitué¢ d“un squelette f-D-Xylp ramifié par des courtes chaines latérales substituées en
positions O-2 ou O-3. Dans cette étude, les chaines latérales se composent de résidus f-D-
Xylp et a-L-Araf ainsi que de chaines de a-L-Araf-(1—3)-4-D-Xylp. Un mucilage
hydrosoluble isol¢ de Plantago ovata (Ispaghula-husk) était également composé d“une chaine
principale de f-D-Xylp liés en (1,3) et (1,4), et substituées par des 2-O-(a-D-GalpA)-a-L-Rha
(Sandhu, Hudson et Kennedy, 1981).

4.2.3.2 Analyse par RMN

PSPN a également été analysé par spectroscopie RMN afin de confirmer et/ou affiner les
attributions et caractérisations proposées par CPG/SM-IE (AAPM). Les spectres 1D et 2D
montrent des signaux caractéristiques des polysaccharides. L analyse par RMN 'H et °C de la
fraction PSPN a ¢été effectuée a 60 °C pour déterminer la structure de PSPN. En raison de la
forte viscosité de la solution de PSPN, une hydrolyse acide partielle (PSPN-PA) (H2SO4 (20%
v/v), 30 min, 50 °C) a été effectuée pour augmenter sa solubilité dans le D,O et améliorer la
qualité des spectres RMN. Comme décrit dans la littérature, cette hydrolyse facilite é¢galement
I“identification de la chaine principale de xylane en éliminant certaines substitutions, telles
que des résidus terminaux d“acides uroniques ou d“arabinose par exemple (Samuelsen et al.,
1999a ; Samuelsen et al., 1999b). Les spectres RMN *C/'H ont révélé des signaux complexes

caractéristiques de polysaccharides possédant différents motifs de substitutions (Figure 57).
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Figure 51. Spectres (A)'H et (B)’C d'une fraction PSPN-PA (partiellement hydrolysée).
L*analyse a été menée a 100 g/L dans du D,O a 60 °C. Les résidus A, B, C, D, E et F
correspondent respectivement a S-D-Xylp liés en (1,4), p-D-Xylp liés en (1,3), f-D-Xylp
branchés en (1,4) et/ou (1,3), T-4-D-Xylp, T-a-D-GalpA et a-L-Rhap liés en (1,2).
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Certaines affections ont été faites en comparant les résultats avec des spectres décrits dans la
littérature, a savoir (i)d“un hétéroxylane de Plantago major L. composé d“une chaine
principale de (1—3)--D-Xylp et(1—4)--D-Xylp avec des courtes chaines en positions O-2 et
0-3 de p-D-Xylp, a-L-Araf, a-L-Araf- (1 — 3) p-D-Xylp (Samuelsen et al., 1999a ; Samuelsen
et al., 1999b); (ii)d"un hétéroxylane hautement ramifi¢ de Plantago asiatica L. composé d“un
squelette de (1—4)-f-D-Xylpavec des chaines courtes similaires (Yin et al., 2012a); (iii)d“un
arabinoxylane isol¢ a partir d“un endosperme de blé présentant un squelette de type (1—4)-4-
D-Xylpavec un seul résidu terminal de L-Arafen positions O-2 et O-3 (Hoffman et al., 1992);
(1v)d“un mélange de résidus de (1—3) et (1—4)-4-D-Xylpde Palmaria palmata (Deniaud et
al., 2003); (v)d“un xylane de Leptusarea simplex contenant des résidus de (1—3) et(1—4)-4-
D-Xylp(Adams et al., 1988) et (vi) de polysaccharides (non AX) issus des graines de Plantago
asiatica L. (Yin et al., 2016a; Yin et al., 2016b). Dans la région anomérique des spectres
"H/"C, des signaux spécifiques de H-1/C-1 provenant des résidus de a-L-Rhap et S-D-
Xylpsont identifiés a 5,14/98,98, 4,88/98,28, 4,71/98,15 et 4,52/96,88 ppm et pourraient
correspondre respectivement a des résidus —2)-o-L-Rhap-(1—, —3)--D-Xylp-(1—, — 4)-f-
D-Xylp-(1— et des résidus terminaux S-D-Xylp-(1— ramifiés en positions O-3 du squelette
principal (Adams et al., 1988 ; Hoffman et al., 1992 ; Samuelsen et al., 1999a ; Samuelsen et
al., 1999b ; Deniaud et al., 2003).La zone 3,4-4,8 ppm (FIG 51A) a été identifiée comme la
région de 1“accumulation de protons correspondant a des résidusf-D-Xylp branchés en (1,3,4).
Le signal a 4,36 ppm pourrait correspondre aux protons anomeres (H-1) des résidus ramifi¢
—4)-4-D-Xylp-(1— et/ou — 3)-4-D-Xylp-(1— (Yin et al., 2012a ; Yin et al., 2016a; Yin et
al., 2016b). La présence de signaux intenses a 1,13 ppm (Figure 514) et 16,93 ppm (Figure
51B) a été attribuée aux groupements méthyle des résidus Rha mettant en évidence une
possible substitution —2)-Rhap-(1— du xylane, comme décrit pour des hétéroxylanes extraits
de graines de Plantago ovata Forsk. (Kennedy et al., 1979). Notons que les signaux
correspondant aux résidus Rhap sont intenses mais en accord avec la littérature (Yin et al.,
2016a; Yin et al., 2016b). L*hydrolyse acide partielle pourrait également étre impliquée en
supprimant les chaines latérales et les résidus terminaux du squelette principal de Xylp,
modifiant la réponse des résidus Rhap en RMN. Les signaux faibles observés a 174,71 ppm
(C-6) et 91,88 ppm (C-1) (Figure 51B) sont attribuées a la présence de résidusT-a-D-GalpA
éventuellement lié aux unitésa-L-Rhap en position O-2 (Kennedy et al., 1979 ; Samuelsen et

