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Etude de I’activité antioxydante in vitro et I’activité laxative in vivo
des polysaccharides extraits du Laurus Nobilis L.

Résumé

On a abordé dans cette étude 1’activité antioxydant in vitro et I’activité laxative in
vivo des polysaccharides extraits du Laurus Noblis L. par I’cau chaude (décoction)la plante
de Laurus Noblis L. est populairement connu par son usage trés rependu dans plusieurs
domaines notamment I’industrie cosmétique ,I’agroalimentaire , les pesticides et y compris le
domaine médicale, les feuilles sont utilisées dans le traitement des céphalées, les crampes
abdominales , et les inflammations articulatoires .

L’effet pharmaceutique de cette plante reléve de ces composantes naturelles actives tel
que les polysaccharides, qui ont gagnés une grande importance dans le domaine de la
recherche scientifique vu leur efficacité anti-tumorale, anti-inflammatoires, anticoagulante,
antioxydante, immunomodulatrices et hypatoprotectrice.

Cette étude a respecté les étapes suivantes :

Premiérement 1’extraction des polysaccharides par 1’eau chaude (décoction) du Laurus
Nobilis L. dont le taux de rendement des polysaccharides bruts est estimé a 2.27 et celui des
polysaccharides purs est 27%. Ensuite en a entrepris 1’étude de I’activité antioxydant via trois
tests : le test de piégeage du radical libre DPPH, le test du pouvoir réducteur PR, et le test de
piégeage du radical hydroxyle OH' , les résultats obtenu de ces tests ont montré que le taux
d’inhibition du DPPH est :(1C5,=0,983% 0,08), celui du test de PR :( 1C5,=26014), et le test du
OH :( IC50=2.5). Finalement pour étudier I'activité laxative sur des souris de laboratoire on a
divisé sur trois lots : lot 1 témoins négatifs, lot2 témoins positifs(Lactulose), et lot3 extrait des
polysaccharides, ce qui a révélé que les polysaccharides ont une activité semblable en
comparaison aux témoins positifs(Lactulose). Les résultats de cette étude proposent que les
polysaccharides extraits par I’eau chaude des feuilles de Laurus Nobilis L. Ont des facteurs
antioxydants, et laxatifs.

Les mots clés : ’activité antioxydante, 1’activité laxative, les polysaccharides, Laurus Nobilis
L.



A Study of antioxidant activity in vitro and laxative activity in vivo
of polysaccharides extracted from Laurus Nobilis L.

Abstract

In this study, we have tackled the antioxidant activity in vitro and the laxative activity
in vivo of the polysaccharides extracted from Laurus Noblis.L by hot water (decoction). The
plant of Laurus Nobilis L. is commonly known by its extensive use in several Fields including
the cosmetics industry, food industry, pesticides and the medical field, its leaves are used in
the treatment of headaches, abdominal cramps, and articulatory inflammations.

The pharmaceutical effect of this plant is due to its natural active components such as
polysaccharides, which have scored great importance in the scientific research field given
their anti-tumor, anti-inflammatory, anticoagulant, antioxidant, immunomodulatory, and
hypatoprotective efficacy.

This studywent through the following steps:

First, the extraction of the polysaccharides by hot water (decoction) from Laurus
Nobilis.L. Whose rate of the crude output of polysaccharides is estimated at 2.2% and the
pure polysaccharides is 2%. Then the study has undertaken the examination of the antioxidant
activity through three tests: The DPPH free radical scavenging test, the PR reducing power
test, and the hydroxyl OH' radical scavenging test, and the results obtained from these tests
showed that the rate of inhibition of DPPH was: (IC50 = 0.983 * 0.08), that of the PR test:
(IC50 = 260 + 4), and the OH test was: (IC50 = 2.5). Finally, to study the laxative activity in
Laboratory mice was divided into three lots: lot 1 negative controls, lot 2 positive controls
(Lactulose), and lot 3 extracted polysaccharides. Which revealed that the polysaccharides had
a similar activity compared to positive controls (Lactulose).

The results of this study suggest that polysaccharides extracted by hot water from
Laurus Nobilis leaves. L  have antioxidant, and laxative  factors.

Key words: antioxidant activity, laxative activity, polysaccharides, Laurus Nobilis L.



Une plante médicinale est toute plante renfermant un ou plusieurs principes actifs
capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies. Certaines plantes contenant toute une
gamme de matieres efficaces, peuvent avoir des actions trés différentes suivant leur mode de

préparation (Gomes et al., 2012).

Les plantes ont toujours formé la base des syst&mpkistiqués de la médecine
traditionnelle, elles existent depuis des milliers d'années et continuent d'apporter a I'humanité
de nouveaux remedes, et selon l'organisation mondiale de la santé (OMS), environ 65- 80%
de la population mondiale dans les pays en développement, en raison de la pauvreté et du
mangue d'accés a la médecine moderne, dépendent essentiellement des plantes médicinales
traditionnelles pour leurs soins de santé primaire. Malgré les remarquables progrés en chimie
organique de synthése du vingtieme siécle, plus de 25% des médicaments prescrits dans les
pays industrialisés tirent directement ou indirectement leurs origines des fNawasan et
al., 2000 ; Calixto, 2005).

La majorité de la population, surtout en Afrique, utilise les remédes décrits par les
tradipraticiens, ce qui apparait comme une alternative a la médecine chimique et résout un

grand probleme socioéconomique (Angone et al., 2010).

Parmi les plantes médicinales largement utiliséesalieus nobilis L. ou le laurier
noblea retenu notre attention en raison de son abond#aree le pourtour méditerranéen en
plus de son usage fréguent dans notre pays vu ses propriétés thérag@atimuect al.,
2007 ; Beloued, 2005).

Le Laurus nobilis L. pousse dans les lieux humides ombra@gsrin, 2001), ses
feuilles comportent plusieurs composants chimiques tels que les alcaloides iso quinoléiques,

les composeés phénoliques et les polysaccharides (mucilage, pectine) (Beloued, 2005).

Lors de notre travail de mémoire, nous nous intéresserons exclusivement aux
polysaccharides contenus dans les feuillekalmus nobilis L., ces derniers sont connus pour
leurs propriétés anticoagulantes, immunodulatrice, anticancéreuse, antivirale, anti-

inflammatoire, antioxydant et laxative.

Les polysaccharides (PS) sont des produits de condené&éonelly et al., 2013).
ils sont obtenus par différents procédés d’extraction en fonction du type de PS recherché
(Somaet al., 1982 ; Gwada et al., 1980).




Introduction Générale

Apres extraction, deux des principales activités des PS sont recherchées, a savoir,
I'activité antioxydant (retarder ou empécher I'oxydation des substrats oxydéblesgje,
2002) et I'activité laxative (traitement de la constipation) (Capat§&aginella, 1997).

Notre travail s’articule donc en deux grandes patrties :

- La partie théorique présente une revue de littérature sur des généralités sur les

polysaccharides et les études réalisées antérieurement.

- La partie pratique porte sur I'extraction des PS du laurier noble et I'étude des deux

principales activités biologiques des polysaccharides :

« L’activité antioxydant, mesurée in vitro par piégeage des radicaux hydroxylés
OH, piégeage du radical libre DPPet lepouvoir réducteur PR.

* lactivité laxative étudiée par expérimentation animale apres administration de

I'extrait obtenu a des souris.




Chapitre 01 : Généralités sur les polysaccharides

1. Polysaccharides

Les polysaccharides (ou polyosides, ou glycanes) sont arbitrairement définis comme des
polymeres de haut poids moléculaire résultant de la condensation d’'un grand nombre de
molécules d’oses (monosaccharides). Chaque ose est lié a son est voisin par l'intermédiaire

d’une liaison glycosidique (Girouard etapierre, 2008).

Les polysaccharides sont présents chez tous les\@tants, dans les végétaux tels que :
I'amidon, la cellulose, les hémicelluloses et les pectines, dans les animaux comme le glycogene
et l'acide hyaluronique, la chitine existe aussi chez les insectes et les crustacés ; et dans les
microorganismes (bactéries, champignons, algues) comme lexanfhigdjcanes, les

carraghénanes (Ruff, 2008).

