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INTRODUCTION GENERALE

Depuis I'Antiquite, I'nomme n'a pas cessé de rechercher dans la nature les différentes sources
qui lui permettent de subvenir a ses besoins nutritionnels, vestimentaires et aussi médicinaux
(Karou et al,. 2005). Au fil du temps, les connaissances expérimentales accumulées ont permis aux
différentes civilisations de prendre les plantes comme une source essentielle de médicaments
(Boutaghane 2013).

Actuellement, dans les pays du tiers monde en particulier, la phytothérapie occupe encore
une place importante. La flore végétale de ces pays reste assurément riche et prometteuse, tant dans
la perspective de découvrir de nouvelles especes botaniques que de trouver de nouvelles molécules
ayant une activité thérapeutique. Des recherches scientifiques ont été développées pour 1’extraction,
I’identification et la quantification de ces composés a partir des différentes sources telles que les

cultures agricoles et horticoles ou les plantes médicinales (Messai et al,. 2010).

Le pin pignon (Pinus pinea L.) est l'un des neuf principaux fruits a coque especes dans le
monde. Etant endémique du bassin méditerranéen, il a une grande importance économique. Les
pignons de pin sont traditionnellement commercialisés et consommés (Evaristo et al,. 2013). En
Algeérie, le pin pignon est une essence forestiere présente sous forme de reboisement. Il occupe une
superficie totale de 3506 ha, la plus grande surface se trouve dans le massif de Djebel Ouahch
(Touaba and Alatou 2017). La graines de Pinus pinea L. sont hautement nutritifs et présentent une
composition chimique intéressante (Evaristo et al,. 2013). La plupart des travaux réalisés sur cette
graine ont porté sur I'étude phytochimique et notamment sur sa fraction lipidique (Nergiz and

Dénmez 2004). A notre connaissance, il n'y a pas d'études antérieures sur leurs polysaccharides.

Les polysaccharides présents dans la plupart des organismes vivants, se trouve dans les
algues, les animaux et principalement dans les végetaux. Au cours des derniéres années, les
polysaccharides naturels ont suscité de plus en plus d'attention pour des activités pharmacologiques
intéressantes sans entrainer d'effets secondaires significatifs. 1l est rapporté que des polysaccharides
isolés a partir de différentes ressources naturelles présentaient des activités anti-tumorales,
analgésiques, immunomodulatrice, radioprotectrice, antidiabétique, hépatoprotectrice, antivirale,
antifatigue, antioxydantes et anti-inflammatoire (Chen et al,. 2019, Wang et al,. 2018, Jeddou et
al,. 2016). Ces activités biologiques des polysaccharides sont étroitement liées a leurs structures
chimiques (Jeddou et al,. 2016).
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Dans ce contexte, I'objectif de la présente étude s‘articulera en trois grandes parties

- La premiere partie, est consacrée a l'étude bibliographique de la plante P. pinea L., sa
taxonomie, sa description botanique, sa distribution géographique, sa composition
biochimique, sonutilisation et ses activités biologiques ainsi qu'un apercu bibliographique sur
les polysaccharides (biosynthese, structure, propriétés fonctionnelles et activité biologique).

- La deuxiéme partie traitera la description du matériel et des méthodes utilisés, d’ou nous nous
sommes fixés plusieurs objectifs, a savoir :

+ La préparation de des extraits polysaccharidiques.

+ La quantification des sucres et protéines totaux des extraits.

+ L'analyse des extraits par spectroscopie infrarouge a transformée de fourier (IRTF).

+ L'évaluation des propriétés fonctionnelles et activités biologiques de I'extrait

polysaccharidique.
Enfin, dans la troisiéme partie, nous avons rapporté les résultats obtenus entre autre les

rendements d'extractions, les teneurs en sucres et protéines totaux, les spectres IRTF des extraits et
I’étude de différentes activités biologiques et propriétés fonctionnelles des extraits des graines de

Pinus pinea L.
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l. Généralités sur le pin pignon

Le Pin pignon (Pinus pinea L.), est un arbre qui peut atteindre 30 m de hauteur et plus de 6
m de circonférence. De croissance lente, sa longévité est d’enivrent 200 a 250 ans (Touaba and
Alatou 2017). C'est une espece dont la silhouette est trés caractéristique a tous les ages. Les jeunes
pins ont un port en boule qui est pratiguement unique. A I'dge adulte, la croissance en hauteur
diminue, tandis que les branches maitresses continuent a s'allonger latéralement, donnant ainsi a
I'arbre son aspect typique de parasol (Loulou 1978). Les arbres perdent les branches les plus basses
par élagage naturel (Touaba and Alatou 2017).

La croissance est monocyclique avec les rameaux primaires d’un gris verdatre. Le
rhytidome, initialement écailleux est brun rougeatre, devient crevassé et se divise en plaques
grandes et longues, d’un gris plutét clair avec une couleur rouge cannelle a I’intérieur(Touaba and
Alatou 2017).

Figure 1: Ecorce de pin pignon(Touaba and Alatou 2017)

Les aiguilles, d’un vert glauque, réunies sur les rameaux sont généralement fasciculés par
deux, longues de 10 a 20 cm et épaisses de 1,5 a 2 mm. Flexibles et dentelées, avec un apex pointu
souvent jaunatre, elles tombent la 3eme ou la 4eme année(Touaba and Alatou 2017).Les
bourgeons sont cylindriques, pointus avec des écailles réfléchies, d’un brun clairfrangées de blanc ;
ils ne sont pas résineux. La période de floraison est comprise entre mai et juin(Touaba and Alatou
2017).

Le pinus pinea L. produit des fruits a maturité qui sont des cones (pomme de pin ou pigne)
solitaires (rarement réunis par 2 ou 3), arrondis, ovoido-conique, de 8 a 14 cm de long et de 7 a 10
cm de large d’un brun roux brillant. Ils possédent des écailles en écusson renflé, a ombilic peu
saillant, contenant des graines noiratres, grosses a coque ligneuse sont groupées par deux a la base

de chacune des écailles renfermant des amandes ailées comestibles (pignons) (Adili 2012).
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Figure 2: Bourgeons et de pin pignonFigure 3: Aiguilles de pin pignon

(Touaba and Alatou 2017)(Touaba and Alatou 2017)

Figure 4:cbne avec graines de pin pignon Figure 5 : pignons(Adili 2012).

Le systeme racinaire du pin pignon, poussant sur des sols sableux, comprend initialement
une racinepivotante avec peu de racines latérales ; ces derniéres colonisent les couches
superficielles du solavec un développant horizontal, et se subdivisent de maniniere plus ou moins
dichotomique donnant finalement naissance a un systéme d’exploration du sol,complexe et
multistratifié(Adili 2012).

Le pin pignon suscite un intérét croissant, non seulement en raison de sa rusticité, de sa
différence par rapport a la nature chimique du sol, de son systeme racinaire tres développé, de son
bois de qualité, mais surtout en raison de sa fructification qui fait I’objet de transactions
commerciales annuelles dont la valeur dépasse parfois largement celle de la production de bois
(Touaba and Alatou 2017).
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I.2.Présentation de I’espéce Pinus pinea L.

1.2.1. Taxonomie

Le nom latin de I’espéce est Pinus pinea L. connu aussi sous le nom de Pinus sativa, le nom
commun le plus utilisé est le pin pignon mais d’autres appellations sont utilisées comme pin
parasol, pin franc, pin bon, pin d’Italie, pin de pierre (Lim 2012). Le nom « pin méditerranéen» a
aussi été propose du fait de la large répartition géographique de cette espece sur le pourtour du
bassin méditerranéen (Nakhoul 2020).

Cette espece appartient a la famille des Pinacea (sous famille des Pinoidae). Les botanistes
ont établi, sur des bases différentes, plusieurs divisions du genre Pinus. Il est divisé en trois sous
genres; Strobus, Ducampopinus et Pinus (Price 1989).Le sous-genre Pinus est a son tour divisé en
6 sections dont la section Pinea comprenant uniquement 1’espéce Pinus pinea L. La position
taxonomique du pin pignon est la suivante (Gaussen 1982, Ozenda 1991) :

» Embranchement : Spermaphytes
Sous Embranchement : Gymnospermes
Classe : Coniféropsidae
Ordre : Coniférales

Famille : Pinaceae

YV V. V V V

Genre : Pinus
> Espéce : pinea
Le nom arabe : _» sially a3l
Le nom kabyle :
P. pineaL.est une espéce isolée des autres espéces méditerranéennes et difficile a classer en

raison de son incompatibilité au croisement avec tous les autres pins (Mirov 1967).

1.2.2. Distribution géographique

0,

% Ladistribution géographique dans le monde

La superficie totale couverte par le Pin pignon dans le monde est estimée a 600 000 ha. L'aire de
diffusion de P. pinea L comprend la région méditerranéenne septentrionale, de la péninsule Ibérique
a I'Anatolie jusqu'aux cotes méridionales de la mer Noire, ou, dans certains secteurs, I'espece est

probablement indigene (Touaba and Alatou 2017).

R/

« La distribution autour du bassin méditerranéen

La distribution du pin pignon dans la région Méditerranéenne a été extrémement affectée par de

nombreux changements dans les pratiques d'utilisation du sol et par de nombreux échanges, en
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raison de I’intérét économique de 1’espeéce durant différentes périodes de 1’histoire. Par exemple, en

Italie, les moines chrétiens ont introduit le pin pignon sur la cote adriatique.

Le pin pignon est trouvé principalement dans la région nord et orientale du bassin
méditerranéen, du Portugal a la mer noire et a la cote de 1’ Asie de 1’Ouest. Il occupe une superficie
totale dans le monde estimée a plus que 700 000 ha avec une distribution centrée dans le Bassin
Méditerranéen(Nakhoul 2020).

Figure 6: la distribution du pin pignon dans le bassin mediterranéen (Adili and Balandier 2013).

En Turquie, les peuplements naturels couvrent de vastes zones pres de la mer de Marmara,
de la mer Egée, en Turquie méridionale et sud oriental. (Anatolie, régions de Kozak et de
Smyrne).(Akkemik 2000, Agrimi 1993).

En Gréce,Pinus pinea pousse dans les régions suivantes : Tles de Créte, les Tles Egéennes, les

fles loniques et la région de Marathon (Agrimi 1993).

En ltalie, I’espéce est répandue surtout le long des cotes, surtout le long du littoral de la

Toscane et du Latium(Nakhoul 2020).

En France, Le Pin pignon constitue des petits peuplements plus ou moins réguliers. Ils sont
rarement spontanés. En général, il s’agit de peuplements d’origine subspontannée ou artificielle.
Les peuplements sont presque purs ou mixtes avec le pin maritime. On le trouve jusqu’a une
altitude de 400-600m (Nakhoul 2020).

En Espagne, il occupe la plus grande superficie avec un peu plus de 442.000 ha, dont a peu

pres 200.000 ha d’origine naturelle. Le Pin pignon, qui se trouve ici dans son aire optimale, ne
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dépasse pas 1000 m d’altitude. En Andalousie, il pousse au niveau de la mer ; dans les régions

centrales il s’approche de sa limite écologique en se mélangeant au pin maritime, tandis qu’en basse

altitude, il se mélange au pin d’Alep(Nakhoul 2020).