al., 1999a ; Samuelsen et al., 1999b).
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La ratio molaire de 12,6% et 13,8% pour les acétates de 3,4-di-O-méthyl-rhamnitol et 3-O-
méthyl-xylitol pourraient respectivement suggérer la présence de substitutions sur certains /-
(1,4)-D-Xylpen position O-2 par des chaines latérales dea-D-GalpA-(1—2)-a-L-Rhap-(1—.
Cette hypothése est en accord avec d“autres rapports dans la littérature (Kennedy et al., 1979 ;
Yin et al., 2016a ; Yin et al., 2016b). Les résonances correspondant aux o-L-Ara provenant
des C-3 (77,1 ppm), C-4 (région de 84,5 a 85,0 ppm) et C-5 (62,3 et 61,9 ppm pour les T-a-L-
Ara et 1,3-a-L-Ara respectivement)se situent sur les mémes bandes spectrales que certains
signaux des f-D-Xylp (Samuelsenet al., 1999a ; Samuelsen et al.,, 1999b). Aucun signal a
109,2 ppm (Figure 51B) n‘a été observé pour les signaux anomériques provenant deT-L-Araf
attachésaux résidus f-(1,3)- ou f-(1,4)-D-Xylpde la chaine principale (Kennedy et al., 1979;
Samuelsen et al., 1999a ; Samuelsen et al., 1999b ; Yin et al., 2016a ; Yin et al., 2016b). Cette
observation est cohérente avec le spectre de corrélation 2D hétéronucléaire (Figure 52) car il
ny a pas de résonance (‘'HNMR) se produisant dans la région 5,1-5,5 ppm de résidus a-L-
Araf. Ici encore, 1“¢limination des résidus de a-L-Araf apres une faible hydrolyse acide a été
rapportée par Samuelsen et al. (1999a) et Samuelsen et al. (1999b). L “absence d“Arafpermet
ainsi de conforter les assignations précédentes correspondant aux unités Xylp. Selon la
littérature et les résultats obtenus en CPG/SM (partie 4.2.3.1), PSPN peut étre considéré
comme un hétéroxylane dont la chaine principale est compos¢ de (1,3) et (1,4)-Xylp mais
aussi de résidus branchés de type (1—2,4)- et (1 — 3,4)-Xylp. Les tailles des blocs peuvent
varier et d“autres recherches pourraient étre réalisées afin de déterminer précisément leur ratio
spécifique (et les motifs de répétition). Les résidus T-Xylp sont probablement liés en position
0-3 de certaines unités (1,4)-Xylp dans le squelette. C*est aussi le cas pour des chaines
latérales de type a-D-GalpA-(1—2)-o-L-Rhap-(1—. Les résidus Araf sont quant a eux

probablement liés aux positions O-2 et O-3 comme indiqué dans la littérature.
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Figure 52. Spectre de corrélation hétéronucléaire (région anomérique) 'H/°C (HSQC) de
PSPN-PA. L“analyse a été menée a 100 g/LL dans du D,0O a 60 °C. Les résidus A, B, C, D, E
et F correspondent respectivement a f-D-Xylp liés en (1,4), f-D-Xylp liés en (1,3), f-D-Xylp
branchés en (1,4) et/ou (1,3), T-f-D-Xylp, T-a-D-GalpA et a-L-Rhap liés en (1,2).

4.3 Etude des caracteres physico-chimiques et rhéologiques de PSPN

Ce sous chapitre a pour objectif la détermination des propriétés physico-chimique de PSPN en
régime dilué et semi dilué afin d“une part d“évaluer ses potentialités comme texturant et
d“autre part de le comparer aux autres polysaccharides de structures analogues. Dans un
premier temps, les caractéristiques physico-chimiques de ce biopolymere ont été déterminées
en régime dilué en utilisant la chromatographie d‘exclusion stérique haute performance
(CESHP) associée a la réfractométrie différentielle, a la diffusion de la lumicre et a la mesure
de viscosité en ligne (détecteurs). Comme explicité en partie 3.6.1, la CES permet de séparer
les macromolécules en fonction de leur encombrement stérique et d*¢liminer les molécules de

faibles masses molaires telles que les sels.
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Les composés de plus grande masse molaire sont élués en premier. La diffusion de la lumicre
MALLS (Multi Angle Laser Light Scattering) réalise une mesure simultanée de lumiere
diffusée a 18 angles. Associée a la réfractométrie différentielle, elle permet d“accéder aux
masses molaires moyennes en nombre et en poids (respectivement M, et My) et renseigne
¢galement sur I“indice de polydispersité, la forme et la dimension des chaines. L “utilisation

d“un viscosimétre en ligne permet également d“accéder a la viscosité intrinséque du polymere.

Dans un second temps, notre attention s“est portée sur la mesure de la concentration critique
de recouvrement, de la viscosité apparente et du temps critique propres a ce polysaccharide en
fonction du milieu et de sa concentration. Ces études ont été réalisées par deux types de
mesures viscosimetriques : En écoulement, afin de définir le comportement typique du fluide
et d“obtenir la viscosité spécifique du systeme et en oscillation, ce qui permet d“¢tudier les
propriétés viscoélastiques des solutions, caractérisées par les modules de conservation (G*) et

de perte (G™).

4.3.1 Caractérisation physico-chimique de PSPN en régime dilué

Pour cette analyse, PSPN a été solubilis€¢ a une concentration de 0,2g/L. dans une solution
aqueuse de LiNO;3 0,1 M pendant 24 h. L“¢chantillon (100 pL) a ensuite été injecté¢ en CES
apres filtration sur 0,45 pm (partie 3.6.1). L*¢lution est réalisée par une solution de LiNO;0,1
M a 0,7 mL/min. Les macromolécules ¢luées sont soumises a un rayonnement incident qui
diffuse selon différentes directions en fonction de leur taille et de leur conformation et sont
analysées par réfractométrie différentielle (le dn/dc utilisé était de 0.15 mL/g). Ainsi, on
récupere pour chaque fraction une concentration par mesure de la réfractométrie différentielle
et 1“intensité¢ diffusée aux 18 angles. On obtient différents chromatogrammes et signaux
donnant des informations sur les masses molaires en fonction du volume élué. Les
chromatogrammes obtenusavec les signaux de diffusion de la lumiere a 90 et ceux issus du
réfractométre sont des gaussiennes qui montrent une distribution homogene de 1“¢chantillon.
Cette distribution est confirmée par le suivi de la répartition des masses molaires en fonction
du volume d‘¢lution (Figure 53). Les masses molaires en poids (My), les masses molaires
moyennes en nombres (M,) et la viscosité intrinseque ont été déterminées. Le Tableau 19

donne les résultats obtenus.
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Figure 53. Distributions des masses molaires(®) et des rayons de giration (A)versus le

volume d“¢lution de PSPN. (—) : signal DRI, (- - -) : signal de diffusion de la lumiére a 90°,
dans 0,1 mol/L d’une solution aqueuse de LiNOj3.

Tableau 19. Propriétés physico-chimiques de PSPN.

Mn® (g/mol) Mw® (g/mol) IP© Rg” (nm) M1® (mL/g)

2,0x 10° 2,3x 10° 1,15 86 715

@ Mn : Masse molaire mesurée par SEC-MALLS

® Mw : Masse molaire moyenne en nombre mesurée par SEC-MALLS
© TP : Indice de polydispersité Mw/Mn,

@ Rg : Rayon de giration mesuré par SEC-MALLS

® [n] : viscosité intrinséque mesurée par SEC-MALLS

La fraction PSPN est caractérisée par des valeurs de M, de 2,0 x 10° Da et de M,, proche de

de 2,3 x 10° Da. Ces valeurs ne représentent que 30% de la masse initiale de 1“¢chantillon

avant filtration et ne sont donc pas totalement représentatives du polymere natif.
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Ces valeurs sont du méme ordre de grandeur que celles reportées dans la littérature pour
d“autres polysaccharides hydro-solubles de Plantaginaceae tels que des arabinoxylanes (Mw
=2,2 x 10° Da) extraits de Plantago ovata (Ispaghula husk) (Edwards et al., 2003) ou du
mucilage (Mw = 1,2 x 10° Da) des graines de Plantago major (Behbahaniet al., 2017). La
faible polydispersité de la fraction PSPN (Mw/Mn=1,15) est synonyme d“une gamme étroite
de distribution de masse et confirme la présence d“un polysaccharide homogene (Nwokocha
et Williams, 2016). Les paramétres physico-chimiques des polysaccharides (M, M;, Rg, Rh,
etc.) vont définir leurs comportements en solution. La relation du triangle de Haug illustre
d“ailleurs parfaitement les trois conformations extrémes que peuvent adopter des
polysaccharides en solution, i.e. en (i) batonnet rigide, (ii) pelote Gaussienne ou (iii) sphere

solide (Figure 54).