1.2. Classification des polysaccharides

Les polysaccharides existent dans la nature en nombreuses variétés, ils peuvent étre
classés selon leur composition chimique, leur fonction et/ou leur origine :
1.2.1. Leur composition chimique
Pour la composition chimique, les polysaccharides sont classés en deux types :
v" homopolysaccharides ou des homoglycanegui sont constitués d'un seul type
de monosaccharides. Par exemple : la cellulose et le glycogéne sont constitués
de glucose.
v' Les hétéropolysaccharides ou hétéroglycanes : sont constitués de plus d'un
type de monosaccharides, tel que I'héparine.
1.2.2. Leur fonction
v' Polysaccharides de réserve : I'amidon.
v' Les polysaccharides de structure : la cellulose, I'hémicellulose, la pectine, les
gommes et le mucilage.
1.2.3. Leur origine
v' Origine végétale :c'est le cas de I'amidon, de la cellulose, des pectines ou des
gommes et mucilage.

v" Origine d’algue : les alginates, les carraghénanes, l'agar ou les fucanes.

<

Origine animale : glycogéne, héparine, chitine.
v Origine microbienne : les dextranes et les xanthanes (Liu et al., 2015 ;
Garon-lardiere, 2004).
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1.3. Polysaccharides d’origine végétale
1.3.1. Amidon

L'amidon est la principale forme de réserve gliguie des végétaux. Il est présent dans
tous les végétaux et dans toutes les partiesglarée, mais on le trouve Préférentiellement

dans les organes de réserve (graines, racinesistbe ...)

L’amidon résulte de I'association de deux polylsades homogenes :

v' L'amylose (20%).
v’ L’amylopectine (80%)Bellosta, 2013.

CHyOH CHyOH CHyOH
|

Figure 1.1 Structure de I'amylopectine (a gauche) et de I'axsgl(a droite)
(Grosset Scholz, 2001).
1.3.2. Cellulose

La cellulose est un polymére du D- glucose. Semehldinéaires donnent des
structures hélicoidales. Les liaisons hydrogenegseeles chaines conferent au
polymeére, en plus de l'insolubilité, une granddditg et un aspect fibreux (parois
cellulaires des plantes).

Les enzymes digestives humaines (contrairementlésages bovins et des
termites) ne peuvent pas hydrolyser les liaigb(ls—4) et donc la cellulose n’est pas
un aliment. De nombreux dérivés de la celluloset smmmerciaux : acétate de
cellulose ; Viscose (textiles) et Nitrocellulosedosif) (Bellosta, 2013 ; Lachapelle,
2008).

C’est un polymére non ramifié constitué de résidies D-glucose unis

exclusivement par des liaisopgl—4) comme dans la cellobiose, deux molécules de
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D-glucopyranose unies par une liaispn(1—4) (3-D-glucopyranosyl-(34)-a-D-
glucopyranosejWeinman et Mehu, 2004).

Ol
OH

OH
OH
OH OH o HO 0
Ho 0 Ho ; OH
" y 0 0 0 o
)
{ w X HC 0
1
OH

Ol

Figure 1.2 Structure de la cellulos&mmartyotin et Manusplya, 2015).

1.3.3. Hémicellulose

Le terme hémicellulose a été initialement propcméSchulze pour désigner
les polysaccharides extractibles par rapport aellulose, sous ce nom on groupe
toutes sortes de substances ressemblant a laoselluElles occupent une place
intermédiaire entre cette derniére et les mucilages

Les hémicelluloses sont ordinairement insolublesdaau, elles apparaissent
dans la plante comme des épaississenf{@évestz, 2011 ; Merghm, 2009.

Les hémicelluloses constituent une famille tresediifiée de molécules, qui
ont en commun avec la cellulose la liaison glycosid  (1,4). Comme dans la
cellulose, la structure générale est celle d'utieehétirée a deux résiduB-(1,4)-D-

pyranose), par toyVertz, 2011).

HO HO
O O O
OH OH O
O O O
Q O

OH

OH
- Xylose - R(1.4) - Mannose - 3(1.,4) - Glucose -
- alpha(1,3) - Galactose

Hemicellulose

Figure.1.3 : Structure de I’hémicellulosgJmmartyotin et Manuspiya, 2015).
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1.3.4. Pectines
Ce sont des polysaccharides acides présents sons fosoluble (protopectine) dans

les membranes cellulaires des végétaux et en@oldéns le suc de certains fruits (Rosacées).

Les pectines se présentent sous forme de selsufoalmagnésium) de I'acide pectique ;
celui-ci est un polymére linéaire des unités (Jad’acide D-galacturonique liées par des
liaisons o 1— 4, auxquelles sont associées a certains osesathatse, D-galactose, L-
arabinose et D-xylose). Les groupements carboxytes/ent étre libres ou estérifiés par le
meéthanolPercheronet al., 1980).

[ COOCH; |
O H OH
/
"

Figurel.4 : Structure des Pectin¢Bercheron.et al., 1980).
1.3.5. Gommes et mucilages
Les gommes et les mucilages ont certaines simdgutles deux sont des hydro colloides
végetaux. Ce sont des polyméres d'un monosaccharideonosaccharide mixte et beaucoup
d'entre eux sont combinés avec des acides uronjdmeist al., 2009 ; percheronet al., 1980).
» Mucilage
Ce sont des polymeéres ramifiés qui peuvent étideadiacide galacturonique), ils peuvent
aussi étre neutres (galactose + mannoses), cedagegisont des constituants cellulaires
normaux des veégétaux (principalement les grai@@@s)l et al., 2009).
lls existent deux types de mucilage :
v" Mucilages acides.
v" Mucilages neutres.
» Gomme
Ce sont des polymeres tres ramifiés et tres héaéesgrenfermant soit de l'acide
glucuronique soit de I'acide galacturonique, cetstes substances d'origine pathologique

recueillies a la suite d’exsudation spontanée ougqauée.
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v' Gomme glucuronique :gomme arabigque et gomme mesquite
qui sont obtenues a partir des légumineuses.
v Gomme galacturoniqgue :gomme adragante (peut étre retrouvée
dans les legumineuse) et la gomme de sterculigeuti Etre retrouvée
dans les sterculiaceéani et al., 2009).
1.4. Polysaccharides d’origine animale
1.4.1. Glycogeéene
Le glycogéne est un homopolysaccharide ramifiét t3eforme de stockage du glucose.
Sa structure est la méme que I'amylopediiieussard, 2006),l est formé de sous unités de
glucose unirent par des pontg1—4) osidiques portant des branchements toutes lasequ
sous unités par pont (1—6). Ses chaines sont plus courtes et plus ramitjéescelle de
I'amylopectine. Son extrémité réductrice est figéene protéine, la glycogénine ; il constitue

le polyosidgKessous, 2006).

Figure 1.5 : Structure du glycogéen@al et al., 2015).

1.4.2. Chitine

La chitine est un homopolysaccharide linéaire. Wwaigés de N-acétylglucosamine sont
unies par des liaisong (1—4). La chitine a donc la méme structure que lautmske, a
I'exception du C-2 substitué non par un grouperhgdtoxyle, mais par un groupement aminé
acétylé(Moussard, 2006).
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CH;OH CH>OH

o o
=
1 4

OH B Q OH H

T a T
O—C 0O=C

| Liaison B 1 —» 4 |
CH3 CHg3
Chitine

Figure 1.6 : Structure de la chitin@Veinman, 2004).

1.4.3. Héparine

L'héparine est un polysaccharide linéaire hauterselfidité contenant principalement
une unité disaccharidique répétée-Glucosamine en alternance avec de l'acidé.-
induronique) C’est le polysaccharide le plus largetutilisé cliniquement comme un

anticoagulant et un anti thrombotig{#ouzaet al., 2015).

CH 0505
¢ Q
S0 N o ou
7
0505~ NHSO;™

Figure 1.7 : Structure de héparingVoet et al., 2005).

1.5. Polysaccharides d'origine d’algue

1.5.1. Alginate
L'alginate est un extrait des parois cellulaires digues brunes. Ces polysaccharides

peuvent différencier dans la composition et répéteité des séquences d'acides polyuroniques
linéaires liés a 1,4. Les alginates peuvent contdes segments avec de l'acide poly-3-D-

mannuronique, de I'acide poly-a-Lguluronique etaldde D-mannuronique et L-guluronique

alternan(Grosset Scholz, 2001).
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COOH H

H —0 H —0

H COOH \| "g
0

OHHO/ \ oHro/
H H

H H HoH

Figure 1.8 : Structure de l'alginate, de I'acide D-mannuroni@ugauche) et de I'acide L-
guluronique (A droite)

1.5.2. Carraghénanes

C’est un polysaccharide précieux connu sous le dermarraghénane et trouvés dans
les algues rouges et contient des mélanges consplgxieconsistent en chaines sulfatées

linéaires avec des unités D-galactose et 3,6-apkydgalactose

0390 © —Q HO /—0 O H
0 H OH o H OH H
H H H H
H OH . -
HOH H oHsoy) H 093
N W A Jn
Forme kappa Forme Lambda (la plus commune)

Figure 1.9 :Structure du carraghénan@rosset Scholz, 2001).