Au Liban, Les peuplements de pin pignon sont bien répandus au Liban mais sont
particuliérement abondants sur 1’ouest du Mont-Liban.lls se distribuent de la zone cétiére jusqu’a
1650 metres d’altitude. Les études menées sur la surface totale couverte par le pin pignon au Liban

ont montré des résultats un peu contrastés (Nakhoul 2020).

Au Portugal, Il couvre 3% de la superficie forestiére totale (83 900 ha) mais la superficie avait
augmenté de 10 % au cours des derniéres 10 ans. Bien que se produisant dans tout le pays, la
majeure partie de la zone est située dansle sud ou le climat et le sol permettent un rendement plus
élevé des cbnes commerciaux. Les 17 stands utilisés pour la sélection des arbres pour
I'échantillonnage destructif sont situés au centreet le sud du Portugal couvrant la plupart des P.

pinea diffusion au Portugal (Correia et al,. 2010).

®,

% Ladistribution en Afrique

Le pin pignon n'existe pas a I'état spontané dans tout le nord de I'Afrique ; toutefois cette
absence ne s'explique pas facilement, étant donné sa diffusion dans la Méditerranée occidentale de
toutes les autres especes euro-ibériques. L'introduction du pin pignon en Afrique du Nord est
relativement récente méme si certains auteurs n'excluent pas I'nypothese de sa présence dans le

passé a I'état spontané(Lehout 2008).

En Tunisie, le pin pignon occupe actuellement 20000 ha environ sur les dunes littorales,
dans les subéraies dégradées et dans le maquis. Il a été utilisé pour la premiere fois en 1904 sur les
dunes du Rimel (Bizerte) et dés 1930 a Dar chichou (Cap Bon) et Tabarka(Touaba and Alatou
2017).Vu sa trés grande plasticité vis-a-vis du sol, il est utilisé comme essence principale dans les
reboisements de fixation des dunes littorales du Nord-Ouest, Nord et Est de la Tunisie (Tabarka ;
Saouania ; Nefza ; Sidi Mechreg ; Kef Abbed Sejenane ; Bechateur ; Oued Damous ; la Corniche ;
Rimel ; ElI Azib ; Ras Djebel, Raf Raf, Ghar EI Melh, Cap Bon) et dans des reboisements de
production(Adili 2012).

Au Maroc, entre 1955 et 1992, des plantations de pin pignon ont été réalisées principalement
au nord du payset le long des régions cotiéeres. Les reboisements les plus importants sont surtout
localisés dans la région de Tanger, Larache et Tétouan. La superficie totale des reboisements est de
I’ordre de 9000 ha(Jaouadi et al,. 2021).

]
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+ Répartition en Algeérie

Les plantations de Pin pignon ont été réalisées entre 1935 et 1974, couvrant une superficie
totale de 3506 ha a Meurdja, a Bainem et a Meslong. Les reboisements récents sont surtout localisés
sur les dunes de Bon Achira, dans I’Est et le Nord-Est de Mostaganem, pres de Sidi Lakhdhar, ou le

Pin pignon est mélé au Pin d’Alep et a quelques Eucalyptus(Jaouadi et al,. 2021). Les wilayas

concernées sont Constantine, Bouira, Mostaganem, Médéa et Annaba(Adili and Balandier 2013).

Légende

Maden (89ha)
Annaba (276ha)
| Mostaganem (407ha)

| Bouira (486ha)
Constantine (2278ha) Ao L

Figure 7: la distribution du pin pignon en Algérie(Adili and Balandier 2013).

D’apreés les résultats de 1’inventaire forestier national (IFN) réalisé en 2008, les trois quarts
des plantations de pin pignon concerne la wilaya de Constantine. Elles sont localisées au niveau de
la région de Djebel EI Ouahch.(Touaba and Alatou 2017).

@Constantine OBouira EMostaganem BAnnaba BEMédia

89ha (2%)

276 (8

Figure 8: Répartition géographique des plantations du pin pignon en Algérie (Touaba and Alatou 2017).
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1.2.3. La composition chimique
En raison de leur large éventail d’utilisations médicinales, les graines de pin ont fait d’objet

de plusieurs études phyto-chimiques dans le but d’identifier ses principes actifs.

Les résultats obtenus montrent que les graines de P. pinea L. récoltées sur des arbres
cultivés dans macrozones géographiques, différentes par leurs conditions climatiques et de
croissance, présentent de bonnes propriétés nutritionnelles et saines. Tous les pignons de pin
récoltés constituent une source adéquate de nutriments et de bioactifs qui justifient clairement leur
inclusion dans le cadre d'une alimentation saine, dans laquelle ils contribuent a renforcer les effets
bénéfiques sur la santé(Tableau I) (Lutz et al,. 2017).

Table I: Teneur des graines de pin pignon en lipides, en acide gras, en flavonoides, en protéines, et en
phénols totaux (Nergiz and Dénmez 2004).

Teneur des Teneur en acide gras (g/1009) Teneur en Teneur en Teneur en
lipides en flavonoides protéines polyphénols
. Acide Acide Acide .
(%) ) o Ny (mg/g) (#) | totaux (mg/g)
oléique linoléique palmitique
44.9 38.6 47.6 6.49 1.42 31.6 7.99

1.2.4. Usage et propriétés biologiques de pin pignon

Le pin pignon fournit un bois de qualité qui est trés résineux et résistant a I’humidité. 1l est
principalement employé pour les pilotis, le bois de mine,la charpente, le sciage pour menuiserie
grossiére et emballages, la laine de bois, la trituration pour les panneaux, la pate a papier ou la

cellulose, ainsique dans les constructions navales(Sbay and Abourouh 2006).

En plus de la production du bois, les pinédes sont plantées le long des cotes pour constituer
desbrise-vents destinés a protéger, les terrains agricoles, les infrastructuresroutiéres et les
agglomérations urbaines, contre les vents marins et lessables(Sbay and Abourouh 2006).

I joue un rdle extrémement important dans la lutte contre 1’érosion dans les
régionsmontagneuses et dans la fixation des dunes littorales grace a son systéme racinaire tres bien
développé (Sbay and Abourouh 2006).

Le pin pignon est egalement utilise pour I'amélioration des formationsdegradées du maquis
permettant le développement d'une nouvelleformation végétale et 1’enrichissement de paysage,

favorisant ainsi ledéveloppement d’activités récréatives et touristiques (Agrimi 1993).
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Outre ces utilisations, le pin pignon est bien connudepuis I’antiquité pour ses amandes tres

appréciés en patisserie et encuisine(Sbay and Abourouh 2006).

1.2.4.1.Utilisation traditionnelle et activités biologiques

Le pin pignon est une plante qui est également utilisées en medecine traditionnelle comme
reméde naturel pour plusieurs maladies dont un effet sur la fatigue (Kadri et al,. 2015). Les pignons
de pin pignon sont tres riches en acide oléique, un acide gras mono-insaturé qui contribue a abaisser
le niveau des LDL (mauvais cholestérol),sans affecter les HDL (bon cholestérol) et les
triglycérides.Elles sont bénefiques pour les personnes atteintes de maladiescardiovasculaires.
L’huile des graines de pin pignon apporte duphosphore, du fer et de la vitamine B1, trés importante
pour les systemesnerveux et musculaire. C’est une huile qui est qualifié de diététique carelle
possede une action coupe-faim grace a 1’acide pinolénique. Elle estaphrodisiaque et utilisée pour le
traitement de certains ulcéres del’estomac(Sbay and Abourouh 2006). Le pin pignon a un effet
anti-age, anti-inflammatoire, antinéoplasique, antibactérien, immuno-modulateur, lié a son effet sur
I’activité de la cyclo-oxygénase et enfin a aussi un effet anticancéreux et aussi ’huile de graines de
pin pignon a été signalée comme une source importante d’antioxydants naturels (Kadri et al,.
2015).

Il.  Généralités sur les polysaccharides

Les polysaccharides, également appelés glycanes, sont des polymeéres condenses de trés haut
poids moléculaires. Ils sont composés de longues chaines d'unités de monosaccharides (oses). Leur
hydrolyse compléte, a l'aide d'acidesou d'enzymes spécifiques, libere leurs monosaccharides ou
oligosaccharides qui les composent. Ils sont proviennent de différentes sources. Ils peuvent provenir
de plantes supérieures, de champignons, d’algues et de bactéries (Srivastava and Kulshreshtha
1989). Leursprincipaux roles dans l'organisme est de stocker 1'énergie (tels que I’amidon ou
leglycogéne) ou de fournir un support structurel (cellulose ou chitine). Enfin, certains poly-
etoligosaccharides peuvent étre impliqués dans des processus de communication
cellulaire(reconnaissance structurale, régulation de fonctions métaboliques, et mécanismes de
défense). lls sont le plus souvent constituées d’hexoses et/ou de pentoses liés les uns aux autres par
des liaisons O-glycosidiques (Chouana 2017).

On distingue les homopolysaccharides constitués d’un seul type d’oses et des
hétéropolysaccharides constitués de plusieurs oses. Ces polymeéres peuvent étre linéaires mais
également ramifiés. Lorsque plusieurs monosaccharides sont présents au sein de ces structures, c’est
I’0se majoritaire suivi du suffixe « ane » qui donne son nom au polysaccharide. Les oses plus

minoritaires seront associés ensuite a ce nom(Chouana 2017).




Partie | Synthése bibliographique

Les polysaccharides ont été largement étudiés et utilisés pour leurs propriétés
technofonctionnelles dans les secteurs pharmaceutiques, cosmétiques, de 1’industrie papeticre,
agroalimentaire, et dans I’extraction pétroli¢re (Liu et al,. 2015). Plus récemment, 1’utilisation des
polysaccharides en tantqu'agents bioactifsa 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 and Zhang 2009).
L’isolement, la purification et 1’utilisation des polysaccharides dépendent de leurs caractéristiques

structurales mais également des matrices biologiques ou ils sont présents(Yang and Zhang 2009).

11.1. Les polysaccharides des végétaux
Les polysaccharides se trouvent principalement dans les plantes et les algues qui produisent

plus de 90 % des polysaccharides totaux existant sur la terre. Sur la base de leur rélebiologique, ils
peuvent étre classés en trois catégories : polysaccharides structuraux, polysaccharides de réserves

d’énergie et exsudats, gommes ou mucilages (Di Donato 2015).

11.1.1. Les polysaccharides structuraux
Les parois cellulaires des plantes vertes et d'autres eucaryotes photosynthétiques sont

constituées de polysaccharides essentiels a la croissance, au développement et a la défense des
cellules. La plupart des parois cellulaires présentent une micro-architecturale composée de
polysaccharides fibrillaires tels que la cellulose, un hydrogel de pectine et de lignines (polymeére

non glucidique) (Chouana 2017).

11.1.2.Les polysaccharides de réserves
Les plantes stockent des polysaccharides comme réserve. Les plus importantes de ces

réserves sont les amidons, les fructanes, les mannanes et les galactomannanes(Chouana 2017).

11.1.3. Les exsudats et gommes ou mucilages

Les gommes et les mucilage ont certaines similitudes c’est pour ¢a la différence entre les
deux reste aujourd'hui encore ambigle, les premiéres sont plutét 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).Le terme "gomme" est utilisé pour décrire un groupe de
polysaccharides d'origine naturelle, ce sont généralement des hétéropolysaccharides partiellement
anioniques qui trouvent des applications industrielles généralisées en raison de leur capacité, soit a
former des gels et a stabiliser des émulsions (Jani et al,. 2009).