COMPACT SPHERE .

RANDOM COIL RIGID ROD

&

Figure 54. Triangle de Haug ou les trois conformations extrémes des polysaccharides en
solution sont placées aux sommets du triangle. La conformation des polymeéres sera fonction
des paramétres physico-chimiques de ces derniers (My, M,, Rg, Rh, etc.) (Smidsred et
Andresen, 1979).

Pavlov et al. (1997) et Pavlov et al. (1999)ont par ailleurs suggéré cinq conformations (ou
« zones ») générales a partir du triangle de Haug, nommées : (A) batonnet extra-rigide, (B)
batonnet rigide, (C) pelote semi-flexible, (D) pelote Gaussienne et (E) sphere

solide/globulaire.
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Zone B “"""" Rigid-rod: DNA

Semi-flexible coil: cellulose derivatives,

Zone C chitosans

Random coil: dextrans, pullulans
Zone D g

Zone E O Globular/Branched: Proteins/glycogen

Figure 55. Zone de conformation des polysaccharides en solution (Pavlov et al., 1997 ;
Pavlov et al., 1999 ; adaptée par Ebrinerova et al., 2005).

Le rayon de giration, Rg(z) de 86 nm pour une masse molaire (M,,) ¢élevée indique que le
polysaccharide adopte une conformation compacte dans 1“eau.La détermination de 1“évolution
de Rg en fonction de Mw en échelles logarithmiques peut étre utilisée pour estimer la
conformation des macromolécules en solution (Wyatt, 1993). Cette relation correspond
graphiquement a une droite en échelle logdont la pente est(i)proche de 1 pour une
conformation en batonnet rigide, (ii)entre 0,5 et 0,6 pour une conformation de type pelote
Gaussienne et (iii)de 0,33 pour une sphere solide (Schittenhelm & Kulicke, 2000 ; Hwang et
al., 2003). Cette courbe appliquée aux données obtenues pour la fraction PSPN est
caractérisée par une pente d“environ 0,30. L*hétéroxylane extrait peut donc s“apparenter a une
structure de type sphere solide lorsqu‘il est en solution dans 1“eau, confirmant sa structure
compacte.

La mesure de la viscosit¢ intrinséque [n] qui correspond, pour les polyméres neutres a
I“extrapolation a dilution infinie de I"¢quation de Flory-Huggins (Equation 16) est une
méthode de référence pour obtenir des renseignements sur 1“état d“expansion d“une chaine

macromoléculaire.

Equation 16. Ny d %’; [n]  kuln] C

OuCp : concentration en polymere et 1y, : viscosité spécifique de la solution.
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Elle rend compte du volume hydrodynamique occupé par une macromolécule dans le solvant
considéré. La perturbation globale mesurée par n est la somme des perturbations de chaque
molécule que 1"on considére indépendante. En régime dilué, les interactions sont en effet
négligeables. La viscosité intrinseque décrit donc la capacité des polyméres a modifier la
viscosité des fluides en fonction de propriétés physico-chimiques telles que la masse molaire,

la conformation des chaines et la nature du solvant (Kalegowda et al., 2017).
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Figure 56. Distribution des viscosités intrinseques (m)versus le volume d“¢lution de PSPN.

(—) : signal DRI, (- - -) : signal de diffusion de la lumiere a 90°, dans 0,1 mol/L d’une
solution aqueuse de LiNOj.

La viscosité intrinseque de PSPN (715 mL/g) est dans la gamme de celles observées chez les
mucilages extraits a partir des graines de Plantago major (Behbahani et al., 2017) ou de

I“arabinoxylane de P. ovata (Yu et al, 2017) avec des valeurs de 1424 et 560 mL/g

respectivement.
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4.3.2 Caractérisation rhéologique de PSPN en régime semi-dilué

L*¢tude en régime semi dilué a pour but d*¢tudier les propriétés d“écoulement de PSPNafin
d“une part, d“évaluer ses potentialités comme agent texturant et d“autre part de le comparer a

d“autres hétéroxylanes.

4.3.2.1 Détermination de la concentration critique de recouvrement C*

La concentration critique de recouvrement (C*) représente la limite entre le régime dilué et le
régime semi-dilué. C'est en fait une plage de concentration de transition entre les deux
régimes. Les viscosités spécifiques de solutions de PSPN (entre 0,5 et 2 % (m/v)) ont ¢été
mesurées pour €valuer la concentration critique de recouvrement (C* en g/L). C* est déduite
du tracé en échelle logarithmique de la viscosité spécifique par rapport a la concentration en
polymere. La rupture de la pente donne acces a C*, concentration seuil qui est la signature du

début de 1“enchevétrement des macromolécules (Figure 57).

q < D

Eezime dihe Bégrae semi dihat puis concentré

Figure 57. Représentation des chaines de polymeéres en régimes dilué et semi-dilué (source
personnelle).

A partir de cette valeur de concentration critique, il est possible de déterminer le moment ou
les polysaccharides commencent a entrer en contact. Dans ces conditions, 1“ensemble de
I“espace est occupé par les volumes hydrodynamiques des polysaccharides. La concentration
critique de recouvrement (C*) de PSPN de P. notata L. dans ["eau a 25 °C a été calculée a

5g/L (Figure 58).
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Pour une large gamme de polysaccharides, la viscosité spécifique a taux de cisaillement nulle
est linéairement liée a C[n] et aux pentes des deux segments linéaires (au-dessous et au-dessus
de la valeur de C*, qui peuvent étre définies par (4/[n]) a 1,4 et 3,3 respectivement (Castelain
et al., 1987). Dans ce travail, les deux pentes sont respectivement de 1,32 et 3,08 et la valeur

théorique C * calculée de 5,59 g/L, ce qui est proche de la valeur expérimentale de 5 g/L.
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Figure 58. Détermination de la concentration critique de recouvrement C* d“une solution
aqueuse de PSPN a 25°C.