1.5.3. Fucanes
Les fucanes ou fucoidiens sont des polysacchasdéstés présents dans la matrice
intercellulaire des Phaeophyceae (principalemestlLizminariales et les Fucales) dont ils

constituent environ 40 % de la masse seche. Oroavet aussi chez les invertébrés marins, et
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ce sont des polymeres ftuctose liée e (2.1) inuline ouB-(2.6) levane avec un glucose

terminal(Bruneton, 2009).

—to—cH, O——CH,, O——CH,

i |

Figure 1.10 :Structure du fucang¥Vijesinghe et Jeon, 2012).

1.6. Polysaccharides d'origine microbienne

1.6.1. Dextranes

Les dextranes sont des polymeres de glucose daderapaines. Ils sont composeés de
chaines principales qui ne contiennent que degslitglucopyranose répétées avec des
liensa (1—6). lls peuvent avoir des branches de chainesalatqui impliquent d'autres

liens différentsy (1—2) ; a (1—3) ou o (1—4).

Figure 1.11 :Structure des dextranes.

1.6.2. Xanthane

La gomme de xanthane est un exo-polysaccharidacefinlaire anionique produit par

plusieurs espéces bactériennes du genre Xanthomomdles que X campestris

10
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(Pseudomonaceae). Ce polymére de poids molécdkveé est composé d'unités de penta-

saccharides répétitives constituées d'une chaineigmle de glucosg-1,4-D linéaires avec

des chaines latérales de tri-saccharide compos&mstéd d'acide D-mannose et D-

glucuronique avec des proportions variables deluésD-acétyle et pyruvyl& aux positions

4et6
;( CH,OH CH,OH
w%/h' HE °
HOOG—G:—\?:‘g’ e 2
Figure 1.12 :Structure du Xanthan@rosset Scholz, 2001).
1.7.  Propriétés physiques des polysaccharides
La nature des polysaccharides influence fortemantleurs propriétés

physiques dans le domaine alimentaire. Ce somqrtgwiétés en solution qui revétent

la plus importance en milieux aqueux les moléclitesaires forment généralement

des solutions plus visqueuses que les moléculexltéas car elles ont un volume

hydrodynamique plus important.

Les molécules linéaires ont aussi une plus graedéance a précipiter en

milieu concentré car leur conformation favorise ilggractions intermoléculaires. |l

peut en résulter un état plus ou moins cristalloomme pour I'amidon lors de la

rétrogradation certains homoglycanes comme laloskusont insolubles car les ponts

hydrogenes intra et intermoléculaires sont trelsletaet forment un réseau cristallin

hautement organisé empéchant la pénétration de

I'ea

Les composés ramifiés sont souvent plus solujedes composés linéaires

et forment plus facilement des gels car les inteyas intermoléculaires sont moins

fortes. Par contre, les solutions sont souventgoilantes a cause de I'enchevétrement

des chaines latérales.

11
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La charge des polymeres exerce aussi une influmirdeur comportement en
fonction du PH ou de la présence de sels. Par drertgp pectine et l'alginate
précipitent a un PH bas lorsque les groupemenkoggies sont neutralisés.

La viscosité d’'une solution est en fonction dddidle et de la structure des
molécules. La structure des molécules influencéesuirflexibilité ou leur rigidité, par
exemple, la rotation autour des liaisons glydgsiels, et ainsi la forme que la
molécule adoptera en soluti(Badoud et al., 2010).

1.8. Isolement des polysaccharides

La solubilisation des polysaccharides fait inteivde I'eau éventuellement additionnée
d’acides minéraux (extraction des pectines) ou ersl sels (carbonates dans le cas de
I'algine), on peut aussi utiliser des solvants &guees dipolairegBruneton, 2009).

L’extraction des polysaccharides solubles se faliitaellement a I'aide d’'un alcool
(éthanol a 80 ou méthanol) bouillant, I'eau fro@emacération pendant plusieurs jours extrait
de plus les gommes, les mucilages et les compas#gpes .L’eau bouillante ou les acides
minéraux dilués permettent d’extraire les compga&€sedent plus I'amidon tandis que la
cellulose est extraite par des solutions alcaluikgees ou les acides minéraux concentrés
(Marouf, 2009).

L’élimination des sels et des molécules de faibsse moléculaire peut étre réalisée
par la dialyse en utilisant des résines échangellges ; par filtration moléculaire sur gel ou
par extraction (ex : élimination des oligosacchesidt des pigments par I'’éthanol ou I'acétone).
Le fractionnement des polysaccharides est déligaimpose le recours aux techniques de
précipitation (par des solvants non miscibles plaliteon de sels par variation du pH).

Les techniques chromatographiques sont largemesaisnai profit : sur charbon, sur gels
de poly glucosanes réticulés natifs ou greffés étlangeurs d’ions. Les particularités
structurales du polysaccharide a isoler permegtariois I'utilisation de techniques spécifiques
: formation du complexe borique, formation de désiw’inclusion, utilisation d’'ammonium
guaternaire. Dans tous les cas, la purificationsastie par des déterminations physiques et
chimiques : activité optique, masse moléculaireppasition élémentaire, électrophorese etc...
(Bruneton, 2009).

2. Les activités biologiques des polysaccharides

Il existe plusieurs activités des polysaccharideactivité anticoagulante, antioxydante,

immunodulatriceanti-tumorale et anticancéreuseanti-inflammatoire.

12
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2.1. L’activité anticoagulante

Les polysaccharides de plantes ont une activitiécagulante a cause de la présence
des résidus d'acide uronique ; ils sont utilisas je prévention et le traitement d’événements

thrombotiques séveré¢Kortchinsky et al., 2013 ; Staplegt Jacquemoud, 2005).

2.2. L’activité antioxydante

Les activités antioxydantes peuvent étre étrat@mliées aux caractéristiques
structurales des polysaccharides. Néanmoins, cst @as tous les polysaccharides qui
possedent des activités antioxydantes.

Les capacités des antioxydants des polysacchaté&fmndent généralement de l'unité
d'ose; des liaisons glycosidiques; du degré dmifigation et de conformation du
polysaccharid€Li et al,. 2013).

L’extraction hydrosoluble a chaud représente lahoa la plus efficace dans la
préservation de I'activité antioxydante des polgbacideqLiu et al., 2015 ; Xuet al., 2007 ;
Xie et al., 2007).

2.3. L’activité immunodulatrice

Les polysaccharides sont considérés comme digeaes cellulaires T-indépendantes
classiques qui ne provoquent pas de réponses inaimesi a médiation cellulaire mais ils

provoquent une immunité humorale.

Les effets thérapeutiques des polysaccharides asdgéurviennent via la modulation

du systeme du complément et la stimulation des opaages.

Cette derniéere est également rapportée pour mobier@ression de divers récepteurs
de la surface cellulaire, y compris ceux qui re@issent les polysaccharides végétaux
(Schepetkinet Quinn, 2006).

2.4. L’activité anti-tumorale et anticancéreuse

Les polysaccharides peuvent inhiber la croissanc®tale (I'activité anticancéreuse
directe) par des mécanismes communs, telle qudutiion de l'apoptose des cellules
tumorales ; l'activité immunopotentiation assoc@éane chimiothérapie et l'inhibition de la

meétastase tumora(@ong et al., 2012).

13
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2.5. L’activité anti-inflammatoire

L’effet anti-inflammatoire des polysaccharides est expliqué par l'inhibition du cyclo-
oxygénase ou lipo-oxygénase, et ainsi par l'inhibition de I'adhérence des leucocytes qui est
I'une des premiéres étapes dans l'initiation de la réponse inflammatoire et pour 'accumulation

des cellules immunitaires actives au niveau des sites inflammatoires (Wu et al., 2007).
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1. Stress oxydant
Le stress oxydatif se définit comme un déséquilibre profond de la balance entre les pro-
oxydants et les antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit a des dégats cellulaires
irréversibles. La réduction univalente de l'oxygéne se traduit par la formation d'especes
oxygénées activées (EOA) dont font partie les radicaux libres (anion superoxyde, radical
hydroxyle), le peroxyde d'hydrogéene et I'oxygéne singulet (Pincemail, 2@00).