Les gommes sont des produits exsudés suite a une blessure de la plante ou en raison de
conditions défavorables comme la sécheresse (formation extracellulaire) (Jani et al,. 2009).
Les mucilages sont généralement des produits normaux du métabolisme, formes al'intérieur de la

cellule (formation intracellulaire), sont produits sans dommage pour laplante (Jani et al,. 2009).
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Les polysaccharides constituant ces mucilages sont souvent polaires et tres hydrophiles, de
tres hautes masse molaires, hautement ramifiés et composés de différents monosaccharide (Petera
et al,. 2015).Un des composants majeurs des mucilages est la pectine (Wu et al,. 2009).

Le role physiologique du mucilage n’est pas négligeable Puisqu’il permet a la plante
d’absorber et stocker des quantités hydriques importantes. En casde besoin, la libération progressive
de I’eau vers d’autres tissus est possible en période desécheresse. Inversement, en présence de
quantités d’eau trop importantes, le gonflement du mucilage peut entrainer 1’éclatement des tissus
(Jani et al,. 2009).

11.2. La biosynthése et la structure des polysaccharides des graines oléagineuses
11.2.1. Le mucilage

11.2.1.1. Biosynthese

Les mucilages sont des complexes de polysaccharide formés du sucre et d'acides uroniques;
les mucilages d'unités forment des masses collantes dans I'eau, sont en général de composition
hétérogene (Divekar Varsha and Mohan 2010).

Les mucilages sont généralement des produits normaux du métabolisme, formés a l'intérieur
de la cellule (formation intracellulaire) et/ou sont produits sans dommage pour la plante. Le
mucilage est obtenu par une hydrolyse enzymatique (pectinase) et une précipitation au sulfate
d'ammonium. Cette fraction est principalement composée d’une chaine de p-(1,4)-D-glucane (61,1
%)(Chouana 2017).

11.2.1.2. Structure
Les polymeéres constitutifs des mucilages sont en général des xylanes ou des dérivés
pectiques et renferment le plus souvent des oses neutres (xylose, arabinose, galactose, rhamnose) et

des acides uroniques (acide galacturonique, acide glucuronique) (Delattre et al,. 2015).
11.2.2. Les arabinoxylanes

11.2.2.1. Biosynthese

Les arabinoxylanes (AX) appartiennent au groupe des polysaccharides faisant partie de la
famille des xylanes. Les xylanes sont des hémicelluloses constituant les parois primaires et
secondaires des monocotylédones.Les AX sont composés d'une chaine linéaire de xyloses liés en -
(1,4) avec des substitutions d'arabinoses liées en a-(1,3) et/ou a-(1,2) et pouvant présenter des
substitutions de D-galactose, de L-fucose et de résidus, pour la plupart, non terminaux, non
réducteurs. Dans le mucilage séminal du lin, ces AX semblent présenter beaucoup plus de
ramifications que ceux présents dans les parois des végétaux. La formation du squelette de xyloses

li¢ en B-(1,4) s'effectue par des (1-4)-pB-xylosyltransférases utilisant de I'UDP-xylose comme
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substrat. Les substitutions peuvent étre faites par des arabinosyltransférases-pdans les graines de lin,
les ESTs codant pour les rhamnose synthases et les xylosidases ont montré des expressions
specifiques dans les téguments des graines de lin durant le stade globulaire et le stade torpille(Acket
2015).

11.2.2.2. Structure

Les AX sont constitués d’une chaine principale d'unités D-Xylopyranose (xylose) liées en -
(1—4). Les substituants arabinosyl sont en positiona-(0-2) ou a-(0O-3) des résidus xylose (mono-
substitution). Les résidus xylose peuvent également étre disubstitués par deux résidus arabinose en
positions a-(0-2) eta-(0-3) (Zhang 2012).
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Figure 9 : La structure des arabinoxylanes(Ebringerovéa 2005).

11.2.3. Les xyloglucanes

11.2.3.1. Biosynthése
Les xyloglucane (XG) sont synthétisés au niveau de I'appareil de Golgi avant d’étre déposés sur

la paroi cellulaire. Les résidus Glc de la chaine principale et les unités Xyl sont assemblés puis les
monosaccharides additionnels viennent décorer ces structures. A la sortie de cette chaine
d'assemblage les XG sont délivrés au niveau de la membrane par exocytose des vésicules de
sécréetion golgiennes pour former une matrice pariétale poreuse assemblée autour des fibres de
cellulose. La synthése nécessite l'intervention d’un certain nombre d'enzymes qui sont des protéines
membranaires de type Il constituées de trois domaines, un domaine N-terminal, un domaine
transmembranaire et une extrémité C-terminal comportant le site catalytique de I'enzyme (Mkedder
2012).

La formation de la chaine principale est assurée par une P-(1-4)-glucane synthase qui
catalyse la formation des liaisons osidiques entre des résidus Glc, elle est supposée localisée au
niveau de 1’appareil de Golgi et spécifique de certaines hémicelluloses.Des résidus Xyl sont ensuite

greffés aux résidus Glc par I'intermédiaire des xylosyltransférases. Ces enzymes ont la capacité de

.



Partie | Synthése bibliographique

former des branchements en a-(1,6) sur le squelette de la chaine linéaire -(1,4)-glucane. Les XGs
B-galacosyltransférases, permettent ensuite la liaison des résidus Gal sur le Xyl et dans certain type
de xyloglucane, des résidus Fuc sont reliés aux résidus Gal sous l'action des XG a-(1,2)-
fucosyltransférases(Mkedder 2012).

11.2.3.2. Structure

Tous les XG sont constitués d’un squelette de B-(1,4)-D-glucane ramifié par des résidus Xyl
liés en a-(1,6). Jusqu'a 75 % des résidus de la chaine B-(1,4)-D-glucane peuvent étre ramifiés. Les
résidus xyl peuvent étre en outre substitues par des chaines latérales de B (1,2).(Chouana,2018). La
diversité structurelle de ce type d’hémicellulose est créée par la distribution du xylbranches le long
de la chaine principale(Ebringerova 2005).

% HOHO -
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Figure 10: Structure des xyloglucanes (Ebringerovéa 2005).

11.3. Les propriétés fonctionnelles des polysaccharides

Les polysaccharides présentent des criteres intéressants, Ce sont des polymeres naturels,
hydrosolubles, biodégradables et biocompatibles.lls ont deux réles importants : un réle de structure
et un rble de réserve(Rasolohery 2007).Les polysaccharides sont couramment utilisés comme
épaississants, stabilisants, gélifiants et agents de liaison dans les industries alimentaire,
pharmaceutique et cosmétiques. Les xylanes présentent des caractéristiques physico-chimiques tres
différents comme leurs solubilités dans l'eau, viscosités, propriétés gélifiantes ou encore leurs
propriétés d’hydratation (Benaoun 2017).1ls sont connus et utilisés dans 1’alimentaire pour leurs
propriétés remarquables en solution, notamment epaississantes (ex : la gomme de guar, la
carboxyméthylcellulose) et gélifiantes (ex : 1’alginate, la pectine, 1’agar). Précisant d’une part que
I’épaississement d’une solution de polysaccharide nécessite I’établissement d’enchevétrements non-
spécifiques entre les chaines du polysaccharide qui se présentent sous formes de pelotes statistiques

en solution. Ce processus dépend d’une maniere générale de plusieurs parametres tels que : la
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nature du polysaccharide, la concentration d’étude, la masse molaire, la température et/ou le

pH(Kouassi 2017).

11.3.1. Exsudats et mucilages

Les gommes et les mucilages ont certaines similitudes. Le terme "gomme" est utilisé pour
décrire un groupe de polysaccharides d'origine naturelle qui trouvent des applications industrielles
géneralisées en raison de leur capacité, soit a former des gels et a stabiliser des émulsions. Cette
gomme contient une fraction, de tragacanthine, constituant environ 8-10 % de la gomme, est soluble
dans l'eau. L'hydrolyse de cette gomme donne de I'acide galacturonique, du D-galactopyranose, du
L-arabinose, du D-rhamnose et du D-xylopyranose. Elle est également utilisée comme agent

émulsifiant, de suspension et d'épaississement et de liaison (Chouana 2017).

11.3.2.Les galactomannanes

Les galactomannanes sont des épaississants purs comme les alginates. lls forment des
solutions dont la viscosité augmente avec la masse et la concentration moléculaire et diminue
de facon réversible avec I’¢élévation de la température. Ces solutions ont un comportement
pseudo-plastique : la solution parait figée au repos mais devient souple avec agitation(Kouadri and
Satha 2018).

11.4. Les propriétés biologiques des polysaccharides extraits des plantes

Les polysaccharides sont des macromolécules importantes par leurs effets thérapeutiques
remarqués dans différents typesde maladies traitées par les plantes, utilisées en médecine
traditionnelle a travers le monde(Boual et al,. 2015).

La diversité structurale des polysaccharides confére a ces macromolécules de nombreuses activités
biologiques (Colliec-Jouault et al,. 2004).

Des rapports récents ont révélé que les activités biologiques des polysaccharides sont
étroitement liées a la conformation et la structure de leur chaine, notamment a sa composition
chimique, a son poids moléculaire et a son degré de ramification. (Fedail et al,. 2016).Egalement,
grace a leurs propriétés interactives et régulatrices, les polysaccharides participent au contrdle de
I’activité cellulaire (prolifération, différenciation, adhésion et migration) mais aussi de 1’activité de
nombreuses enzymes (Colliec-Jouault et al,. 2004).

Dans cette section, nous présenons de maniére non exhaustive les principales activités
biologiques des polysaccharides des végétaux, a savoir les activités antioxydantes, antivirales, anti-

inflammatoires, immunomodulatrices et prébiotiques.
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11.4.1. Activité Antioxydante

Les especes réactives de l'oxygene, telles que les radicaux hydroxyles et le peroxyde
d'hydrogene, sont souvent générés spontanément dans la cellule vivante au cours du métabolisme et
jouent un réle important dans la signalisation cellulaire.L'oxydation induite par les radicaux libres
peut entrainer une désintégration de la membrane cellulaire et une degradation des protéines
membranaires. En situation physiologique, il y a un équilibre parfait entre la production d’espéces
réactives de ’oxygéne et les systémes de défenses antioxydants. On parle de stress oxydatif
lorsqu’il y a un déséquilibre profond entre antioxydants et pro-oxydants en faveur de pro-oxydants
conduisant a des perturbations cellulaires irréversibles (CAESAR 2007).

En raison de la propriété essentielle des antioxydants (piégeage des radicaux libres),des
méthodes ont été mises au point pour évaluer leur efficacité dans le piégeage des différents
radicaux, tels que les peroxydes ROO par les méthodes ORAC et TRAP ; les ions ferriques par la
méthode FRAP ; ou les radicaux ABTS, ainsi que la méthode utilisant le radical libre DPPH
(Tabart et al,. 2009).