4.3.2.2 Mesure en écoulement

La rhéologie est 1“¢tude des comportements des matériaux soumis a des sollicitations
mécaniques telles que le cisaillement ou [“¢longation (Warrand, 2004 ; Vu, 2010). Les
caractéristiques rhéologiques non-linéaires des solutions de polymeres en régime semi-dilué
sont mises en évidence par des représentations de la viscosité apparente en fonction du
gradient de cisaillement (Cappelaere, 1996). En régle générale, les solutions de

polysaccharides naturels voient leur viscosité diminuer lorsque le cisaillement augmente.
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Ce phénomene propre aux fluides rhéofluidifiants peut étre attribuée a 1“alignement des
chaines de hautes masses moléculaires disposées de facon aléatoire dans la solution avant
I“application d*un cisaillement. Ces chaines interagissent les unes avec les autres dans le
milieu aqueux. En plus de la concentration, d“autres facteurs influent sur les propriétés
d*“¢coulement des solutions de biopolymeres, tels que la masse molaire, le degré de
ramification, les charges ¢électrostatiques et la température (Cappelaere, 1996). Le
comportement rhéologique de PSPN a été étudi¢ a différentes concentrations (0,5%, 0,75%,
1%, 1,5% et 2% (m/v)) a 25°C dans une gamme de taux de cisaillement allant de 0,001 a
1000 s et lors dun balayage en gradient de cisaillement aller simple (Figure 59).
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Figure 59. Variation de la viscosité apparente (Pa.s) de solutions de PSPN de (0,5 a 2 %
(m/v)) en fonction de taux de cisaillement (s™) a 25°C. (¢), (Q), (®), (m) et (A) correspondent
respectivement a 2%, 1,5%, 1%, 0,75% et 0,5% (m/v) de PSPN en solution dans [’eau.

Les différentes solutions de PSPN présentent un comportement non Newtonien quels que
soient les concentrations testées. Pour toutes les concentrations testées la viscosité apparente

diminue avec [“augmentation du taux de cisaillement.
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Ce genre de comportement reflete 1“influence du cisaillement sur 1“enchevétrement des
chaines de polysaccharides. Au-dessus d“un certain seuil, le cisaillement tend a séparer les
chaines de polymeére et, par conséquent, la viscosité diminue jusqu@ ce qu‘une valeur
minimale soit atteinte. Ce comportement est qualifi¢ de rhéofluidifiant et cette propriété
d“€coulement est conforme aux résultats précédents obtenus pour d“autres arabinoxylanes

et/ou hétéroxylanes extraits d“autres espéces de Plantago (Farahnaky et al., 2010; Yin et al.,
2016a).

4.3.2.3 Evaluation de l'effet force ionique sur la viscosité des solutions

Leffet des ions sur la viscosité des polysaccharides est important surtout lorsqu®ils présentent
un caractere poly-€lectrolytique. L effet des sels sur les propriétés rhéologiques est important
car en contre-ionisant les charges des polysaccharides, ils vont diminuer les phénomenes de
répulsions ¢lectrostatiques, ce qui se traduit par une modification du comportement
rhéologique (Petera, 2016). LaFigure 60montre la viscosité¢ des solutions de PSPN a des
concentrations de 1% et 2% (m/v) en présence et en absence de NaCl 0,5M. Comme attendu
du fait du caractére neutre de [“hétéroxylane, le NaCl n“a aucun effet sur la viscosité

apparente des solutions (Marcotte et al., 2001).
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Figure 60. Effet de la force ionique sur la viscosité apparente de solutions de PSPN a 25°C.

(0) et (O) correspondent a des concentrations de PSPN en solution aqueuse de 2% et 1%

(m/v) ; (@) et (m) correspondent a des concentrations de PSPN en solution saline (0,5 M
NaCl) de 2 et 1%.
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4.3.2.4 Evaluation de l'effet température sur la viscosité des solutions

L*¢coulement d“un liquide visqueux est décrit comme le franchissement d“une barricre
énergétique par une unité moléculaire de ce liquide. Cette transition est accélérée par
I“augmentation de la température de la solution. Pour une concentration en polysaccharides
donnée, une faible énergie d“activation d“écoulement indique de faibles interactions intra et
interchaines. Les polysaccharides linéaires sont fortement liés par des liaisons inter- ou intra-
chaines et ont, par conséquent, une forte énergie d‘activation par rapport aux polymeéres
ramifiés. En général, la viscosité des solutions de polysaccharides diminue avec
I“augmentation de la température. Cette diminution peut étre liée a la transition de la solution
d“un équilibre a un autre, a la dégradation des polysaccharides ou au changement de
conformation des polysaccharides en solution (De Paula et Rodrigues, 1995).LaFigure
6Ireprésente 1"effet de la température sur la viscosité de solutions de polysaccharides a 1% et
2% a 20 °C, 40 °C et 60 °C, Logiquement, la viscosité apparente diminue avec
I“augmentation de la température. La contribution de la chaleur permet de générer de
I“énergie, en plus de 1“agitation thermique, ce qui réduit les interactions entre les molécules,
telles que celles associées a des liaisons faibles (liaisons hydrogeéne, interactions

¢lectrostatiques, forces de Van Der Waals).
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Figure 61. Effet de la température sur la viscosité apparente de solutions de PSPN. (D), (@), (m)

et (0),(®),(®) correspondent respectivement a des concentrations de PSPN en solution
aqueuse de 2% (carré) et 1% (rond) a des températures de 20, 40 et 60°C.
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4.3.2.5 Comportement viscoélastique de PSPN

Des analyses en mode oscillatoire ont été réalisées sur des solutions de PSPN a 1 et 2 % (m/v)
dans I“eau et dans des solutions salines (NaCl 0,5M) afin d“¢tudier leur viscoélasticité. Les
mesures en mode dynamique (ou oscillatoire) permettent d“appliquer des déformations faibles
de sorte que la linéarité entre la contrainte et la déformation soit respectée. Le principe
consiste a soumettre 1“échantillon & une déformation sinusoidale au cours du temps. Les
mesures viscoélastiques dynamiques ont été réalisées en utilisant un rhéomeétre a géométrie
plan/plan (partie 3.6.2). Elles ont permis de caractériser le comportement viscoélastique des
solutions de PSPN en mesurant les modules de conservation (ou module ¢lastique) G' (Pa) et
de perte (ou module visqueux) G" (Pa). Les courbes de variation des modules viscoélastiques
G*et G” en fonction de la déformation pour des fréquences angulaire de 0,01 4 100 rad.s™ (ou
de la pulsation) sont présentées en Figure 62. Les valeurs du module élastique (G*) sont
supérieures a celles de module de viscosité (G*) pendant toute la gamme des fréquences, avec
une faible déformation. En outre, 1“écart entre le module de conservation G* et le module de
perte G** est stable, notamment pour la concentration de 2% qui peut €tre ensuite considérée
comme un polysaccharide avec des propriétés de gel faible. L“augmentation de 1“écart entre
G*“ et G™ pour la concentration de 2% par rapport a la concentration de 1% et pour toutes les
fréquences a suggéré une contribution ¢lastique plus élevée a la structure du gel (Chen et al.,
2014b). Ces résultats ont clairement montré une faible viscoélasticité de cet hétéroxylane qui
forme des gels faibles dans I“eau. Une fois encore, on n“observe pas d“effets significatifs des
sels. Ces résultats sont cohérents avec ceux décrits dans la littérature (Al-Assaf et al., 2003 ;
Fischer et al., 2004 ;Farahnaky et al., 2010) qui ont montré que pour toutes les concentrations
utilisées de mucilage deP. ovata, G* est toujours supérieur a G". Ce phénomene montre que ce
mucilage présente principalement des propriétés élastiques. Les propriétés fonctionnelles
maximales ont été observées pour les pH de 4 et 7. Les polysaccharides alcali-solubles isolés
a partir des graines de P.ovata ont également été¢ décrits comme ayant des propriétés de gel

faible (Yu et al., 2017).
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Figure 62.Représentation des modules complexes G* et G** (Pa.s) en fonction de Ia
déformation (%) des solutions aqueuses de polysaccharide a 1 % et 2 % (m/v). (A) dans 1“eau
et (B) dans du NaCl 0,5 M.