2. Les radicaux libres

Un radical libre est une espéece chimique qui possedeuuplusieurs électrons non
appariés sur sa couche externe, la présence d'un électron non apparié confere a ces molécules
une grande instabilité, c'est-a-dire qu'elles sont extrémement réactives et que leur durée de vie

est courte.

Les radicaux libres agissent comme des acceptéalectrons et arrachent donc des
électrons a d'autres molécules. Cette perte caractéristigme €lectron coespond au
phénoméne d'oxydation et les radicaux libres sont donc coésidémme des agents oxydants

puisqu'ils incitent les molécules a donner des électrons (Gilgun-Sherki, @@01).
Les radicaux libres peuvent étre formés pastpoocédes :

v/ Addition d’un électron libre a un non radical (NR+dR:

v Perte d’'un électron par un non radical (NR-&R>:

v/ Scission homolytique d’une liaison covalen(d : B—A +B") (Clarkson et
Thompson, 2000).

¢lectron appariés

. électrons non
._Jappariés

—_—

électron

Antioxydant Radical libre

Figure 2.1 : Neutralisation d'un radical libre par un

Antioxydant.
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2.1. les sourcesdes radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre d’origine endogearele biais de différents mécanismes
physiologiques dans l'organisme, mais aussi d’'negexogéene, provoqués par plusieurs

sources chimiques et physiques.
A. Origine endogéne

Aux doses faibles, les ROS sont trés utiles poorgénisme et jouent des roles

importants dans divers mécanismes physiologiquegiée:

La chaine respiratoire.

La réaction immunitaire

La transduction de signaux cellulaires.
Les NADPH oxydases.

ASERNEE R NN

Les oxydes nitriques synthases.
v" Autres sources endogenes.
B. Origine exogene
Des facteurs environnementaux peuvent contribdarfagrmation d’entité radicalaire.

Une production importante des ROS est observéalong intoxication par des métaux lourds
(cadmium, mercure, arsenic) ou dans les phénontBinesliation provoquant des dommages
au niveau de I'ADN. Par ailleurs la fumée de talbatcool ou méme certains médicaments
(Xénobiotiques) peuvent étre des sources de radidaes par oxydations de ces composes au

niveau du cytochromesk (Favier, 2003).

2.2.Les principales espéces réactives de 'oxygene

2.2.1. L’anion superoxyde &~

L’anion superoxyde est I'espece la plus courammgénérée par la cellule, par réduction
d’'une molécule d’oxygene. Cette réaction sembleosticatalysé@ar des NADPH oxydases
membranaired.’O2 peut également étre formé dans certains orgaréiadaires tels que les
peroxysomes via la conversion de I'hypo xanthineamthine, puis en acide urique, catalysée
par la xanthine oxydase et les mitochondries ou 2%% d’oxygéne consommes sont

transformeés en radicaux superoxydéslin, 1996 ; Favier, 2003).

Oz +1e —» O?"
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2.2.2. L’oxygene singulet 1Q

Forme excitée de I'oxygéne moléculaire, est souassimilée a un radical libre en

raisonde sa forte réactivit@elattre et Bonnefon, 2005).
2.2.3. Le peroxyde d’hydrogéne HO:2

Le peroxyde d’hydrogéne peut étre obtenu soit pgidation soit par des mutations.
Celui-ci réagit avec le fer, composé pouvant &seque pour les cellules. Ainsi le peroxyde
d’hydrogéne participe a un mécanisme de protection.

0% + O% + 2H+ — H202+ O2

2.2.4. Le radical hydroxyle HO’

Le plus important des produits est le radical hygi® (OH). C'est une espece
oxygeénee tres réactive qui provient de la coextgtegte I'anion superoxyde et de peroxyde
d’hydrogéne. Le peroxyde d’hydrogéne réagit avetete(forme ferreux) et produit du fer
oxydé (forme ferrique) et le radical hydroxyle, &'éa réaction de Fenton.

H202 + Fe* — Fe** + OH + OH"
Ensuite le fer ferrique est réduit en fer ferreax fanion superoxyde principalement.
Fe¥* + 0> — Fe + Oz
L’ensemble de ces réactions forme la réaction dér&ldeiss.
H202 + O — O2+ OH" + OH"

2.2.5. Le monoxyde d’azote NO

L’oxyde azotiqgue NOest principalement produit par un systeme enzyuatila NO

synthase, qui transforme I'arginine en catullierpefsence de la NADPH.

L- Arginine + O? — L-Citrulline+ NO *

17
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2.2.6. Nitrique dioxyde NO?*

Formé a partir de la réaction du radicabgyle avec NO. Le nitrique dioxyde est un

puissant déclencheur du lipide peroxydation paragecité d'arracher un atome d'hydrogene,
d’'une double liaison au niveau des acides grasnsajures.

2.2.7. Le peroxynitrite ONOO

Le monoxyde d’azote par concomitance avec un igoersixyde va entrainer la

formation de peroxynitrite (ONOO) qui est hautemeytbtoxique. Cette réaction est surtout
retrouvée au niveau des vaisseaux sanguins.

NO + 02— ONOO" (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

aydase

Luamiére UV o
'O, | —o O, —— | H)O,

« -
Ceroxyde d' hydrogénes

Oxygéne singulet Oxygéne
Superusyde
Arginine. Cycles rodox dismutase N \ mydloperoxidase
NADFH ox \
mitoc homdne Fe r .
-

Fele
Monoxyde d'azote Anion superasyde

ONOO _— » | OH”

peroxymnitrite Radical hydroxyle
» « ™
»> -
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidigque I'ADN

de Kinases

Figure 2.2 : Origine de différentes espéces réactives de I'onxg@eavier, 2003).

3. Les antioxydants

Le terme « antioxydant » a été formulé comme « guobstance qui en faibles
concentrations, en présence du substrat oxydahlentit ou empéche significativement
'oxydation des substrats matérielsVansant en 2004a défini les antioxydants comme des
substances capables de neutraliser ou de rédsidolamages causés par les radicaux libres

dans l'organisme et permettent de maintenir auanivde la cellule des concentrations non
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cytotoxigues de ROS. Les antioxydants sont degsyest enzymatiques ou non-enzymatiques,

endogenes ou exogen@&éansant, 2004).
3.1.Les antioxydants enzymatiques

Pour contrdler la production permanente des RGSplganismes vivants possédent des
systemes de défense qui les protegent contre tamdges des ROS. Ces défenses permettent
de maintenir la concentration en espéeces radieglad un taux basal (homéostasie
physiologique). En effet, elles possédent une graiiinité pour les ROS, avec lesquelles elles

réagissent tres rapidement pour les neutra{BBalvayreet al., 2003).

+ Le superoxyde dismutase (SOD) transforme I'anion superoxyde en peroxyde
d'hydrogéne qui est éliminé par la glutathion pgdase ou la catalase par une réaction
de dismutatior{Valery et al., 2007; Van Raamsdonlet Siegfried, 2012).

O2 + 02"+ 2H" — O2 + H202

#+ La catalase (CAT): présente dans les peroxysomes hépatiques, msés @ans les
hématies et les mitochondries de cellules cardmgstune enzyme dépendante du Fe,
qui entre en compétition avec la Gpx pour2l4. La catalase accélere la réaction de
dismutation de I'eau oxygénée en oxygene et efManique et al., 2003 ; Putnamet
al., 2000 ; Finaudet al., 2006)

H202 + H202 — 2 H20 + O2

4 La glutathion peroxydase (Gpx) :est une enzyme antioxydante sélénium dépendante

du plasma, des fluides extracellulaires et du ©jtascélere la réaction d'oxydation du

glutathion par I'eau oxygénée :

HO2 + 2 GSH— 2 H20 + GSSG(glutathion oxydéjPincemail et al.,
1999 ; Moniqueet al., 2003).

L’action des Gpx dépend aussi de la disponibilitésSH, GR et en NADPH, ce qui
démontre bien que le systeme antioxydant endoggiherainterdépendan¢&losuact al.,
2003).

Il existe de nombreuses autres enzymes antioxyslaotame les peroxyredoxines, I'heme
oxygénase, la glutathion transférase, les thiorne@oxéductases ou les thioredoxine

peroxydasegFavier, 2003).
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3.2.Les antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants sont des agents redox qui réagigsietscavenger) avec les oxydants
soit stoppent, soit ralentissent les processus ydaton. Pendant ces réactions, les
antioxydants s’oxydent en dérivés stables, ou gtersi pendant un certain temps sous forme

radicalaire. Ces formes radicalaires peuvent dewkss peroxydants.