Des études récentes ont montré que de nombreux polysaccharides naturels jouent un réle
important dans la prévention des dommages oxydatifs induits par le stress dans les organismes
vivants, ils peuvent atténuer ou supprimer les effets des espéces réactives de I'oxygéne(Gao et al,.
2015).

Chen and Huang (2019), ont signalé que l'activité biologique des polysaccharides de Panax
ginsengse manifeste principalement sous I'aspect de I'activité antioxydante. En outre, il a été signalé
que les polysaccharides de Potentilla anserine protégent les cellules de souris contre les dommages
oxydatifs causés par les espéces réactives de I'oxygeéne (Liu et al,. 2018).
11.4.2.Activité anti-inflammatoire

L'inflammation est la réponse défensive vitale déclenchée par le systeme immunitaire
contre diverses agressions qui peuvent étre d'origine physique, chimique, biologique (réponse
immunitaire) ou infectieuse (Ndiaye et al,. 2006).

Cette reaction est souvent bénéfique mais il arrive parfois qu'elle endommage les cellules et
les tissus (Taflin et al,. 2010).Le processus inflammatoire comprend l'activation des phagocytes
conduisant a la libération de mediateurs chimiques tels que les prostaglandines, le facteur de
nécrose tumorale et les interleukines (Abd EI-Ghffar et al,. 2018).

Un effet anti-inflammatoire a été observé in vivo chez des rats Wistar males nourris avec les

polysaccharides d’Astragalus constitué d’une chaine de type glucane (Chouana 2017).

11.4.3. Activité immunomodulatrice

L’immunomodulation est définit comme l'action des substances qui peuvent stimuler,
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supprimer ou moduler les composantes de systeme immunitaire inné ou adaptatif (Chen et al.,.
2017), afin de prévenir ou de traiter les maladies.Les polysaccharidesimmunomodulateurs sont
capables de stimuler simultanément les différentes composantes desystéeme immunitaire. Ce qui leur
confére différentes proprietés thérapeutique, notamment despropriétés anti-tumorales et anti-
inflammatoires (Sanchez 2006). Au cours des dernieres annees, les activités immunomodulatrices
de polysaccharides dérivés de plantes ont suscité une attention croissante (Nie et al,. 2018).

Biophytum petersianum Klotzsch est une plante médicinale contenant deux polysaccharides
(AG-1 et AG Il) qui présentent une activité immunomodulatrice qui stimule les leucocytes, les
macrophages et les cellules dendritiques. Ces polysaccharides induisent aussi une légére activité sur
les cellules T, B et les NK (Angone et al,. 2010).

Un polysaccharide immunostimulant, qui présente une grande proportion d'arabinoxylane, a
également été isolé a partir de feuilles de Hordeum vulgare L.. Le polysaccharide a stimulé
I'activité des macrophages, ce qui montre que ce polysaccharide a un role dans I'expression de
I'activité immunomudulatrice. Les auteurs ont souligné que l'activité immunomodulatrice est

probablement liée a la complexite structurelle de I'arabinoxylane (Kim et al,. 2017).

11.4.4. Activité antiviral

Les maladies infectieuses virales mettent gravement en danger la santé humaine. Dans la
recherche de médicaments antiviraux efficaces, les chercheurs ont trouvé que les polysaccharides
ont une bonne activité antivirale (Chen and Huang 2019).

Les polysaccharides obtenus a partir d 'Azadirachta indica agissent contre le poliovirus PV-1
en inhibant la phase initiale de la réplication virale (Faccin-Galhardi et al,. 2012). En outre, le
polysaccharide extrait des feuilles de rhizophora apiculata a été évaluée dansdes systemes de
culture cellulaire, pour son activité contre les virus de l'immunodéficiencehumaine et simienne
(Premanathan et al,. 1999).

11.4.5. Activité prébiotique

Le terme prébiotique désigne « un ingrédient alimentaire non digestible qui améliorent la
santé de I'h6te en stimulant sélectivement la croissance et/ou Il'activité métabolique d'un ou d'un
nombre limité de bactéries bénéfiques dans le cdlon » (Gibson and Roberfroid 1995).donc, Le
concept de prébiotiques est défini par certains critéres tels que la résistance a l'acidité gastrique, a
I'nydrolyse par des enzymes des tractus digestifs de mammiféres et a I'absorption gastro-intestinale
(Cani et al,. 2009).

L’effet prébiotique des polysaccharides hydrosolubles des feuilles de malva parviflora L.
sur Bifidobacterium longum est notable (Boual et al,. 2015).De plus,I’inuline, les fructo-

oligosaccharides dérivés de la racine de chicorée, les arabinoxylo-oligosaccharides dérivés du son
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de blé, les xylo-oligosaccharides et les galacto-oligosaccharides, se sont avérés présenter de tres

bonnes propriétés prébiotiques (Singdevsachan et al,. 2016).
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l. Matériel

I.1. Matériel végétal
Dans la présente étude, la partie expérimentale a été entreprise sur des graines de Pinus

pinea L. qui ont été achetées sur un marché local a Blida.

1.2. Sang
Les échantillons de sang utilisés pour I'étude de l'activité anti-hémolytique ont été prélevés

sur des volontaires sains qui n‘avaient pas pris des médicaments anti-hémolytiques récemment.

1.3. Réactifs et produits chimiques
Les produits chimiques et les réactifs utilisés dans les différents compartiments de cette

étude sont de grade analytique, fournis par Sigma-aldrich, Prolabo et Biochem.

1. Méthodes

11.1. Préparation de la poudre végétale et délipidation
Les graines de P.pinea L. ont été soigneusement nettoyées et séchées a l'air libre. Les
pignons de pin séchés ont été finement broyés a I'aide d'un broyeur électrique et conserves dans des

récipients hermétiques jusqu’a la délipidation.

Pour éliminer la fraction lipidique, la poudre des pignons de pin broyée a été soumise a une
délipidation a I'aide d'un extracteur soxhelt utilisant le n-hexane comme solvant a un rapport solvant
: échantillon de 10:1 (v/m). La délipidation a été effectuée pendant 6h a 40°C. La poudre délipidée a
été laissee sous la hotte afin d'aspirer completement le solvant, puis tamisée a travers un tamis de

200um et stockée dans des récipients hermétiques a -20°C (Cheikh-Rouhou et al., 2006).
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Figure 11: Photographies originales des graines seches de P. pinea L. (a) et montage de soxhlet utilisé pour
la délipidation (b).

11.2. Préparation de I'extrait polysaccharidique

L'extraction des polysaccharides a été effectué comme décrit par Abbou et al. (2020) en y
apportant quelques modifications. Une masse de 5g de poudre délipidée a été mélangée avec 60 ml
d'eau distilée, le mélange a été chauffé a 60°C pendant 1h avec une agitation constante a 200 rpm.
Le mélange a été refroidi en emergenat le bécher dans de I'eau glacé puis centrifugé a 8000g
pendant 15 min. le surnageant a été récupéré et concentré dans une étuve a 45°C jusqu’a ce que le

volume soit réduit au tiers du volume initial.

> Précipitation des polysaccharides

Afin de precipiter les polysaccharides, trois volumes d'acétone ont été ajoutées a la solution
concentrée et laissée au réfrigérateur (4°C) pendant 24h. les polysaccharides précipitées ont été
récupérées par centrifugation a 8000g pendant 15 min. les polysaccharides récupérées ont été bin

rincés a I'eau distillée et lyophilisés.
> Déprotéinisation des polysaccharides

La déproteinisation des polysaccharies a été réalisé en utilisant la méthode de CaCl,(Chen
et al., 2018). Les polysaccharies ont été remis en suspension dans de I'eau distillée (1:20 m/v) et le
pH de la suspension a été ajusté a 8.0 et chauffée a 85°C. Du CaCl; a été ajouté a la suspension a
une concentration de 5% (m/v), puis mélngé et porté a ébullition pendant 30 min. aprés
refridissement, le mélange a été filtré et le pH a été ajusté a 7.0 et re-précipité avec de I'acétone de

la méme maniére que décrit ci-dessus.

E
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5g de la poudre @ 60 ml d’eau distillé
Incubation Au bain marie 60c°-1h
Centrifugation 8000rpm-12min
Concentration
Précipitation @ Par "acétone
centrifugation 8000rpm-10min
Rincage Avec I’eau distillé
Les polysacch_ar_it%es Les pglysacg:h_arides 5 Par CaCl,
non déprotéinisé déproteinisé
Récupération du
culot
précipitation > Par P’acétone
Centrifugation (6000 rpm & 15min)
Iyophilisation
yop v

Figure 12 : Protocole expérimental de I’extraction des polysaccharides des pignons de pin(Abbou et al.,
2020; Chen et al., 2018)

11.3. Rendement d'extraction
Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée apres lyophilisation, et exprimé en
pourcentage (%) par rapport a la masse initiale de la poudre soumise a I’extraction. Le rendement

d'extraction des polysaccharides avant et aprés la déproteinisation est calculé suivant la formule ci-
dessous (Maran et al., 2013) :

[ % Rendement d’extraction = [(M-My) / m] x 100 ]

Avec :
M : Masse de I'extrait polysaccharidique avant et apres la déproteinisation.

Mo : Masse initial de la poudre délipidée.
11.4. Dosage de sucres et des protéines totaux

11.4.1 Dosage de sucres totaux
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» Principe

Si les sucres sont présents sous forme de sucres libres, comme des poly- ou
monosaccharides, ou liés comme des glycoprotéines ou des glycoplipide, I'acide concenré dans le
réactif d'Anthrone les hydrolyse d'abord en composant mononsaccharides. De méme, l'acide
sulfirique (H2S,0,) catalyse ensuite la déhydratation des monosaccharides pour fomer du furfural (a
apartir de pentoses) ou de I'hydroxyl fufrfural (a partier d'hexoses). Le furfural ou I'nydroxyl
furfural formé se condense avec deux molécule de naphtol provenant du réactif Anthrone pour
former un complexe bleu-vert. Ce complexe peut ensuite étre quantifié en mesurant I'absorbance a

une longuer d'onde de 620 nm dans un spectrophotomeétre(Morris, 1948).

» Mode opératoire

Le réactif d'’Anthrone a été fraichement préparé en dissolvant 0,2 g d'Anthrone dans 100 ml

d'acide sulfirique concentré.

Un volume de 1000 pl de réactif danthrone a été ajouté a 200 pl des extrait
polysaccharidiques déprotéinisé et non déprotéinisé (préparés avec des dilutions convenables). Les
mélanges ont été vortexés et incubés a 90°C pendant 17 min. apres refroidissement, les absorbances

ont été mesurées a 620 nm (Yemm and Willis, 1954).

La teneur en sucres totaux des extraits polysaccharidiques a été calculée a partir d'une

courbe d'étalonnage linéaire établie avec des concentrations précises de glucose (Annexe I).

11.4.1 Dosage de protéines totaux

» Principe

La méthode de Bradford utilisée pour le dosage des protéines est basée sur le changement de
couleur du bleu de Coomassie lorsqu’il forme des complexes avec les acides aminés basiques
(arginine, histidine, lysine) et les acides aminés hydrophobes présents dans les protéines. Les
formes cationiques (libres) du réactif sont rouge-marron. La forme anionique du reactif correspond
a la forme liée aux protéines. L’absorbance est proportionnelle a la quantité de protéines dans
d’échantillon(He, 2011).