4.4 Etude des activités biologiques

Les xylanes présentent une large gamme d“activités biologiques (da Silva et al., 2012 ; Kumar
et al., 2016 ; Meng et al., 2017). Ils sont connus pour leurs activités anti-oxydantes (Wang et
al., 2017a), immuno-modulatrices (Shen et al., 2017), antitumorales (Liu et al., 2017b),
antidiabétiques (Guo et al., 2017), anticoagulantes (Muschin et al., 2016), prébiotiques
(Singdevsachan et al., 2016) ou encore hépatoprotectrices (Zhou et al., 2017).
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Quelques activités biologiques ont été étudiées au cours de ces travaux afin d“identifier les
activités biologiques potentielles de PSPN. Les batteries de tests réalisés ont parfois été
réalisés sur d“autres fractions extraites de P. notata mais aussi d“U. noctiflora. De manicre
générale, il s“agissait ici d“une premiére investigation, dont I“objectif principal était d“allumer
certaines activités biologiques sans aller jusqu‘a la compréhension des mécanismes mis en
jeu, dont certains sont d“ailleurs trés bien décrits dans la littérature, comme c“est le cas pour

les propriétés prébiotiques des XOS et xylanes (partie 2.3.2.1.2).

4.4.1 Activité anti-oxydante

Les especes réactives de [“oxygene (ERO) et les radicaux libres sont produits en continu au
cours du métabolisme. Ces radicaux libres sont, lorsque les systemes de défense antioxydants
sont insuffisants, a 1“origine d"un état de stress oxydatif conduisant a diverses maladies
dégénératives. En conséquence, 1“utilisation de composés antioxydants naturels peut prévenir
les troubles du stress oxydatif (Fakhfakh et al, 2017). Le DPPH ou 2,2-diphenyl-1-
picryl(hydrazyl)est un radical stable qui peut étre utilisé pour évaluer le pouvoir de réductions
des radicaux libres par des antioxydants. En effet Le DPPH absorbe a 517 nm et cette
absorbance diminuera proportionnellement a la présence de substances oxydantes, excepté en
présence d“antioxydants qui le maintiennent dans un état réduit (Han et al., 2016). Le pouvoir
antioxydant de certains extraits de P. notata et d“U. noctifloraa ainsi ét¢ évalué par le dosage
du pourcentage d“inhibition de 1“oxydation du DPPH (Figure 63). Les extraits de feuilles
(PSF), de graines (PSPNE) et des épis (PSP) de P.notata ont été préparés a une concentration
de 1g/L dans I“eau ultrapure et les extraits des bulbes (PS1), des feuilles (PSUF) et des racines
(PSR) d’Urginea ont été préparés a une concentration de 5g/L. Par la suite des séries de
dilutions ont été effectuées (partie 3.7.1). Les solutions d“acide ascorbique ont été préparées
dans 1¢thanol. Les résultats observés sur la Figure 63montrent que les extraits des deux
plantes investies présentent des activités antioxydantes vis a vis des radicaux DPPH. Elles
restent cependant nettement inférieures a celle de 1“acide ascorbique utilis¢é comme témoin.
Pour P.notata, les extraits de feuilles (PSF), de graines (PSPNE) et d“¢pis (PSP) présentent
des concentrations inhibitrices (Clso) de respectivement 100, 410 et 480 pg/mL. Les extraits
de bulbes (PS1), des racines (PSR) et des feuilles (PSUF) d“U. noctiflora présentent des Clsg
de 400, 1350 et et 1600 pg/mL respectivement. Ces concentrations inhibitrices semblent
faibles en comparaison avec la concentration Clso de [“acide ascorbique qui est de 3,5 pg/mL.
L-extrait des feuilles de P. notata qui présente une concentration inhibitrice de 100 pg/mL est

le plus antioxydant vis-a-vis du DPPH.
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A une concentration de 1g/L, les extraits de feuilles, graines et épis de P. notata présentent
des pourcentages d“inhibition de 1“ordre de 80,26%, 72,16% et 56,58%. Les polysaccharides
de graines de P. asiatica L. ont été décrits comme ayant une activité antioxydante
significative avec des taux d“inhibition de I“oxydation du DPPH de I“ordre de 81,4% a une
concentration de 0,75 mg/ml. Ce taux est semblable a celui de I“acide ascorbique qui est de
81,5% pour une concentration de 0,75 mg/mL (Ye et al., 2011). Han et al. (2016) ont montré
par ailleurs que le polysaccharide isolé des graines de P. depressa présente un pouvoir
d“inhibition du DPPH de 61,5% a une concentration de 1 g/L. L*ensemble de ces résultats
issus de la littérature doit cependant étre analysé avec prudence faute d“information sur les
degrés de pureté des polysaccharides obtenus qui peuvent renfermer des composés

antioxydants tels que des composés phénoliques.
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Figure 63. Activités anti-radicalaires (radical DPPH) des différents extraits (A) de Plantago
notata L. et (B) d“Urginea noctiflora Batt. et Trab. L acide ascorbique sert de référence. La
description des fractions est donnée en Tableau 11 : PSPN (graines), PSF (feuilles), PSP
(épis), PSI (bulbes), PSR (racines), PSUF (feuilles). Réalisées en triplicats (écarts-types< 3
%).
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4.4.2 Activité anti-diabétique