Comme évoqué précedemment, ces antioxydants sewdivan deux principales catégories,
les endogenes (molécules issues de la biosynthetde} exogenes (vitamines, oligoéléments
ou antioxydants de synthégegopoldini et al., 2011).

3.2.1. Les antioxydants endogenes
Glutathion : Le glutathion est le thiol le plus abondant daassdrganismes et les systemes
vivants. Il est antioxydant par son caractere roéde et radicalaire.

GSH +°0OH — GS + H20

2GS — GSSG

Acide urique : L'acide urique est un piégeur de sl@es radicaux peroxyles et hydroxyles
(ROz » et HO), de I'ozone et de HCIO. La réaction de I'acideue avec ces ROS génere des

radicaux moins réactifs que H@audin, 2006).

Les protéines de stockage des métaux de transitionDes proté€ines liant les métaux
(transferrine, céruloplasmine, etc.), I'albumine lthaptoglobine diminuent le taux des ions
métalliques libres en les complexant aveccenséquence, une diminution de leur pouvoir
oxydant. A titre d’exemple, la réaction de Fentotre le fer (cuivre) et I'eau oxygénée ne se

fait pas en absence du métal.

3.2.2. Les antioxydants exogenes
v Le B-caroténe (provitamine A) : posséde la capacité de capter I'oxygéne singuget e
trouve dans les Iégumes verts, la salade, lestear@tt d’autres fruits jaunes ect. ...Sa
constitution polyénique lui confére une capacitpidgeage de I'oxygene par formation
d’un dioxétane (addition d’une olifine et d'une ralile d’'oxygeéne) ou par production
d’hydropéroxydes (insertion d’oxygene dans tougssliisons C-H conjuguées d’'une

double liaison) susceptibles d’étre réduits a teur (Rochette, 2008).

—
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Figure 2.3 : Structure chimique df-carotengRochette, 2008).

v' L’acide ascorbique (vitamine Q : est un puissant réducteur et joue un rble inapbr
dans la régénération de la vitamine E. On retrdawstamine C principalement dans
les aliments suivants : les légumes, le poivropglesil, les agrumes et le kiwi.

La vitamine C empéche l'oxydation des LDL produitpar divers systemes

générateurs des especes réactives de I'oxyd@mehette, 2008).

Figure 2.4 : Structure chimique du I'acide ascorbiqirRochette, 2008).

v' Le tocophérol (vitamine E): L'antioxydant non enzymatique, tocophérol a une
importance cruciale dans la protection de molédigeghiles. En raison de son radical
stable et de ses propriétés moléculaires, il peotefficacement les membranes
cellulaires contre I'oxydation. La forme natureltie la vitamine E inclut quatre

tocophérols isomeres, B, Y, 6 avec une activité antioxydant varial§iéablocka et

Janusz, 2008).
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B 17
( IT CH:; CH3
8T CH, H
T H CH,
8T H H

Figure 2.5 : Structure chimique des différents toc@sblocka et Janusz, 2008).

v' Les caroténoides sont des pigments liposolublesod&ur jaune, orangée a rouge.
Malgré I'identification de plus de 600 caroténoidegcifiques, seul un nombre limité
d’entre eux sont présents en quantité sensible tarsmng et les tissus humains
(Beecher et Khachik, 1992). Malgré la similarité de leur structure, ils exercen
différentes fonctions biologiques, dont certaindvygnnent ou contrblent efficacement
la génération de radicaux libres.

v' Les polyphénols regroupent des molécules naturgilessédant des structures
phénoliques variables notamment retrouvées darfsuiés les légumesles céréales
les fleurs le thé et le vin. Ces molécules peuvent étre dbdsen différents groupes
selon leur structure moléculairearmi ces groupes de polyphénols, on distingue les
flavonoides qui regroupent plus de 4 000 comp@3@schivio et al., 2007).

La quercétine et le curcumin sont des exempleslad®noides tres connud.es
polyphénols sont des molécules tres intéressaniegfelles ont la capacité de prévenir
les dommages induits pées ROS $tevensonet Hurst, 2007 ; Virgili et Marino
,2008).En effet en plus de neutraliser les radicaux libres en capear électron non
apparie ces molécules pourraient augmenter l'activité ¢ges antioxydantes.

v |l existe de nombreux autres antioxydants non emtigmes comme les oligoéléments
sous les élément-traces (sélénium, zinc, cuivregai@ese) constituent des cofacteurs

nécessaires aux activités des enzymes antioxyd@uaesefont et Rousselot, 2007).
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v Et aussi on trouve beaucoup de polysaccharides naturels jouent un réle important dans
la prévention des dommages oxydatives induits par le stress dans les piégeurs de
radicaux libres chez I'organisme vivants (Favier, 2003).
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1. Rappel anatomo-physiologique du tube digestif

L’appareil digestif est constitué d'un ensemble d’'organes chargés du Passages, de la
digestion et de l'absorption des aliments, depuis la bouche jusqu’a I'anus, il comprend

I'cesophage, I'estomac, le duodénum, L'intestin gréle, le colon et le rdetarfay et al.,
1998).

Langue : e\ Cavité buccale
Glande parotide — &~ —7
Glandes Glande sublinguale B—————— Pharynx
salivaires
Glande submandibulaire — Cardia
__ OFEsophage
Foie
Portion du colon Muhsclce; w
ascendant ’ . sphincter ¥
du gros intestin _ | pyloride Estomac
9 Vesicule ‘:ﬂ(’_ —N/ !
lléon.de bilaire — [“, v ’ P
& . Ilrrgltzstln Pancréas ‘ ;—’H .{“ Suodshum de
w o, ° o PRV b lintestin gréle
€ . ' - Intestin gréle
= . Appendice - g
vermiforme 7 Gros intestin
S o 3 (début du colon
4 : .
Caecum Rectum sigmoide)
Anus

Figure 3.1 : Anatomie et physiologie de I'appareil digesBiophaz, 2014).
2. L'intestin gréle

L’intestin gréle est un tube reliant I'estomac au colon, il a une Longueur de 4 metres. Il
comprend histologiquement :

v le duodénum : du pylore a 'ampoule de Vater.

v le jéjuno-iléon : de 'ampoule de Vater a la valvule.
v lléo-caecale.

Il se caractérise par une surface pourvue de dispositifs d’amplification qui Augmente la
surface d’absorption. Ce dispositif comprend :

* Anses intestinales.

Valvules conniventes.
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* Villosités intestinales.

* Microvillosités des entérocytes.
La paroi de l'intestin gréle :

* La muqgueuse (couche des villosités, couche deslggamymphoide c’est la
couche la plus interne).

e« La musculaire muqueuse (deux couches: interneulaire et externe
longitudinale).

» La sous-muqueuse (une structure différent suiaatddalisation : au niveau
du duodénum, du jéjuno- iléon).

e La musculeuse (deux couches de muscles).

» La couche séreuse (couche extgiaayoufl et Djebien, 2016).

v' Role de l'intestin gréle

L’intestin gréle transporte les matiéres énergétiglieau, I'électrolyte, les acides biliaires
et les vitamineskEt la relaxation des couches de la musculeuse (&mign de neurones

intrinseques de la pardiButikofer, 2004).
3. Le colon

Le colon est la partie terminale du tube digedifposé en cadre dans la cavité abdominale,

entre I'intestin gréle et le rectum .il mesure eomil.5 m, divisé en 4 segments :

4 Le colon droit (ascendant) commence par le caecum.
+ Le colon transverse.

+ Le colon gauche (descendant).

+ Le colon gauche (descendant).

+ Le sigmoide.
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Angle colique gauche

Figre 3.2 : Morphologie du colon (CDU-HGE, 2014).
La paroi colique est constituée de quatre tunigiiféérentes :

* La muqueuse (couche la plus interne).
* Lasous-muqueuse.
* La musculeuse (deux couches de muscles).

» La couche séreuse (couche externe).

C’est grace a I'importante surface créée par qassret les divers types de mouvements et
de contractions, que le colon peut accomplir savsii

v" Roéle du colon
Il a un réle de brassage facilitant la réabsorptiormaximum de liquide provenant du bol
alimentaire concentrer les matieres fécales etptepulser ensuite par des mouvements
péristaltiques et des contractions vers le sigmdiele de stockage du contenu coliqdi@rlay
et al., 1998).
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4. Le rectum

Est constitué des 15 derniers centimétres de l'intedéiis suite au colon sigmoide
(charniere recto-sigmoidienne) et se termine parateal anal compose de sphincter interne
lisse, qui assure le tonus de repos et le sphiegterne strié, a commande volontaire

Le rble du rectum est d’assurer la continenceegplulsion des selles.