» Mode opératoire

Le réactif de Bradford a été préparé en dissolvant 100 mg de bleu de coomassi G-250 dans
50 ml d'éthanol absolu et 100 ml d'acide phosphorique, le volume final a été porté a 1L avec de

I'eau distillée.
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Un volume de 1000 pl du réactif de Bradford a été ajouté a 20 pl de chaque extrait
polysaccharidique préparé avec des dilutions convenables. Le mélange a été vortexé et I'absorbance
a été mesurée aprés 5 min d'incubation a 595 nm (Bradford, 1976).Une courbe d'étalonnage établie

par la BSA (Annexe I1) a été utilisée pour la quantifiction des protéines.

11.5. Analyse des extraits polysaccharidiques par IRTF
Les spectres infrarouges des extraits polysaccharidiques deprotéinise et non déprotéinisé ont

été enregistrés dans la région spectrale 4000-400 cm-1 a l'aide d'un spectrophotomértre IRTF.

11.6. Evaluation des propriétés fonctionnelles
Les propriétés fonctionnelles de I'extrait polysaccharidique déprotéinisé des graones de P.
pinea L. ont été évaluées en déterminant sa solubilité, ses propriétés émulsifiante et moussante ainsi

que sa capacité de rétention d'eau/huile.

11.6.1. Solubilité

La solubilité a été évaluée comme décrit par Zhu et al. (2017)avec quelques modifications.
Une masse de 0.1 g d'extrait a été placé dans un tube chonique et pesé. Un volume de 10 ml d'eau
distillée a été ajouté au tube suivi d'une incubation a 90 min. Chaque 30 min, le mélange a été
vortexé pendant 5 s. la suspensiion a été centrifugée a 8000g pendant 15 min, le surnageant a été

éliminé et le tube a été séché dans une étuve a 55°C et pesé a nouveau.

La solubilité a été mesurée comme suit:

Solubilité (%) = (Mo—My) / Mo X100

Avec .
M; : Masse du résidu séché.
Mo : masse initial de I'extrait polysaccharidique.

11.6.2. Capacité de rétention d'eau/huile

Les capacités de rétention d'eau et d'huile ont été détrminées comme décrit parZhu et al.
(2017). Une masse de 0,5 g d'exrait polysaccharidique a été mise dans un tube chonique, pesé et 10
ml d'eau/huile a été ajoutée au tube; les melanges ont été incube pendant 90 min en les vortex toutes
les 30 min pendant 5 s. Les mélanges ont ensuite été centrifugés et les surnageant ont été éliminé.

Les tubes ont été séchés dans une étuve a 55°C et pesé a nouveau.
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La capacité de rétention d'eau/huile a été mesurée comme suit:

Avec - [ capacité de rétention d'eau/huile (g9/g) = (M1—Mg) / Mg X100 ]

M; : Masse du résidu séché.
Mo : Masse de tube aprés séchage.

11.6.3. Propriétés émulsifiantes

La capacité émulsifiante et la stabilité d'émulsion ont été évaluées comme décrit par Wang
et al. (2018)avec quelques modifications. Un volume de 10 ml de la suspension polysacharique a
une concentration de 0,5 % (m/v) a été mixé avec 3 ml d'huile de tournesol a l'aide d'un mixeur
éléctrique a une vitesse de 10000 rpm pour 5 min. le mélange a été centrifugé a 1000g pendant 10

min. la capacité émilsifiante a été mesurée comme suit :

[ Capacité émulsifainte (%) = (volume d'émulsion/ volume total) x100 ]

La stabilité d'émulsion a été déterminée en chaffant I'emulsion a 80°C pendan 30 min suivi
par une centrifugation a 1000g pendant 10 min. la stabilité d'émulsion a été calculé par la formule

suivante:

[ Stabilité d'émulsion (%) = (volume d'émulsion final/ volume total) x100 ]

11.6.3. Propriétés moussantes

La capacité moussante et la stabilité de la mousse ont eté évaluees comme décrit par Wang
et al. (2018)en y apportant quelques modifications. La suspension polysaccharique a une
concentration de 1% (m/v) a été homogénésié a l'aide d'un batteur éléctrique pour 5 min. le volume
de la mousse a été mesuré a 0 min pour détrminer la capacité moussante de I'extrait et a 30 min pour

déterminer la stabilité de la mousse aprés 30 min de repos a température ambiante.

La capacité moussante et la stabilité de la mousse ont été calculées comme suit :

[ Capacité moussante (%) = (volume de mousse initial/ volume total de suspension) x100 ]

[ Stabilité de la mousse (%) = (volume de la mousse final/ volume total de suspension) x100 ]
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11.7. Evaluation des activités biologiques
11.7.1. Evaluation de I'activité antioxydante

Le test de piégeage du radical libre ABTS et le test de la réduction de fer (FRAP) ont été les
tests in vitro réalisés afin d'évaluer I'activité antioxydante de I'extrait polysaccharidique

déprotéinisé.

11.7.1.1. piégeage du radical libre ABTSe*
> Principe

Le test ABTS mesure l'activité relative des antioxydants a piéger le radical ABTS™ généré
par une réaction entre le sel ABTSe" et persulfate de potassium. La réduction du radical
ABTS "qui a une couleur bleu verte par des antioxydants donneurs d'hydrogéne est caractérisée par

la décoloration du mélange (Djeridane et al., 2006).

Figure 13: Formation et piégeage du radical ABTS+ par un antioxydant donneur de He(Marc et al., 2004).

» Mode opératoire

La capacité de I'extrait polysaccharidique a piéger le radical ABTS a été réalisée comme
décrit par Re et al. (1999)avec quelques modifications. La solution mere d'ABTS comprenait une
solution d'ABTS de 7 mM et une solution de persulfate de potassium de 2,45 mM préparées dans de
I'eau distillée. La solution de travail a ensuite été préparée en mélangeant les deux solutions a des

volumes égales et en les laissant réagir pendant 16h a I'obscurité et a température ambiante.
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Une solution fraiche d'/ABTS diluée a été préparée en melangeant 2 ml de solution meére

avec 200 ml d'éthanol absolu pour obtenir une absorbance de 0,700 a 734 nm.

Une série de concentration de l'extrait polysaccharidique a été préparée (1, 2, 4, 6, 8 et 10
mg/ml) et un volume de 25 pl de chague concentration a été ajouté a 750 ul de solution ABTS
fraichement préparée. Apres 10 min d'incubation a l'obscurité, I'absorbance du mélange a été
déterminée a 734 nm. L'activité des antioxydants synthétiques (Acide ascorbique, BHT et BHA) été

comparée a celle de I'extrait.

> Expression des résultats

L’activité antioxydant a été exprimée en pourcentage d’inhibition du radicale ABTS" selon

la formule suivante :

Pourcentage d'inhibition du ABTS (%) = [(A¢-A1) / Ag] x 100

Avec :
Ao : Absorbance du contrdle (sans extrait).

A; : Absorbance du test (avec extrait ou standard).

L'IC50 représente la concertation d'extrait qui neutralise 50% du radical d'ABTS. L'IC50 a
été déterminée a partir de la courbe de variation du pourcentage d'inhibition en fonction des
concentrations de I'extrait. La valeur d'IC50 la plus faible correspond a I'efficacité de I'extrait la plus
élevée (Boubekri, 2014).

11.7.1.2. Pouvoir réducteur de fer

» Principe

La méthode de FRAP est basée sur la réduction de I'ion ferrique Fe® en ion ferreux Fe?*. La
présence d'agents réducteurs dans les extraits des plantes entraine la réduction du complexe
Fe**/ferricyanure en forme ferreux. Par conséquent, le fe** peut étre évalué en mesurant et en
suivant l'augmentation de la densité de la couleur bleu cyan dans le milieu réactionnel & 700
nm(Dudonne et al., 2009).

» Mode opératoire

Le pouvoir réducteur des extraits a été déterminé comme décrit par Oyaizu (1986). Un
volume de 80 pl d’échantillon préparé a des différentes concentrations (1, 2, 4, 6, 8 et 10 mg/ml) a
été melangé avec 250 pl de tampon phosphate (0,2 M ; Ph=6,6) et 250 ul de ferricyanurede

potassium [K3Fe(CN)g] a 1%. Apres une incubation a 50 °C pendant 20 minutes, un volume de 250
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ul d’acide trichloracétique (TCA) a 10 % a été ajouté au milieu réactionnel afin de stopper la
réaction, les tubes ont ensuite été centrifugés a 3000 rpm pendant 10 minutes. Ensuite, 500 ul du
surnageant de chaque tube a été mélangé avec 100 pl d’une solution de FeCl3 a 0,1% et laissé au

repos a I’abri de la lumiére pendant 10 minutes avant de mesurer les absorbances a 700 nm.

> Expression des résultats

un pouvoir réducteur élevé de I'extrait testé correspond & une augmentation de I'absorbance
dans le milieu réactionnel (Beddou, 2015). Le pouvoir réducteur de I'extrait polysaccharidique a été
compare a celle de I'acide ascorbique, BHT et BHA.
11.7.2. Evaluation de I'activité anti-hémolytique

Le pouvoir de I'extrait polysaccharidiques des graines de P. pinea L. a empécher I'hémolyse

induite par un stress osmotique et thermique a était I'objectif de cette étude.

11.7.2.1. Préparation de la suspension érythrocytaire

La suspension érythrocytaire a été préparée en centrifugeant le sang collecté a 3000 rpm
pendant 10 min et en préparant a partir du culot (globule rouge), aprés I'avoir lavé 3 fois avec du
tampon phosphate (PBS) (pH 7,5, Nacl 0,9%), une suspension érythrocytaire a 2% (GRh : PBS).

Figure 14: photo originale de la suspension érythrocytaire préparée

I1.7.2.2. Effet protecteur de I’extrait vis-a-vis d’un stress osmotique
L'exposition de I’érythrocyte a un stress hypotonique aboutit a la lyse de sa membrane, ce
qui conduit au relargage de I'némoglobine. L'objectif du présent test est d'évaluer I’effet protecteur
de l'extrait polysaccharidique vis-a-vis des cellules erythrocytaires ayant subi ce stress osmotique
par des solutions du PBS supplémentées par du NaCl a différentes concentrations (0,5, 0,7, 0,9 %).
» Mode opératoire
Le pouvoir protecteur de 1’extrait polysaccharidique vis-a-vis de I’hémolyse induite par un

stress osmotique a été évalué comme décrit par de Freitas et al. (2008) avec quelques
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modifications. Un volume de 3ml de la suspension érythrocytaire a 2 % a été melangé avec 3 ml du
tampon phosphate salin (pH7.5) supplémentées avec NaCl a des concentrations variables (0.5, 0.7,
0.9 %), dans laquelle I'extrait a différentes concentrations été préparé (0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1
mg/ml).

Aprés une incubation de 30 min a 37 °C sous agitation douce, les tubes ont été centrifugés a
2000 rpm pendant 10 min et I'absorbance du surnageant a été mesurée a 540 nm.

L'activité anti-hémolytique d'acide salicylique (un anti-hémolytique de référence) a été
évaluée dans les mémes conditions opératoires que celles utilisées pour I'extrait polysaccharidique.

» Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse est calculé par la formule suivante :

[ Inhibition d'hémolyse (%) = [(A1-Ay) / Aq] x 100 ]

AVec:

A; : Absorbance de la solution hypotonique de globules rouges sans extrait.

A, : Absorbance de la solution hypotonique de globules rouges avec extrait.

e @ Yy

Figure 15 : photo originale des échantillons a différentes concentrations

11.7.2.3. Effet protecteur de I’extrait vis-a-vis d’un stress thermique

L’étude de Dactivité protectrice de 1’extrait polysaccharidique vis-a-vis de 1’hémolyse
induite par un stress thermique a été réalisée par la méthode décrite par Sakat et al. (2010). Un
volume de 3ml d'extrait a des différentes concentrations (0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1 mg/ml) préparées
dans du tampon phosphate salin (pH 7,5; NaCl 0,9 %) a été mélangé avec 3ml de suspension
érythrocytaire a 2 %, le mélange a été incubé a 56°C pendant 30 min, puis centrifuges pendant 10
min a 2000 rpm. L'absorbance du surnageant a été mesurée a 540 nm.

Le contrdle positif a été préparé en remplagant I'eau physiologique par de I'eau distillée qui

provoque une hémolyse totale.
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L'effet protecteur de I’extrait vis-a-vis d’un stress thermique a été comparé a celui de l'acide
salicylique utilisée comme un anti-hémolytique de référence.
» Expression des résultats

La protection contre I’hémolyse induite par la chaleur est calculée par 1’équation suivante :

[ Protection (%) = [100- (Accn/Aconraie)] X 100 ]

Ou:
Acch : Absorbance de I'extrait.

Acontrole - Absorbance du contrdle positif.
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l. Rendement d’extraction des polysaccharides

L'extraction des polysaccharides des graines de P. pinea L. a été suivie de leur précipitation
a l'aide de lI'acétone. Pour une purification ultérieure, la fraction polysaccharidique récupérée apres
précipitation a été soumise a une déprotéinisation. Au vu des résultats obtenus, deux fractions
polysaccharidiques, déprotéinisé et non déprotéinisé, ont été évaluées pour leur rendement
d'extraction et leur composition biochimique. Le rendement d'extraction des deux fractions

polysaccharidiques des graines de P. pinea L. est présenté dans le tableau II.

Table 11: le rendement d'extraction des polysaccharides

Taux de rendement en (%)
P. Déprotéinisé P. non déprotéinisé

1,8 + 0,122 2,06 £0,735

Le rendement d'extraction a été calculé par rapport a la masse totale de la poudre végétale
délipidée. Le rendement d'extraction le plus élevé est enregistré pour la faction polysaccharique non
déprotéinisé, soit 2,06+ 0,735 %. La fraction polysaccharidiques déprotéinisé a un rendement
d'extraction plus faible de 1.8 + 0,122%, la diminution du rendement apres la déprotéinisation par la
méthode de CaCl, indique que les protéines ont été éliminées de I'extrait. Le rendement d'extraction
de la fraction déprotéinisé est inférieur a celui rapporté par Abbou et al,. (2020) pour les graines de
P. halepensis mill., soit 2,204 %, et beaucoup plus faible pour celui des graines de Cassia
obtusifolia, soit 8,17 % (Wu et al,. 2019), et dePrunus amygdalus, soit 9 %(Dammak et al,. 2018).

La différence dans le rendement d'extraction peut étre expliquée par différentes raisons,
citant, I'état physiologique de la plante, la saison et la période de la récolte, et les différentes
conditions expérimentales. Les polysaccharides étant des métabolites primaires, ils sont souvent
utilisés comme précurseurs d'autres métabolites secondaires et comme source d'énergie. De
nombreuses conditions expérimentales peuvent affecter le rendement de I'extraction, comme le type
d'extraction, le volume d'alcool utilisé pour la précipitation, entre autres, mais le paramétre le plus
influent est la température. Une augmentation de la température d'extraction permet I'accroissement
de la solubilité et la diffusivité du soluté et de diminuer la viscosité. Cependant, la température doit
étre limitée afin d'éviter la dégradation thermique du soluté et l'extraction d'autres composants
nuisibles (Ebringerova et al,. 2003, Bousbia 2011).
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II.  Composition chimique des fractions polysaccharidiques

La composition en sucres totaux et protéines des deux extraits polysaccharidiques des
graines de pin pignons est présenté dans la figure 16. Les teneurs en protéines et en sucres totaux de
I'extrait polysaccharidique non déprotéinisé sont respectivement de 33,762 = 1,518% et 46,929 +
0,217 %, tandis que pour l'extrait polysaccharidique déprotéinisé, elles sont de 77,529+ 1,109%
pour les sucres totaux et 6,404 + 0,276 % pour les protéines. En comparant la composition des deux
extraits, il est clair que la déprotéinisation de I'extrait polysaccharidique a été réussie, la teneur en
protéines a diminué de 33,762+ 1,518% a 6,404 + 0,276 % ce qui a conduit a l'augmentation de la

teneur en sucre totaux.
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Figure 16 :Composition des fractions polysaccharidgiues en sucres totaux et protéines.

Une teneur en sucre inférieure a été rapportée pour les polysaccharides des graines de pin
d'Alep aprés déprotéinisation (65,43%)(Abbou et al,. 2020), de méme pour les polysaccharides
extraits de cones de trois especes différentes du genre Pinus, la teneur en sucre était inférieure a
celle rapportée dans notre cas avec une teneur en sucre de 41,33% pour les polysaccharides de P.
koraiensis, 33% pour ceux de P. sylverstis et 42% pour ceux de P. armandii(Xu et al,. 2012).En
revanche, une teneur en sucre plus élevée a été rapportée pour les polysaccharides déprotéinisés du
concombre (88.2 %) ainsi qu'une teneur en protéines plus faible que celle rapportée dans la présente
étude (4.7 %)(Chen et al,. 2018). Similaire a Abbou et al,. (2020)qui ont également rapporté une
teneur en protéines plus faible (1.54 %) pour les polysaccharie de P.halepensis mill indiquant que

la déprotéinisation dans notre cas était moins performante que dans leur cas.

-
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Cette variation peut étre expliquée par les différents facteurs qui peuvent influencer la
composition brute des extraits, a savoir la température, le rapport solvant/échantillon, le type de
polysaccharides et la méthode d'extraction utilisée(ZOBIRI and HAMAITI 2019).

1.  Analyse IR-TF des extraits polysaccharidique déprotéinisé et non
déprotéinisé

L'analyse infrarouge a transformée de Fourier (IR-TF) des polysaccharides extraits des
graines de Pinus pinea L. a révelé qualitativement la présence de groupes fonctionnels
caractéristiques.

La figure 17 montre les spectres IRTF des extraits polysaccharidiques déprotéinisé et non
déproteinise.

Les pics les plus intenses des extraits polysaccharidiques déprotéinisé et non déprotéinisé
sont 3293 et 3331 cm™ attribués & la vibration d'étirement des groupes hydroxyle (OH)(Branden
and Tooze 2012), les pics & 2929 et 2933 cm™ correspondent & I'adsorption C-H qui inclut CH,
CH,, et CHs(Branden and Tooze 2012, Shi et al,. 2016), les pics a 1648 et 1635cm™
correspondent aux groupes C=0 (Barka et al,. 2013).
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Figure 17 : Spectres IRTF des extraits polysaccharidiques déprotéinisé et non déprotéinisé des graines de

Pinus pinea L.
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Les pics & 1545 et 1540 cm™ne sont que des impuretés (eau, protéines ou certains
polyphénols) (Shi et al,. 2016, Lee et al,. 2015), les pics & 1110 et 1112 cm™sont spécifiques des
vibrations des liaisons C-O-C et C-O-H des structures polysaccharidiques(Schmitt and Flemming
1998). Le pic & 2354 cm™ observé dans les deux extraits est attribué au groupe amine (Ahluwalia
and Goyal 2005).

Le pic obtenu & 2857cm™, qui est présent uniquement dans le spectre de I'extrait de non
déprotéinisé, est spécifique des vibrations de la liaison C-H (Sharifian-Nejad and
Shekarchizadeh 2019).Les pics qui sont présents dans le spectre de I'extrait déprotéinisé et qui
n'existe pas dans le spectre du celui non déprotéinisé sont le pic & 1446 cm™qui désigne le groupe
C=0 (Barka et al,. 2013),le pic & 1319cm™qui peut étre considéré comme spécifique de la vibration
d'élongation du groupe carboxylate, tandis que le pic a 991 cmindique la présence d'esters de
sulfate (SO) (Shi et al,. 2016).

La différence dans les spectres est liée a la présence et a I'absence de la fraction protéique.

IV. Propriétés fonctionnelles de I'extrait polysaccharidique déprotéinisé

IV.1. Solubilité et capacité de rétention d'eau et d'huile
La solubilité, la capacité de rétention d'eau et la capacité de rétention d'huile de I'extrait

polysaccharidique déprotéinisé sont représentées dans le tableau I11.

La solubilité des échantillons peut affecter les interactions polysaccharide-polysaccharide et
polysaccharide-eau. D'aprés le tableau 111, I'extrait polysaccharidique déprotéinisé des graines de
P. Pinea L. a une solubilité de 100 %, ce qui indique que I'extrait polysaccharidique est soluble

dans I'eau.

La température de l'extraction a été signalee comme affectant la solubilité des
polysaccharides, I'augmentation de la température entraine une augmentation de la solubilité. Ceci
est d0 a la rupture des liaisons entre les molécules de polysaccharides sous l'effet de la température
qui les rend disponibles aux groupes OH de l'eau et augmente ainsi la solubilité. En outre,
I'interaction entre I'eau et les polysaccharides est influencee par la liaison hydrogene, la température
et la taille des particules(Sharifian-Nejad and Shekarchizadeh 2019, Zhu et al,. 2017).

&
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Table I11:Solubilité, la capacité de rétention d'eau et la capacité de rétention d'huile de I'extrait
polysaccharidique déprotéinisé

Solubilité (%) Capacité de rétention d'eau = Capacité de rétention d'huile
(9/9)
(9/9)
100 + 0,00 0+0,00 5,6 £0,132

La capacité de rétention d'eau des extraits de polysaccharides s'est avérée étre de 0 + 0.00

g/g, tandis que leur capacité de rétention d'huile était de 5,6 + 0,132 g/g.

La capacité de rétention d'eau représente la quantité d'eau retenue et absorbée par
I'échantillon hydraté, et elle est utilisée pour évaluer la stabilité, la texture et I'aspect sensoriel de
I'échantillon. L'incapacité des polysaccharides des graines de P. pinea L. a fixer I'eau pourrait étre
lice a leur solubilité, leur interaction avec I'eau entraine une solubilisation complete qui pourrait

expliquer leur incapacité a retenir I'eau(Zhu et al,. 2017).

La capacité de rétention d'huile, caractéristique importante des polysaccharides, est liée a
I'adsorption des composés organiques a la surface du substrat. Cette propriété fonctionnelle est
indirectement proportionnelle & la composition chimique, mais largement liée & la porosité de la

structure de la molécule plutdt qu'a I'affinité de la molécule pour I'huile(Zhu et al,. 2017).