Le diabéte sucré est une maladie métabolique prévalente et grave caractérisée par une
hyperglycémie chronique et un manque absolu ou relatif d'insuline. Elle se classe au
quatrieme rang dans la prévalence mondiale aprés les maladies cardiovasculaires, les cancers
et les maladies respiratoires chroniques (Wang & Zhu, 2016). L utilisation de plantes
médicinales et de produits phytochimiques pour le traitement du diabéte peut étre une
alternative partielle aux traitements pharmaceutiques qui réduisent de manicre transitoire la
glycémie (Pan et al., 2017). L“¢tude de I"effet des polysaccharides sur 1“activité de 1“a-D-
glucosidase est 1"une des méthodes pour détecter des composés présentant une activité anti
diabétique. Cette enzyme libere du glucose a partir de substrats tels que le maltose, le
saccharose, et d'autres oligosaccharides dans l'intestin. Par conséquent, son inhibition permet
de ralentir la production et 1'absorption de glucose.Les tests anti-diabétiques ont été effectués
uniquement sur 1“extrait aqueux des bulbes (PS1) d“Urginea noctiflora, dont les propriétés
médicinales des scilles (famille variée de bulbes a fleurs vivaces) sont reportées pour le
traitement du diabete(Marles et Farnsworth, 1995). Les résultats des tests d“inhibition de 1“a-
glucosidase par PSPN, PS1 et PSALK?2 sont présentés en Figure 64.
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Figure 64.Activités anti-diabétiques des extraits des bulbes d“U. noctiflora Batt et Trab. (PS1,
PSALK2), des graines de P. notata Lagasca (PSPN) et de I“carbose (témoin
positif).Réalisées en triplicats (écarts-types < 3 %).
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PS1 présente une Clsyp de [“ordre de 8 pg/mL contre 2,60 pug/mL pour le contrdle positif,
1“acarbose. L extrait des bulbes d“U. noctiflora présente donc un pouvoir inhibiteur plus faible
de I"a-D-glucosidase en comparaison a [“acarbose mais qui reste bien meilleur que celui décrit
pour des espéces proches d“Urginea. Selon Bisht et al. (2013), les arabinogalactanes issus
d“Acacia tortilis sont pourtant des inhibiteurs partiels de 1“a-D-glucosidase avec 76,77%
d“inhibition a 5 mg/mL contre 74,88% pour [“acarbose a 16,14 mg/mL et avec une Clso de 0,5
g/L. La Clsgreportée pour U. noctiflora reste toutefois trop forte pour étre trés intéressante
d“un point de vue applicatif. Rappelons également que la structure des AG différe de celles
des (gluco)galactomannanes, ce qui rend scientifiquement peu crédible ce type de
comparaisons. Concernant PSPN, 1“activité anti-diabétique est dans I“ordre de grandeur des
activités reportées dans les excellentes revues de syntheése de Gongalves et Romano (2016)
pour le genre Plantago, Madgulkar et al. (2015) pour P. ovata ou de Samuelsen (2000)

concernant P. major.

4.4.3 Activité phagocytaire

Dans I“immunité innée, le processus utilisé par certaines cellules pour internaliser les agents
pathogenes est la phagocytose (Desjardins et Griffiths, 2003). Elle est considérée comme 1“un
des principaux mécanismes qu‘utilisent les vertébrés pour combattre les infections
microbiennes (Hoffmann et al.,2012). C“est un processus qui peut étre divisé en plusieurs
¢tapes distinctes et dans lequel les cellules phagocytaires jouent un réle complexe (Tippett et
al., 2007 ; Carneiro et al., 2014). Il est possible d*“¢valuer la capacité de certains composés a
activer les cellules phagocytaires in vifro en comptabilisant au microscope 1“activité
phagocytaire sur des particules telles que le latex et le zymosan. La phagocytose est contrdlée
par différents facteurs tels que les récepteurs de surface des cellules phagocytaires
(macrophages) et les cytokines. L“appréciation des mécanismes d“activation de Ila
phagocytose par des composés immunostimulants est fondamentale pour apprécier leurs effets
secondaires (Gertsch et al., 2011). La levure Candida albicans est une espéce pathogene
opportuniste fortement dépendante de la balance entre les mécanismes de défense mis en
ceuvre par le systtme immunitaire de [“hote et [“expression de ses propres facteurs de
virulence. En effet, le passage de [“¢tat saprophyte a I“état infectieux est fonction de
“interaction des levures avec les macrophages et les granulocytes neutrophiles qui constituent

la premiere barriére vis-a-vis des infections fongiques (EI-Kirat-Chatel, 2010).
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L*activité phagocytaire de cellules immunitaires issues de sang total sur les levures de C.
albicans a été testée sur la fraction isolée a partir des bulbes d“Urginea noctiflora (PS1) en
utilisant le zymosan. Cette fraction a fait [“objet de ce test sur la base des propriétés
immunomodulatrices décrites chez les plantes de genre Urginea, en particulier pour leurs
utilisations comme insecticide (Hammiche et al., 2013). Pour rappel, le zymosan est un
composé est un extrait de levure contenant des protéines et de f-(1,3)-D-glucane. 11 est utilisé
expérimentalement pour déclencher des réactions inflammatoires comme contrdle positif. Les
résultats obtenus sont exprimés en pourcentages de capacité¢ phagocytaire (qui représente le
pouvoir des cellules phagocytaire a ingérer des corps étrangers suite au déclenchement de la
réponse phagocytaire par une substance donnée) vis-a-vis de C. albicans et en activité
phagocytaire (qui représente la capacité d“une substance a activer les cellules phagocytaires

par rapport au blanc) (partie 3.7.3) (Figure 65et Figure 66).

L ™

GRaibicans,

L

-

Figure 65. Observation microscopique de la phagocytose des Candida albicans en présence
de PS1 (x 1000).

Le test montre des fortes capacités phagocytaires de PS1 et PSALK2 a 50 ug/mL, mais qui
restent toutefois inférieures a celles trouvées avec une mycobactérie (74,6 = 11,0%) (Le
Cabec et al., 2000). La fraction PS1 des bulbes d“Urginea noctiflora présente une activité
phagocytaire (pouvoir d“activation des phagocytes) de 12,33 %, activité¢ inférieure a celle
observée du controle positif (zymosan) (18,33%). Notons que cette activité est quasiment

inexistante pour la fraction PSALK?2.
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Figure 66.(A) Capacité phagocytaire et (B) activité phagocytaire des différentes fractions
testées a 50 ug/mL. Le zymosan est utilise comme contréle positif.

La encore, il est difficile de comparer ce résultat a la littérature quasiment inexistante pour les
Urginea. L extrait PSPN présente, quant a lui, une Clsode 9 pg/mL contre 2,60 ug/mL pour le
controle positif. Ces résultats suggerent que 1“hétéroxylane des graines de P.notata présente
donc un pouvoir inhibiteur plus faible de I“a-D-glucosidase en comparaison a 1“acarbose. Ren
et al. (2017) ont montré qu“un hétéropolysaccharide acide composé de Xyl et isolé d“4nnona
squamosa présentait également une relative activité inhibitrice de 1“a-D-glucosidase avec une
concentration inhibitrice Clso de 243,18 uM par rapport a 11,89 uM denzyme. Deux
polysaccharides isolés de C. oleifera présentent aussi des Clso de 11,80 et 10,95 pg/mL,
respectivement, c“est-a-dire trés proches des résultats obtenus pour PSPN (Zhang et al.,
2015). Enfin, la Figure 67 synthétise I1“ensemble des résultats obtenus aux trois
concentrations testées de PSPN (50, 100 et 150 pg/mL). A une concentration de 150 pg/ml, la
fraction PSPN a inhibé la phagocytose de C.albicans a hauteur de 54,5% (+2,54).
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Cette activité semble importante au regard de celle observée pour le zymosan (67,4+ 3,47 %)
mais a relatiser si 1“on consdiére la concentration (« non physiologique ») importante de
PSPN testé. Ainsi, les résultats montrent pour les % de CP et d“AP que les activités sont
meilleures a des concentrations croissantes en PSPN, concentrations qui ne traduisent
toutefois pas d“une efficacité réelle réponse/dose des fractions testées (en particulier pour une
application in vivo). Dans la littérature, on peut citer les travaux de Sendl et al. (1993)
concernant des polysaccharides hydrosolubles extraits a partir de feuilles du Telephium
Sedumqui présentaient une capacité de phagocytose maximale par les granulocytes notable
mais faible pour une éventuelle application biomédicale.De maniere générale, 1“activité anti-
diabétique d“hétéroxylanes extraits de Plantago est intéressante, sans €tre révolutionnaire
pour un marché de niche trés spécifique et compétitif (Madgulkar et al., 2015 ; Gongalves et