5. Physiopathologie de constipation
5.1. Définition

La constipation primitive (maladie) ou seconddsgmptdome) est considérée comme

un trouble fonctionnel trés fréquent, caractériséyme diminution de la fréquence des selles.

La constipation est due a deux phénomenes :

» Le ralentissement du transit colique (obstaclejlile du péristaltisme).

* Insensibilité rectale aux phénomenes de distension.

Il est incorrect qu’une personne qui ne fait passadles chaque jour soit constipée, de
meéme qu’une personne qui a moins de 3 selles paaise soit en bonne santé, pour cela un
consensus s’est établi quant a sa définigitmlay et al., 1998).

Tableau 3.1 :Les selles de Bristol classe les excréments humainég eatégories en
fonction de leur forme et de leur consista(8erra et al., 2001).

Type 1
Morceaux séparés et durs,

' ' comme des noix (difficiles a
' . évacuer)
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Type 2
En forme de saucisse, mais

plein de bosses

Type 3

Comme une saucisse, mais
avec des fissures a la surfac

D

Type 4 )
Comme une saucisse ou |un

serpent, lisse et uniforme

Type 5
Déjections molles avec des
bords bien définis (évacuatipn
facile)

Type 6

Morceaux de consistance

légere avec des  bords
* irréguliers, une selle en bouillie
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Type 7
Selle liquide, pas de morceau
solide.

5.2. Etiologies
La constipation est souvent idiopathique, maiilfaut pas ignorer d’autres causes :
iatrogéne, maladie digestive (fissure anale, capnotrectal, etc.) ou extra-digestive sous-
jacent, endocrinienne (hypothyroidie), neurologiquealadie de parkinson), métabolique
(hypokaliémie ou hypercalcémie), certaines périadiesycle menstruel, la grossesse ou la

meénopause.

5.3. Différentes formes de la constipation

Il faut d’abord distinguer entre :

La constipation secondaire : ou le mécanisme édéBt; qu’il soit une obstruction mécanique
ou une perturbation de la commande nerveuse owdalenlisse du colon.
La constipation idiopathique ; d’'un mécanisme gomplexe qu’on peut schématiser deux
types différents qui peuvent cependant coexister :
Constipation de transit

Trouble de la progression du bol fécal au niveaaalan résultant d’'un ralentissement du
transit qui favorise une déshydratation des sddlies; le prolongement du temps de contact du
bol fécal avec I'épithélium colique provoque uneab®orption excessive d’eau et des
électrolytes par les colonocytes, elle peut se digugr en une inertie colique (paralysie du
colon).
Constipation terminal

Trouble de I'évacuation au niveau du sigmatiéou rectum (dyschésie rectale) attribué
principalement a I'anisme : contraction paradoxalesphincter externe de I'anus et du muscle
pubo-rectal (qui ferme l'angle anorectal) entraindes efforts de défécation répétés qui
peuvent progressivement induire un affaissemempiédinée , cela génere des lésions des nerfs
assurant la commande du sphincter anal , et pesitaboutir & une incontinence fécgtarlay
etal., 1998).
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+ Constipation occasionnelle et chronique
La constipation occasionnelle est généralementaduae rupture des habitudes de vie
(voyages, modification du régime alimentaire, déwshprolongé, arrét du tabac, stress ...) ou
encore au fait de se retenir d’aller a la selle.
Des changements du mode de vie (alimentation, ss#itén peuvent étre a l'origine d’un
déséquilibre de la fonction intestinale susceptithlentrainer une constipation chronique

(supérieur ou égale a 1 mois).

5.4. Symptdbmes
Les symptdbmes sont souvent subjectifs, traduisaesttbubles du transit intestinal :
Selles dure, séches et peu abondantes avec effertsation d’évacuation incomplete avec
besoins répétés et infructueux, inconfort abdomioempes, flatulences et ballonnements

peuvent étre également signalés.

5.5. Traitement
% Mesures hygiéno-diététiques
Il faut d’abord explique au malade I'origine decemstipation, lui conseiller de simples
regles d’hygiene de vie qui permettent souvenigdditer le transit intestinal :
v' Manger des légumes verts et des aliments richébreis végétales.
v’ Eviter les aliments trop gras et trop sucrés.
v' Boisson abondante, exercice physi¢darlay et al., 1998).
% Traitement médicamenteux

5.5.1. Les laxatifs
a. L'effet laxatif

Les laxatifs sont tous des médicaments destingsit@rtla constipation, mais ils
n‘agissent pas tous de la méme facon sur le triatsstinal. Leurs avantages et inconvénients

potentiels dépendent de leurs modes d'ac{ibiilémann et al., 2000).
b. Classification et mode d’action des différents laxifs
Les laxatifs sont classés selon leur mécanismdidifagénérale en

» Laxatifs osmotiques.

» Laxatifs de lest.
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» Laxatifs lubrifiants.
» Laxatifs stimulants.

» Laxatifs rectaux.

1. Laxatifs osmotiques.

Laxatifs osmotiques dont le but est d'augmentemarité fécale afin de faire un appel

d'eau « pression osmotiquéGiovanelli, 2013).
Il y'a deux types, Laxatifs osmotiques salins etrés.
+ Mode d’action

» Laxatifs osmotiques salins Nous avons

Le sulfate de magnésium.

Le lait de magnésium sous forme de suspension Mi(OH

L’hydroxyde de magnésium en comprime.
* Les sels de phosphate : phosphate de sodium.

lls agissent par leur pouvoir osmotique qui retigedu dans la lumiéere colique. lls
forment des solutions hypertoniques et agisseprevoquant un appel d’eau dans la lumiere

intestinale.

De plus, le sulfate de magnésium stimule laréitbén de CCK par la muqueuse
duodénale. Cette hormone a un effet stimulant dadegéristaltisme intestinal et majore donc

I'effet laxatif induit par le pouvoir osmotique ti#s composés.

lls agissent avec un délai de 6 a 8h a faiblessj@ders gu’a fortes doses ils agissent en

moins de 3h. lls sont purgatifs a doses éley@esvanelli, 2013).
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Laxatifs osmotiques salins

Figure 3.3 :Mode d’action des laxatifs osmotiques saliRglon, 2010).

» Laxatifs osmotiques sucrés

lIs ne sont pas absorbés et résistent a la diggsar les enzymes de lintestin gréle.

* Lalactulose :Le lactulose, disaccharide de synthese, traversersadification et sans

résorption les parties hautes du tube digestifni&kaau du c6lon, sous l'effet de la flore

saccharolytique locale qui le transforme en fruetetsgalactose, puis en lactate, acétate

et formiate, qui sont éliminés dans les selles.

H

HO , .

CH,OH
2 H,OH
A CH,0
' \ 2 -
H -
J> O & ™
OH H N OH HO
- \ /
H OH H

LACTULOSE

CH,OH

O

Figure 3.4 Structure de lactulog€apassoet Gaginella, 1997).

L’effet initial osmotique du lactulose est dongmenté par ce métabolisme bactérien.

Ces métabolites additionnent leur pouvoir osmotigfuge sont que partiellement absorbés. La

réduction parallele du pH contribue égalementradtr la motricité et les sécrétions.
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Le lactulose peut provoquer des ballonnements, skikes semi-liquides. Ces
phénomeénes peuvent survenir en début de traitembntcessent apres adaptation de la

posologie.

Lactulose

Diarrhée acide et hydrique

Figure 3.5 Mécanisme d’action du lactulogeillon, 2010).

* Le sorbitol et le mannitol

H H

OHH OHOH OR On

HOCH,—C—C—C—C—CH,0H HOCH, —~C—C—C—C—CH,0H
H OHH H OHOHH H
SORBITOL MANNITOI

Figure 3.6 Structure de sorbitol et de mannifGlapassoet Gaginella, 1997).

Ces sucres non digestibles agissent par leursigtéprosmotiques, leur effet apparait

24 a 48h apres le début de 'administration.

» Les laxatifs osmotiques hydratants

Polyéthyléne glycol (macrogol) : Ne sont pas ¢sfarmés dans la lumiere digestive.
Leur action s’exerce par une augmentation locala geession osmotique. Grace a sa capacité
a fixer les molécules d’eau par liaisons hydrogehesmacrogol retient I'eau ingérée dans le
cblon pour hydrater les selles et contribuer a taamollissement et a 'augmentation de leur
volume. Parallelement, les laxatifs osmotiques atghts n’induisent aucun appel d’eau dans

la lumiere coliqudLillmann et al., 2000).
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Figure 3. Mécanisme d’action du PEillon, 2010).