IV.2. Proprietés émulsifiantes et moussantes
Les propriétés d'émulsion et de moussage de I'extrait polysaccharidique déprotéinisé des

graines de P. pinea L. sont présentées dans le tableau IV.

L'extrait polysaccharidique préparé a une concentration de 0,5 % a présenté une activité
émulsifiante de 27,27 + 1,061 % et une stabilité d'émulsion de 25 + 0,947 %.Les propriétés
d'émulsion des polysaccharides ont été rapportées comme étant principalement liées aux molécules
de sucre, aux composants aqueux résiduels de la protéine hydrophobe ou aux caractéristiques

rhéologiques(Wang et al,. 2018).

La stabilité de I'émulsion pendant le stockage est une caractéristique importante, elle a un
effet positif sur la stabilité physique des émulsions telle que la floculation, la coalescence et la

séparation gravitationnelle(Sharifian-Nejad and Shekarchizadeh 2019).
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Les auteurs ont rapporté que les polysaccharides, comparés aux protéines, ont une activité
émulsifiante plus faible, ce qui est di a I'hydrophilie, a la faible flexibilité et a la répétition uniforme
de I'unité constitutive du polysaccharide(Sharifian-Nejad and Shekarchizadeh 2019).

Table IV: Propriétés émulsifiantes et moussantes de I'extrait polysaccharidique déprotéinisé

Propriétés emulsifiantes Propriétés moussantes

Capacité emulsifiante  stabilité de I'émulsion ~ Capacité moussante  Stabilité de la mousse

%
o) (%) (%) (%)

27,27 + 1,061 25+ 0,947 58,33+ 1,312 24 +1,119

La capacité de moussage et la stabilité de la mousse des polysaccarides préparés a une
concentration de 1% (m/v) étaient respectivement de 58,33 + 1,312 % et 24 + 1,119 %. Il a été
rapporté qu'une capacité de moussage élevé est probablement liée a la teneur élevée en protéines
(Zhu et al,. 2017). Les propriétés de moussage sont étroitement liées a la teneur en protéines et en
sucres, au poids moléculaire, a la structure et a la présence de composés supplémentaires dans le
polysaccharide(Wang et al,. 2018). La faible stabilité de la mousse pourrait étre attribuée a
I'incapacité des polysaccharides a former un réseau qui stabilise le film interfacial(Wang et al,.
2018).

i

Figure 18:Photo représentante de la mousse formée par les polysaccharides et la stabilité de cette mousse

apres 30 min.
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Figure 19 : Photo représentante de la capacité émulsifiante des polysaccharides et la stabilité de 1’émulsion

apres 30 min.

V.  Activités biologiques de I'extrait polysaccharidique déprotéinisé

V.1. Activité antioxydante
V.1.1.Test de piégeage du radical libre ABTS

Le test ABTS est un test de décoloration applicable aux antioxydants lipophiles et
hydrophiles a différents niveaux de pH. Les résultats de l'activité de piégeage du radical ABTS de

I'extrait polysaccharidique et de I'acide ascorbique ainsi que du BHA et du BHT sont présentés dans
les figures 20 et 21.
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Figure 20 : Pourcentage d'inhibition de radical ABTS a différentes concentrations de I'extrait
polysaccharidique.
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D'apres les figures 20 et 21on observe que la capacité de I'extrait polysaccharidique ainsi
que des standards d'antioxydants synthétiques a éliminer le radial augmente avec I'augmentation de
la concentration.Le pourcentage d'inhibition (PI) de I'extrait polysaccharigiue a augmenté en
augmentant la concentration jusqu'a atteindre 19,568 + 0,451 % a une concentration de 10 mg/ml ce
qui est immensément inférieur a celui de I'acide ascorbique qui a une concentration de 0,1 mg/ml a
atteint un P1 de 84,179 £+ 1,794 % ainsi que pour le BHT et le BHA qui ont atteint respectivement
un Pl de 99,47 + 0,132 % et 99,51 + 0,274 % a une concentration de 0,8 mg/ml. Ces résultats

indiquent que I'extrait polysaccharidique ne présente pas d'activité a neutralisé le radical ABTS.

100
150

80 +« BHA
) BHT
g 60 / — I(]() »> k3 * )
- N
L S—
40 = p
50 .
20
0 0
000 002 004 006 008 0.10 0.0 02 04 0.6 0.8 1.0
concentration (mg/ml) Concentration (mg/ml)
a b

Figure 21 : Pourcentage d'inhibition de radical ABTS a différentes concentrations de I'acide ascorbique ()
et du BHA et BHT (b).

La concentration inhibitrice (ICso) est définie comme la concentration de l'antioxydant
nécessaire pour réduire ou inhiber 50% du radical ABTS en solution, les valeurs d'ICsppour le BHA,
le BHT et l'acide ascorbique sont respectivement de 0,081, 0,1 et 0,056 mg/ml, alors que pour
I'extrait polysaccharidique est indéterminée puisqu'elle n'a pas atteint unPl de 50% méme en
augmentant la concentration a 10 mg/ml (Tableau V). Plus la valeur IC50 est faible, plus I'extrait
est efficace pour neutraliser le radical ABTS(Yang et al,. 2012), d'apres les résultats obtenus,

I'antioxydant le plus efficace est I'acide ascorbique suivi du BHT et du BHA.

Table V: La concentration inhibitrice (IC50) de I'extrait polysaccharidique et des antioxydants standards

polysaccharides = Acide ascorbique BHT BHA

IC50 (mg/ml) - 0,056 0,1 0,081

-
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En comparant nos résultats avec les polysaccharides de la tige du poivron rouge, comme
dans notre cas, leur capacité a neutralisé le radical ABTS était faible, & une concentration de 10
mg/ml, ils présentaient un Pl de 38,1%(Yoo and Chang 2017). Les polysaccharides des graines de
Cassia avaient un Pl environ 62% a une concentration de 5 mg/ml (Wu et al,. 2019), tandis que les
polysaccharides d'amandes a une concentration de 1,25 mg/ml, le P1 était de 69,42%(Dammak et
al,. 2018).

L'activité antioxydante des polysaccharides isolés de différentes parties du pin coréen, cone,
aiguilles et écorce, s'est avérée plus élevée que celle rapportée dans la présente étude. A une
concentration de 8 mg/ml, le PI des trois extraits de polysaccharides était supérieure a 50 %(Zhang
etal,. 2017).

La différence dans le taux de piégeage des radicaux ABTS de notre extrait des extraits
polysccahrides de pinus koraiensis de différentes parties peut étre due a I'organe étudié, ainsi qu'a
I'espece. En général, les activités antioxydantes des polysaccharides sont liées a leur poids
moléculaires, & leur composition en monosaccharides et & leur configuration. Les monosaccharides
des polysaccharides agissent comme agent réducteur en fournissant de I'hydrogene qui se combine
avec les radicaux libres pour former des composés stables qui mettent fin a la réaction(Zhang et al.,.
2017).

En outre, les composés polyphénoliques présents dans I'extrait polysaccharidique peuvent
également contribuer a l'activité antioxydante. Dans ce cas, la faible activité antioxydante pourrait
étre liée au manque ou a l'absence totale de composés polyphénoliques dans I'extrait
polysaccharidique(Zhang et al,. 2017). La différence dans les taux d'inhibition peut également étre
attribuée a la variation des conditions de manipulation, a la qualité et a la concentration du radical
utilisé dans le test antioxydant et aux conditions expérimentales(Dudonne et al,. 2009).

V.1.2. Pouvoir réducteur de fer

Le test FRAP prend part a une réaction de transfert d'électrons dans laquelle un sel ferrique
est utilisé comme oxydant. Dans ce test, la couleur jaune de la solution testée se transforme en
difféerentes nuances de vert et de bleu en fonction du pouvoir réducteur des échantillons
antioxydants (Gulcin et al,. 2010).De nombreuses publications actuelles ont indiqué qu'il existe une
relation directe entre les activités antioxydantes et le pouvoir réducteur des composants de certaines
plantes (Bentabet et al,. 2014).
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D'apres les résultats présentés dans les figures 22, 23 et 24, il est observé que le pouvoir
réducteur de Fe* est proportionnel & la concentration, que ce soit pour le BHA, le BHT, l'acide
ascorbique ou I'extrait polysaccharidique des pignons de pin. Pour les mesures du pouvoir réducteur
des polysaccharides despignons de pin, la réduction de Fe** en Fe®" a été étudiée a différentes

concentrations (1-10 mg/ml).
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Figure 22 : Variation des DO du pouvoir réducteur de fer de I'extrait polysaccharidique.

Pour I'extrait polysaccharidique, la DO a augmenté en augmentant la concentration, elle est
passée de 0,143 + 0,001 a une concentration de 1 mg/ml a 0,3925 + 0,004 a une concentration de 10
mg/ml. En comparant ces résultats avec ceux de I'acide ascorbique, ce dernier a présenté une DO de
0,3865 +0,002 a une concentration de 0,1 mg/ml indiquant la faible activité réductrice de I'extrait

polysaccharidique étudié par rapport a un antioxydant synthétique.
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Figure 23 : Variation des DO du pouvoir réducteur de fer de I'acide ascorbique.

La méme chose est observeée pour le BHA et le BHT, l'activité réductrice des deux
antioxydants est plus élevée que celle de I'extrait polysaccharidique. Le BHA a présenté une DO de
2,4905 + 0,001 a une concentration de 0,8 mg/ml. 1l est intéressant de noter que l'activité réductrice
de le BHT est moins efficace que celle du BHA, il a présenté une DO de 0,570 + 0,004a la méme

concentration.Ces résultats indiquent que les polysaccharides des pignons de pin ont une activité

réductrice faible et peu efficace.
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Figure 24: Variation des DO du pouvoir réducteur de fer du BHA et BHT.
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On peut conclure que le pouvoir réducteur des extraits de plantes est probablement di a la
présence de groupes hydroxyles dans les composés polysaccharides qui peuvent servir de donneurs
d'électrons. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et des
inactivateurs d'oxydants.Certaines études antérieures ont également montré que le pouvoir réducteur
d'un composé peut servir d'indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle

(Bougandoura and Bendimerad 2012).

V.2. Activité anti-hémolytique
V.2.1. Effet protecteur de ’extrait vis-a-vis d’un stress osmotique

Dans la présente étude, le stress osmotique dans les globules rouges a été induit par 0,5, 0,7
et 0,8 % de NaCl. Un milieu hypotonique est un milieu dans lequel la pression osmotique est
inférieure a la pression intracellulaire ; ce déséquilibre induit une diffusion d'eau dans la cellule
(milieu hypertonique) a travers la membrane.L'entrée massive d'eau dans le globule rouge conduit a
son gonflement puis a sa rupture et a la libération de son contenu cytoplasmique, notamment
I'némoglobine (phénomeéne d'’hémolyse). Ce phénomene est observé a des concentrations de NaCl

inférieures a 0,9%.

L'effet de I'extrait de polysaccharidique des graines de P. pinea L. sur la lyse osmotique des
globules rouges est déterminé en mesurant l'inhibition de I'némolyse & des concentrations
croissantes de solutions salines (0,5%, 0,7%, 0,8% de NaCl).

L'inhibition de I'hydrolyse (%) del'extrait polysaccharidique contre I'hémolyse induite par
des solutions salines a différentes concentrations est illustrée dans la figure 25, les résultats ont été

compareés a ceux de I'acide salicylique utilisé comme un anti-hémolytique de référence (figure 26).