Romano, 2016).
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Figure 67. Effets doses-réponse de 1“extrait PSPN pour (A) sa capacité de phagocytose et (B)
son activité phagocytaire. Le zymosan est utilise comme témoin positif. (B) réalisée en
triplicats (écarts-types <5 %).
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4.4.4 Activité prébiotique et résistance a la digestibilité

Gibson et al. (2004) ont défini les prébiotiques comme des ingrédients alimentaires non
digestibles par les enzymes de ["hote et résistants aux sucs gastriques, qui ont un effet
bénéfique sur son tractus digestif. Cette non-digestibilité leur permet en effet d“atteindre le
gros intestin ou ils sont catabolisés (fermentation) sélectivement par la flore endogéne
bénéfique (probiotiques).Comme reporté en partie 3.7.4, les xylanes et XOS sont largement
décrits dans la littérature pour leurs propriétés prébiotiques (Coelho et al., 2016 ; Centanni et
al., 2017). L‘hétéroxylane de Plantago notata (fraction PSPN)et des prébiotiques
commerciaux (fructo-oligosaccharides ou FOS et inuline) ont ét¢ soumis dans un premier
temps a une hydrolyse par un suc gastrique artificiel afin de comparer leur résistance a la
dégradation dans cet environnement. Le pourcentage de digestibilité a été calculé en se basant
sur le contenu en sucres réducteurs libérés et le contenu en sucre totaux de l“échantillon
(partie 3.7.4.1). Les cinétiques d“hydrolyse de PSPN, des FOS et de I“inuline par un suc
gastrique artificiel sont présentées en Figure 68. Une différence significative de digestibilité
est retrouvée en fonction du pH et du temps. Les résultats ont montré que le taux d“hydrolyse
augmente avec la diminution du pH du suc gastrique artificiel qui favorise le phénomene
d“hydrolyse. Les pourcentages maximaux de digestibilité de la fraction PSPN(8,72%), des
FOS (75,71%) et de I"inuline (71,12%) ont été identifiés pour 6h d“hydrolyse a pH 1. Par
conséquent I“hétéroxylane peut étre considéré comme un biopolymeére non digestible. Au
regard des résultats obtenus, cette fraction a été évaluée pour sa capacité a étre fermentée par
une souche qualifiée de probiotique : Lactobacillus rhamnosus.

Les prébiotique isolés a partir de sources naturelles telles que les polysaccharides des plantes
possedent une large gamme de propriétés biologiques et peuvent offrir un grand potentiel pour
leur utilisation comme ingrédients fonctionnels permettant une modulation des bactéries
intestinales (Wang et al., 2015). Dans ce contexte, 1“activité prébiotique de PSPN a été testée
sur la souche probiotique Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103. La capacité de cette
souche a utilisé la fraction PSPN comme substrat carboné a été évaluée via la réalisation de
cinétiques de croissance. Les cinétiques réalisées avec une concentration en PSPN de 0,5% et
comparées a des cultures témoins sur milieux MRS supplémentés ou non avec de la vitamine
C (0,05%), du glucose (0,05%), ou des prébiotiques commerciaux (0,05%) tels que les FOS et
I“inuline. Le suivi de croissance de Lactobacillus rhamnosus a été effectué par mesure de la

densité optique a 600 nm en lecteur de microplaques de type Bioscreen (Figure 69).
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Figure 68. Etude de la digestibilit¢ a 37 °C (A) de 1“inuline, (B) des FOS et (C) de PSPN.
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Figure 69. Courbes de croissance de Lactobacillus rhamnosus sur milieu MRS supplémenté ou non par de la vitamine C (0,05 % m/v), du
glucose (0,5 % m/v), des FOS (0,5 % m/v), de I"inuline (0,5 % m/v) et du PSPN de Plantago notata (0,5% m/v).Réalisées en quadruplicats

(écarts-types <3 %).
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Par comparaison avec le témoin négatif (milieu MRS sans substrat, 4), on remarque que la
croissance de Lactobacillus rhamnosus est logiquement stimulée en présence des substrats
carbonés (glucose A, FOS ¢ et inulines ®, o). Dans tous les milieux de culture en présence des
sources carbonées (glucose, inulines et FOS), la souche probiotique Lactobacillus rhamnosus
atteint la phase stationnaire aux alentours des 500 min d“incubation. Notons qu“en présence
de glucose la croissance de la souche probiotique est supérieure a celles observées avec
d“autres substrats carbonés (FOS et inuline). Par ailleurs, bien que 1“effet observé sur la
croissance du probiotique soit inférieur a celui produit par le glucose, 1“amélioration de la
croissance de Lactobacillus rhamnosus constatée en présence de 1“inuline et des FOS est
considérée comme significative et traduit bien un caractére prébiotique de ces
oligosaccharides. En effet, on considere que 1“accroissement de croissance des probiotiques
d“au moins 0,1 unité d“absorbance (densité¢ optique) apres 16 h de culture correspond a un
effet prébiotique de la solution (ou polymere) testé (Saad et al., 2013). Le potentiel
prébiotique de la fraction PSPN de Plantago notata peut €tre comparé avec les croissances
mesurées en présence de prébiotiques commerciaux (FOS). Une croissance significative de la
souche de L. rhamnosus a ainsi €té observée avec les milieux de culture MRS supplémentés
avec PSPN. Ces résultats ont démontré la capacité de ce polymeére a étre métabolisé par les
lactobacilles, témoignant de son potentiel prébiotique. Ces résultats sont en accord avec par
exemple ceux mentionnés par Hu et al. (2013) concernant la fermentation des polysaccharides

de graines de P. asiatica par les bactéries intestinales.
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5 Conclusions et perspectives

Ce travail de thése a été réalisée en cotutelle entre le Laboratoire de Protection des
Ecosystémes en Zones Arides et Semi-arides de la Faculté de Sciences de la Nature et de la
Vie de 1"Université Kasdi-Merbah Ouargla (Algérie) et 1“axe Génie des Procédés Energétique
et Biosystemes de 1“Institut Pascal (UMR CNRS 6602) de 1'Université Clermont Auvergne
(France). Son objectif était dextraire et de caractériser la structure, les propriétés physico-
chimiques et le potentiecl biologique des polysaccharides de deux plantes spontanées a
caractére médicinal de Sahara Septentrional Est Algérien: Plantago notata Lagasca

(Plantaginaceae) et Urginea noctiflora Batt.Trab (Liliaceae).