2. Les laxatifs de lest (fibres alimentaires et mualges)
» Les fibres alimentaires
Ce sont des constituants des parois végétalesardsisi la digestion par les différents
systemes enzymatiques des sécrétions digestivesrfees substances résiduelles provenant
de la paroi cellulaire ou le cytoplasme des végétawnstituées de mélanges complexes
de glucides, qui ont été identifiés comme étant pelysaccharides non amidonné3n

distingue la cellulose, le son (résidu de la prtiduade la farine), les graines de psylium...

Les sources alimentaires usuelles de fibres sertdecales completes, le son, légumes
et fruits(Lullmann et al., 2000).

» Les mucilages

Ce sont des fibres hydrosolubles. Les principaux satraits d’'algues (agar-agar), de

gommes (Sterculia, Karaya, guar) ou de grainedligsy ispaghule)
+ Mode d’action

Les fibres sont caractérisées par un pouvoir lsamoique élevé (effet de lest) qui entraine une
formation du gel dans le gros intestin, causansiaime rétention d'eau et une augmentation du
péristaltisme.Certains composants des fibres peuvent étre digeméda flore colique en

meétabolites ayant un effet laxatif par pouvoir ofiquee.

Le mucilage (psyllium) normalise les fonctions stieales par un mécanisme physique.
Il augmente le poids des selles et leur teneuaenleur redonne une consistance qui en

facilite I'évacuation. Il facilite la rééducatioe th fonction intestinale
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Figure 3.8 : Action des mucilage@.tllmann et al., 2000).

3. Les laxatifs lubrifiants

On distingue parmi ceux-ci les huiles minéralesrgusont pas absorbées au niveau du
tube digestif (huile de vaseline et de paraffindgs huiles digestibles absorbées par l'intestin
avec les lipides comme I'huile d’olive.

+ Mode d’action

Les huiles de paraffine sont a la fois émollien&slubrifiantes : en retardant la
réabsorption de I'eau intestinale, elles ramolhs$® masse fécale, et par lubrification facilitent
sa progression et son exonération. Ces huiles al@grmélange d’hydrocarbures, ont une
efficacité proportionnelle a leur viscositée début de leur action se manifeste en 6 a 8 beure
mais leur utilisation prolongée est souvent nédessapour traiter efficacement une

constipation chronique.

L’huile d’olive est émolliente et laxative a la @ode 30 a 50 g/j. Elle est absorbée au
niveau du tube digestif et a I'inconvénient d’'urpag énergétique élevé.

4. Les laxatifs stimulants ou irritants

Les laxatifs stimulants augmentent la motricitiestsécrétions intestinales. lls doivent étre
utilisés dans le traitement de courte durée destig@tions occasionnelles pour éviter toute
accoutumance. On distingue dans ce groupe : lesrédérde diphénylméthane, des

anthraquinones, et de I'acide ricinoléidGaerpentier et al., 1988).

+ Mode d’action
Les laxatifs stimulants ont des effets directsdasientérocytes, les neurones entériques, et

le muscle lisse gastro-intestinal. Ces agents sahiiprobablement une inflammation limitée
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dans l'intestin gréle et le gros intestin, entrainent I'accumulation d'eau et d'électrolytes suite a

une augmentation de la perméabilité de la membrane par rupture de la continuité cellulaire.
Ces effets entrainent des perturbations dans le transport de I'eau et des électrolytes,

aboutissant a une baisse de I'absorption et a une augmentation de la séséenalement,

leur action sur la motricité intestinale est tres limitée ou tout au moins n’est que secondaire a

I'effet sécrétoire (Cherpentier et al., 1988).

5. Les laxatifs rectaux
La distension du c6lon par n'importe quel moyen produira une défécation réflexe chez
la plupart des gens, et presque toute forme de lavement, y compris une solution saline
normale, peut entrainer cet effet.
+ Mode d’action
Les laxatifs rectaux agissent en provoquant le réflexe de défécation. Les lavements
sont couramment employés, soit seuls ou comme complément aux préparations intestinales,

afin de vider le c6lon distal ou le rectum des matiéres solides retenue (Lullmann et al., 2000).

5.5.2. L'effet laxatif des polysaccharides

Les polysaccharides non digestibles dans le gréle a grand pouvoir hygroscopique
(=augmentation du volume en présence d'eau). Cela leur conféere un effet mécanique
hydratation du bol fécal qui augmente de volume et stimule le péristaltisme intestinal Laxatifs
mucilagineux (qui est des laxatifs de lest) (Giovanelli, 2013).
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1. Matériel

1.1 .Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans ce travail est les feuilles du Laurus nabilis

1.1.1.Le choix de la plante Laurus nobilid..

Laurus nobilis L. est connu en Algérie sous le nomn¥J',Rand",arbuste a feuillage
persistant de 3 a 10 m de hakig(re 4.1).

A l'aisselle des feuilles poussent des petites fleurs femelles blanchatres odorantes, ou
males, jaunatres et plus grandes ; le fruit est une drupe ovale de la taille d’un pois, noire a I'état
mure, il n’est pas comestible mais il est utilisé a des fins médicales. Le laurier commun pousse
dans les lieux humides et ombragés, mais également dans les jardins. Les feuilles sont récoltées

toute I'année.

Figure 4 .1 :Laurus nobilisL.

1.1.2.Classification
Classification botanique de la plante Laurus nobllis
Reégne: plantae
Sous-regne : Tracheophyta = Tracheobionta (Cormophyta)
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Laurales
Famille: Lauraceae
Genre : Laurus
Especes: Laurus nobilis L. (Ballabio et Gog2010).

—
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1.2.Le matériel animal

1.2.1.Le choix de I'espece animal

Etape tres importante et primordiale avant de conzeretoute expérimentation in vivo.

Le choix de I'espece animale dépend de plusieutsias :

v~ Similarité de I'absorption, distribution, métabolisme et éliminatienla substance a
tester avec I'Homme.

v" Sensibilité de I'espéce animale a la substance proche de celle de 'Homme

v Niveau d’évolution de I'animal.

v Possibilité d’effectuer toutes les mesures nécessaires de fagon fiable

v Facilité de manipulation et d’administration par les différentes voies.

v/ Bon état sanitaire, et absence de pathologies pouvant étre transmises awateanipul

Notre choix a donc porté sur la souris de laboraf@iu ses nombreux avantages, elle a une
petite taille, elle est économique a obtenir, sehgér et a entretenir, et facilement manipulable.
Elle est généralement plus économique que le Rasolris présente aussi I'avantage d’avoir
une courte période de gestation et une faible Mitégée qui permet d’effectuer en une durée
pas trés longue des essais incluant I'expositionesubstance donnée pendant une période
importante de la vie de 'animgDumas, 1954)

Figure 4 .2 : Lessouris de laboratoire.

1.2.2.Classification et description

Classe : Mammalia
Cohorte : Euarchoniieg
Ordre : Rodentia
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Sous-ordMyomorpha
Famille : Muridae
Sous-famille : Murinae
Genre : Mus
Sous-genre : Mus (Mus)
Espéece : Mus muscyMgyers et al., 2017).

La Souris de laboratoire est un animal a fin peld@nc ou coloré selon les souches.
Adulte, elle mesure 12 a 15 centimétres Rongeassguris possede des incisives tranchantes,
et aussi des vibrisses (moustaches) qui constitleenbrganes sensoriels développés. Son corps
est allongé et peut se couler dans le moindre esjdle se déplace ou saute sur quatre pattes
griffues qui lui permettent de s’agripper avec @r8a queue est recouverte de fines écailles
qui s’épaississent avec I'age ; elle est forteygdur 'expérimentateur, et sert a I'équilibration

et a la thermorégulatiogfdumas, 1954).

1.3.Equipements et réactifs

Tableaux 4.1 :Les matériels de I'extraction et de I'activité antydante et laxative.

L’extraction L’activité antioxydante L’activitiaxative
Réfrigérateur Etuve Balance
. Spectrophotometre ' i
Centrifugeuse p p Plaque de dissection
_ _ Ph mettre Trousse chirurgical
Bain marie Agitateur complete
Broyeur Vortex Coton chirurgical
Micro pipette Pinceau
Becher (500 ml, 1000 ml) )
Bicher

Sonde de gavage pour souris

Les éprouvettes

Portoir .