D'apreés les figures 25 et 26, le pourcentage de protection de I'extrait polysaccharidique et de
I'acide salicylique a augmenté de maniere proportionnelle avec I'augmentation de la concentration.
L'extrait polysaccharidique, comparé & l'acide salicylique, avait une meilleure protection contre
I'hémolyse induite par des solutions hypotoniques. A une concentration de 1 mg/ml, I'extrait
polysaccharidique des graines de P. pinea L. avaient un pourcentage de protection de 98,452 +
0,788 %, 88,792 + 1.663 %et 99.405 + 0.087 % pour des concentrations de NaCl de 0,5, 0,7 et 0,9
%, respectivement, tandis que l'acide salicylique, pour des concentrations de NaCl de 0,5, 0,7 et 0,9
% et a une concentration de 1 mg/ml, avait un pourcentage de protection de 88,36 + 0.158 %,
83.445 + 0.533 % et 53.020 £ 0.316 %, respectivement.

-
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Figure 25 : Pourcentage de protection des hématies vis-a-vis du stress osmotique en fonction des différentes
concentrations de I'extrait polysaccharidique.
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Figure 26 : Pourcentage de protection des hématies vis-a-vis du stress osmotique en fonction des différentes

concentrations d'acide salicylique.

En comparant nos résultats avec des extraits aqueux dePistacialentiscuset d’Arbutus unedo,
ces derniers avaient un pourcentage de protection plus bas que I'extrait polysaccharidique de P.
pinea L.. L'extrait aqueux d’Arbutus unedoavait des pourcentages de protection de 70,78 % (0,5 %
de NaCl), 71,95 % (0,7 % de NaCl) et 76,46 % (0,9 % de NaCl), tandis que celui de Pistacia
lentiscus n'avait aucune activité jusqu'a une concentration de 3mg/ml(Moualek et al,. 2016,
Ghenima et al,. 2015).
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Il a été démontré que l'incorporation de polysaccharides dans la membrane érythrocytaire
ameliore la stabilité des érythrocytes contre la lyse hypotonique. Cette propriété peut s'expliquer par
l'augmentation du rapport volume cellulaire/surface en augmentant la membrane érythrocytaire ou
par la réduction du volume cellulaire en interagissant avec les protéines membranaires(Abbou et
al,. 2020). En outre, cet effet protecteur peut étre dd soit a la capacité des extraits a modifier le flux
de calcium dans les érythrocytes, puisque la déformabilité et le volume cellulaire des érythrocytes
sont étroitement liés a la teneur en calcium intracellulaire(Chopade et al,. 2012). Soit en se liant a
des composants membranaires, notamment des protéines membranaires, contribuant ainsi a la
régulation du volume d'eau intracellulaire en contrélant le mouvement des ions sodium et potassium
a travers des canaux protéiques (Umapathy et al,. 2010). Soit en induisant un changement ultérieur
des charges a la surface de la membrane, ce qui peut empécher l'interaction physique avec les

agents d'agrégation ou favoriser la répulsion des charges (Dhibi et al,. 2014).

V.2.2. Effet protecteur de I’extrait vis-a-vis d’un stress thermique
Les érythrocytes exposés a des températures relativement élevées, se déforment
progressivement pour devenir sphériques, et la perturbation de leurs membranes diminue leur

capacité a résister a I’hémolyse(Gershfeld and Murayama 1988).

L'effet stabilisateur de I'extrait de polysaccharidique contre la lyse des érythrocytes induite
par la chaleur est présenté dans la figure 1. Les résultats sont exprimés en pourcentage de protection

en fonction de la concentration de I'extrait et comparés a ceux de l'acide salicylique

D'aprés la figure 27, nous observons qu'en augmentant la concentration de I'extrait de 0,1 a
0,8 mg/ml, le pourcentage de protection augmente considérablement. L'extrait polysaccharidique
des graines de P. pinea L. a montré une activité anti-hémolytique importante et dose dépendante
avec un pourcentage de protection allant de 70,68 + 0,591 % a 84,055 + 2,254 %. Ces resultats sont
nettement supérieurs a ceux de l'acide salicylique, dont les pourcentages de protection allaient de
42,16 + 1,504 % a 77,27 + 0,501 %.

La méme efficacité a été rapportée pour I'extrait aqueux d’Arbutus unedo(79,66
%)(Moualek et al,. 2016). En revanche, I'extrait aqueux d'Operculina turpethum a été rapporté

comme ayant un pourcentage de protection de 42,86 %(Sharma and Singh 2013).
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Figure 27 : Pourcentage de protection des hématies vis-a-vis de du stress thermique en fonction des

différentes concentrations d’acide salicylique et d’extrait polysaccharidique.

L'effet protecteur contre la lyse des érythrocytes induite par la chaleur peut s'expliquer par
I'interaction de I'extrait avec les protéines membranaires, inhibant ainsi leur dénaturation(Lepock et
al,. 1989).

Le test d'hémolyse des érythrocytes est utilisé depuis longtemps en raison de la forte analogie entre
les membranes des érythrocytes et des lysosomes ; les deux membranes possédent une bicouche
lipidique riche en protéines (50%) et en oligosaccharides. La stabilisation ou la déstabilisation de
I'une entraine nécessairement la stabilisation ou la déstabilisation de l'autre. Compte tenu de cette
similitude, l'effet de I'extrait sur la stabilisation des globules rouges pourrait étre extrapolé a la
stabilisation de la membrane lysosomale. Cette stabilisation est importante pour limiter la réponse
inflammatoire en empéchant la libération des constituants lysosomaux(Kumar et al,. 2013).
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Le regne végétal est une source inépuisable de molécules qui peuvent présenter un trés grand
intérét dans différents domaines notamment médicinale, pharmaceutique, 1’industrie alimentaire et
cosmétique.

Notre étude est consacrée a 1’extraction des polysaccharides des pignons de Pinus pinea L,
le rendement de ces polysaccharides a été jugé comme satisfaisant.

L’activité antioxydante de I’extrait de polysaccharides a été évaluée par la méthode anti-
radicalaire (test ABTS) et la méthode de pouvoir réducteur (FRAP) dont les résultats montrent que
I’extrait possede une tres faible activité antioxydante.

Pour I’étude de Dactivité anti-hémolytique les résultats montrent que [’extrait de
polysaccharides posséde un effet protecteur relativement important vis-a-vis de I’hémolyse induite
par un stress osmotique et thermique. Nous pouvons dire ainsi que I’extrait exprime un effet
stabilisateur de la membrane du globule rouge.

Dans un second volet de notre étude, nous avons étudié les propriétés fonctionnelles de notre
extrait polysaccharidique et on a trouvé qu’ils ont une bonne capacité de rétention d’huile (5,6 +
0,132 g d’huile / g d’échantillon) et n’ont pas une capacité de rétention d’eau, ce qui confirme son
hydrosolubilité (100 + 0,00 %), ils possedent aussi un pouvoir émulsifiant (27,27 + 1,061%) et
moussant (58,33 + 1,312 %) considérable.

Ces résultats restent préliminaire, des études complémentaires sont nécessaires pour
comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires de cet effet anti-hémolytique, et pour
connaitre aussi les caractéristiques structurales qui permettent aux polysaccharides d’avoir ces
propriétés fonctionnelles.

Ces études doivent étre orientées vers I’identification qualitative et quantitative des
composés polysaccharidiques présents dans cet extrait par des techniques analytiques plus
performantes telles que la HPLC et la Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de

masse.
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Annexe N°1
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Figure 01 : Courbe d'étalonnage de glucose utilisé pour le dosage des sucres totaux.

Annexe N°2
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Figure 02 : Courbe d'étalonnage de BSA utilisé pour le dosage de protéines totales.

Annexe N°3

Préparation des solutions de travail :
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» Solution de PBS : Préparée en mélangeant progressivement 20 mg de KCI, 0,144 g de
NaH,PO,4 avec 24 mgKH,PO, et NaCl dans 100 ml de H,0, agitation jusqu’a la solubilisation
puis on ajuste le PH jusqu’a I’obtention d’un pH 7,4.

»  Solutions PBS a différentes concentrations de NaCl : 0,9 % de NaCl (0,9 g de NaCl dans
100 ml de PBS a pH 7.4), 0,7 % de NaCl (0,7 g de NaCl dans 100 ml de PBS), 0,5 % de NaCl
(0,5 g de NaCl dans 100 ml de PBS).



Résumé

Dans le présent travail, la teneur totale en polysaccharides et en protéines, lI'activité antioxydante
et anti-hémolytique et les propriétés fonctionnelles des extraits de polysaccharides des graines de
Pinus pinea L. ont été étudiées. L'étude note un rendement d'extraction de 1,8 £ 0,122 % et 2,06 +
0,735 % pour les extraits polysaccharidique déprotéinisé et non déprotéinisé, respectivement. La
teneur totale en sucre des extraits polysaccharidiques déprotéinisé et non déprotéinisé était de 77,529 +
1,109 % et 46,929 + 0,217 %, respectivement, tandis que leur teneur en protéines était de 6,404 +
0,276 % et 33,762 + 1,518 %, respectivement. L'extrait polysaccharidique étudié a montré de bonnes
propriétés fonctionnelles, il a une bonne solubilité dans I'eau, une bonne capacité de rétention d'huile
et des capacités moussantes et émulsifiantes. L'activité antioxydante évaluée par le test anti-radicalaire
ABTS a indiqué que I'extrait a un pourcentage d'inhibition de 19,568 + 0,451 % et une valeur DO de
0,3925 £ 0,004 pour le test de pouvoir réducteur FRAP, ce qui implique la faible activité de I'extrait et
son inefficacité. Les tests d'inhibition de I'némolyse osmotique et de I'némolyse induite par la chaleur
ont révélé que l'extrait de polysaccharide a une bonne activité anti-hémolytique.

Mots clés: polysaccharides, Pinus pinealL., activité antioxydante, activité anti-hémolytique, propriétés
fonctionnelle.

Abstract

In the present work, the total polysaccharide and protein content, antioxidant and anti-hemolytic
activity and functional properties of the polysaccharide extracts of Pinus pinea L. seeds were studied.
The study notes an extraction yield of 1.8 + 0.122% and 2.06 + 0.735% for the deproteinized and non-
deproteinized polysaccharide extracts, respectively. The total sugar content of the deproteinized and
non-deproteinized polysaccharide extracts was 77.529 + 1.109% and 46.929 + 0.217%, respectively,
while their protein content was 6.404 + 0.276% and 33.762 + 1.518%, respectively. The studied
polysaccharide extract showed good functional properties, it has good water solubility, good oil
retention capacity and foaming and emulsifying capacities. Antioxidant activity evaluated by ABTS
anti-radical assay indicated that the extract has a percentage inhibition of 19.568 + 0.451% and an OD
value of 0.3925 + 0.004 for FRAP reducing power assay, implying the low activity of the extract and
its inefficiency. The osmotic hemolysis and heat-induced hemolysis inhibition tests revealed that the
polysaccharide extract has good anti-hemolytic activity.

Key words: polysaccharides, Pinus pineaL., antioxidant activity, anti-hemolytic activity, functional
properties
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