Les polysaccharides hydro et alcali-solubles présents dans les diftérents tissus des plantes ont
été extraits de fagcon séquentielle et leurs compositionsbiochimiques ont été déterminées par
des méthodes colorimétriques. A 1“issue de ces investigations, l“extrait isolé¢ a partir des
graines de Plantago notata avec un rendement de 4,66% a été retenu pour sa caractérisation
structurale et physico-chimique du fait de son homogénéité, de sa nature macromoléculaire et
de sa richesse en oses totaux (85,55%). La caractérisation structurale réalisée par CPG/SM et
spectroscopie RMN 1D et 2Da permis d“identifier un hétéroxylane complexe comme seul
polysaccharide présent dans cet extrait. Ce biopolymeére est constitué d“une chaine principale
de f-(1,3 ; 1,4)-D-xylane (Xylp)substituée en positions O-2 et O-3 des résidusf-(1,4)-D-Xylp
par des chaines latérales et des monosaccharides terminaux tels que a-L-Araf-(1,3)-4-D-Xylp,

S-D-Xylp-(1,2)-4-D-Xylp, T-f-D-Xylp ou T-a-L-Araf

La caractérisation de ce polymere en régime dilué par SEC/MALLS, réfractométrie
différentielle et viscosimétrie en ligne a permis d“identifier sa masse molaireet sa viscosité

intrinséque a respectivement 2,3 x 10° g/mol et 715 mL/g.

Des analyses rhéologiques conduites en régime semi dilué ont permis de caractériser les
propriétés d“écoulement des solutions de I“hétéroxylane extrait de P. notata a plusieurs
concentrations, températures et en présence de sels. Ce polymere présente un comportement
rhéofluidifiant non affecté par la présence de sels (NaCl). L“absence de transition
conformationnelle de ce polysaccharide sous “effet de la température a pu étre corrélée avec

de faibles interactions intra- et interchaines.
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Des analyses en mode oscillatoire ont complété cette caractérisation en concluant a un
comportement rhéologique typique d“un fluide viscoélastique ayant des propriétés de gel
faible. Il est donc possible d“associer cet hétéroxylane a un épaississant au méme titre que

certaines gommes naturelles.

La recherche de certaines activités biologiques associées a cet hétéroxylane a complété
I“¢tude rhéologique. Des tests de digestibilité réalisés dans un jus gastrique artificiel a
différents pH et pour différentes concentrations en polysaccharides ont clairement mis en
évidence la résistance de 1"hétéroxylane de P. notata aux pHs acides tels que ceux rencontrés
dans 1“estomac humain. Cette caractéristique, propre aux fibres alimentaires, est indispensable
pour assurer leur intégrité jusqua l“arrivée dans I“intestin gréle ou elles peuvent étre
fermentées par le microbiote intestinal. Dans le cadre de cette étude, une souche de
Lactobacillus rhamnosus référencée a été choisi comme bactérie probiotique modele afin
d“¢tudier la fermentescibilité des polysaccharides de P. notata et de les comparer avec des
prébiotiques commerciaux tels que I“inuline et les FOS. Les résultats obtenus ont montré tres
clairement que 1“utilisation de polysaccharides de graines de P. notata permet la croissance de
Lactobacillus rhamnosus qui les utilise comme substrat carbone en conditions anaérobies, au
méme titre que les FOS ou 1“inuline. Ce résultat justifie ainsi 1“utilisation traditionnelle de

cette plante en Algérie comme laxatif.

Finalement, ces travaux ont donc conduit aux caractérisations structurale et physico-chimique
d“un hétéroxylane extrait a partir des graines de P. notata. Les rendements d“extraction
importants associés a la possibilit¢ de collecter des graines des Plantaginacées en grande
quantité dans le Sahara Septentrional Est Algérien font de cette plante un bon candidat pour la

production d“¢paississants et de composés a activité prébiotique.
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Résumé

L*&ude des polysaccharides de Plantago notata Lagasca. (Plantaginaceae) et Urginea noctiflora Batt. et Trab
(Liliaceae), deux plantes spontanées a caractére médicinal récoltées au Sahara Septentrional Est Algérien, a
permis d“isoler plusieurs fractions polysaccharidiques hydro- et alcali-solubles. Les analyses de la composition
globale de ces fractions ont montré que 1“extrait des graines de P.notata est la fraction la plus riche en oses
totaux (85,55 %). Cette étude a consisté essentiellement en a définir les conditions d“extraction des
polysaccharides hydro solubles, a en identifier la structure, a en caractériser les propriétés physico-chimiques et a
explorer les activités biologiques. Ce travail a conduit a 1“identification d“un hétéroxylane de haute masse
molaire (2,3 x 10° g/mol). Ce polysaccharide est constitué¢ d““une chaine principale de 5-(1,3)-D-Xylp et 5-(1,4)-
D-Xylp substituée en positions O-2 et O-3 de f-(1,4)-D-Xylp par des chaines latérales et des monosaccharides
terminales comme o-L-Araf~(1,3)-5-D-Xylp, p-D-Xylp-(1,2)-4-D-Xylp, T-Xylp ou T-Araf. L“analyse physico-
chimique de ce polysaccharide dans des régimes dilués et semi-dilués a montré que 1*hétéroxylane présente un
comportement rhéofluidifiant, ayant des propriétés de gel faible. La mise en ceuvre de la digestibilité de cette

hétéroxylane a conduit a I“obtention d*un polymeére non digestible avec des propriétés prébiotiques.

Mots clés : Polysaccharides, mucilages, hétéroxylanes, plantes spontanées, potentiel biologique, Sahara.

Abstract

The study of polysaccharides of Plantago notata Lagasca (Plantaginaceae) and Urginea noctiflora Batt. and
Trab (Liliaceae), two spontaneous medicinal plants harvested from East Septentrional Algerian Sahara, allowed
to isolate several hydro-and alkali-soluble polysaccharides fractions. Chemical composition analyses of these
fractions showed that P.notata seeds extract was the fraction that have the highest neutral sugars composition
(85.55%). In this study we have defined an extraction procedure to collect water-soluble polysaccharides and
characterized their structure, prior to investigate their physico-chemical properties and biological activities.
Structural analyses have revealed that P.notata polysaccharide is a heteroxylan with a backbone composed of /-
(1,3)-D-Xylpand $-(1,4)-D-Xylp. The backbone might be highly branched, through O-2 and O-3 positions of S-
(1,4)-D-Xylp by various side chains and terminal monosaccharides such as a-L-Araf~(1,3)-f-D-Xylp, f-D-Xylp-
(1,2)-4-D-Xylp, T-Xylp or T-Araf. The physico-chemical analysis of this polysaccharide in dilute and semi-
diluted regimes showed that this heteroxylan exhibited a molecular weight of 2.3 x 10° g/mol and a pseudoplastic
behavior. The use of the digestibility of this heteroxylan has led to the production of a non-digestible polymer

with prebiotic properties.

Keywords: Polysaccharides, mucilages, heteroxylans, spontaneous plants, biological potential, Sahara.
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