Les erlens, Cristallisoir _ Seringue de 10ml
Pipette pasteur . o

Tube conique . _ Regle centimétrique
Tubes a essai

Spatule, Rotavapor Punaises de fixation

Membrane de dialyse
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Tableau 4.2 :Les réactifde I'extraction et de I'activité antioxydante exddive.

L’extraction L’activité antioxydant L’activitéaxative

Acide TCA Ethanol Extrait végétal

Ethanol 96 % Fe SQ Charbon actif (comprimé de
H:0; 300 mg)

SOlutiOI‘l NaOAc Méthanol Ch|oroforme
Polysaccharide Lactulose sirop 1.5g/ml

Solution d'acide salicylique | Na CI

2. Méthodes

2.1.Récolte et Préparation de la plante

Les feuilles du.aurus nobilis L. on les accueillir a la fin du mois de juilled6 depuis la
région d’el Milia. Ensuite I'échantillon est lavéip séché a l'air libre et a 'ombre pendant 21
jours jusqu’a les feuilles devenue seches, stodkée des bocaux fermés hermétiquement et

placée dans un endroit a I'abri de la lumiére dadshaleur avant son utilisation.

Figure 4.3 Lesfeuilles duLaurus nobilis L. séches.
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2.2 Préparation des extraits

+ Les feuilles sont séchées et écrasées dans urubrgetrique pour tamiser le produit
résultant.

Figure 4.4L'étape du broyage.
= Peser 500 g de la poudre résultante dans de lietllég & valeur de 1g/10ml
(Xie et al., 2014)

Figure 4.5 : La dissolution de la poudre dans de l'eau distillée

<+ Mettre la suspension dans un bain marie a 100ridare 3 heures.

Figure 4.6 L'incubation de la suspension dans un bain matiéG’c.
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<+ Refroidir, garder au réfrigérateur a 4 °c pendante une nuitl(ina et al., 2016).

Figure 4.7 :Le refroidissement de I'échantillon.
« Centrifuger le mélange a la vitesse de 8000 Trfmeimdant 30 mifbasuet al., 1984).

FigudeB : La centrifugationdu mélange.

= Puis, concentrer le surnageant en ébullition aiéndit volumeXie et al., 2014)

Figure 4.9 La concentration du surnageant.

+ Centrifuger le concentré de liquide dans les mémpeaslitions suscitées de temps et de

vitesse.
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+ Ajouter au surnageant 4 volumes d’éthanol, puideyaioute une nuit au réfrigérateur
(Lina etal., 2016).

Figure 4.10 :La précipitation des polysaccharides.

+ Centrifuger 8000 Tr/min pendant 30 min, en récdltas résidus de polysaccharides.

2.3.Purification

Enlever les protéines liées aux polysaccharidasiexprécédemment en les traitant avec
de l'acide TCA 15 %o suivit par la solution NaOA&2selon la méthode d#/anger et al.,
1988 ; Parkaschet Wagner, 1987)pour obtenir a la fin un mélange de polysacchanugs.

Figure 4.11 :Lespolysaccharides purs.

v' Mettre les polysaccharides purs en dialyse pentiht
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2.4 .Calcul du rendement
Les rendements de I'extraction des polysacchabdas sont calculés seldhi et al.,
2015)par la formule suivante :
Lentenu polysaccharidique dextraction (g)

Rendement de I'extraction (%)= x100

Le poids de la poudre sec de plante (g)

3. Protocol expérimental
Une fois les polysaccharides extraits, nous avestg teurs activités antioxydantes in vitro

et I'activité laxative in vivo.

3.1. In Vitro
3.1.1. L’activité antioxydante par diphényl-picryl-hydrazy | (DPPH)

+ Principe

La méthode est basée sur la réduction du radicehritioxydant aura la capacité de donner
un électron au radical synthétique DPPH® d’uneration violette pour le stabiliser en DPPH
de coloration jaune-ver{@haipong et al., 2006).

DPPH° + AH DPPH-H + A° Ou AH est un composé capal@eéder un Hau radical
DPPH.

sl sl

+ Antioxydant -OH ——»

+ Antioxydant-O,
Ne NH

NO» \li‘j]/Noj .\'o,\©/m)l

DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 4.12 :La transformatiordu radical DPPHHidayat et al., 2017).

+ Méthode
3,0 ml de solution de DPPH diluée dans dithanol ont été ajoutés a 1,0 ml de notre

échantillon a différentes concentrations. Le méaagété maintenu pendant 20 minutes a
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'obscurité avant que l'absorbance soit mesurée #&espectrophotométre a 517 nm. Le
pourcentage d'activité de réduction a été calaulétiéisant I'équation suivante :

Activité de réduction de DPPH (%) = [1- (Abs. Déchantillon - Abs. Du blanc) / Abs. De
blanc] *100(Thaipong et al., 2006).

Figure 4.13 :Le test du DPPH.
3.1.2. Le pouvoir réducteur(PR)

<+ Principe

La méthode est basée sur la réaction de réductiofFd*) présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium en{Hgela réaction est révélée par le virement de ldexo jaune
du fer ferrique (F&) en couleur bleu vert du fer ferreux tPel'intensité de cette coloration
est mesurée par spectrophotométrie a 700 ¥itdifim et al., 2001)

+ Méthode

La méthode utilisée est celle Widirim et al, 2001ou : 1 ml de I'échantillon a différentes
concentrations, est mélangé avec 2 ml d’'une soluéimpon phosphate a 0.2 M (pH= 6.6) et 2
ml d’une solution de ferricyanure de potassiusiFr&CN)sa 1%. Le tout est incubé a 50°C
pendant 20 min, puis refroidi & la température amigi. 2 ml d’acide trichloracétique (TCA) a
10% sont ajoutés pour stopper la réaction, puisulees sont centrifugés a 3000rpm pendant
10 min. 2 ml du surnageant sont ajoutés a 2,5 eauddistillée et 2ml d’une solution de chlorure
de fer (FeG, 6H0) a 0.1% La lecture des absorbances se fait contoéanc a 700 nm a l'aide
d’un spectrophotometre

PR (%) =[1- (Abs. De I'échantillon - Abs. Du blanc) / &tDe blanc] *100.
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Figure 4.14.Le test du pouvoir réducteur.

3.1.3. Le Test de piégeage du radical hydroxyle
Le dosage des radicaux hydroxyles a été mesuié paéthode ddenet al., 1998avec
une légere modification. Les échantillons ont éséalis dans I'eau distillée (0.01-30
mg-mL™).
«+ Méthode
La solution d'échantillon (1,0 ml) a été mélangeecadu Fe SO mM, 1,0 ml) et une
solution d'acide salicylique 9 mM (1,0 ml, éthaad0%). Ensuite, 1,0 ml dex82 (8,0 mM)
a été ajouté pour lancer la réaction, Le mélangé acubé dans un bain marie a 37° C pendant
1h.
Le blanc a été préparé comme décrit citdessauf, 50% d'éthanol (1,0 ml) qui a été
remplacé par la solution d'acide salicylique.
La méme méthode a été utilisée pour étehtiontrdle, mais, la solution de polysaccharide
a remplacée l'eau distillée (1,0 ml).

Apres réchauffement dans un bain marie, l'absagdno mélange a été mesurée a 510 nm.

1

- — S — ——

> |

Figure 4.15 :Le test des radicaux hydroxylés

—
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3.2. Les Méthodes in Vivo
Le but de cette expérimentation estudi@r I'activité laxative de nos polysaccharides
sur des souris.
+ Principe
Mesure de la progression intestinale d’'un marguaelaré —ingéré oralement chez la souris
apres un traitement par gavage de substancesa test
La distance parcourue est proportionnelle a I'dératif de la substance test.
4+ Méthode
» Etape 01

On a préparé trois lots de souris ; qui sont a pgmdant 18 h ; probablement marquées

par des couleurs différentes :

v' Lotl : témoin négative (couleur noire) ;

v' Lot2 : témoin positif (couleur rose) ;

v Lot3: extrait du polysaccharide (couleur rou@eyo et al.,
2017).

Figure 4.16 :Les souris marquées par couleur.

» Etape 02

(Temps : 00 minute) : on a administré oralementsauxis de chaque lot aprés une
dilution adéquate dans 'eau distillée, 1ml de cim@cdes préparations suivantes :

v' Lot 1:I'eau distillée ;

v' Lot 2 : solution de lactulose, laxatif osmotiqueréf&rence a
15g/kg ;

v Lot 3: extrait du polysaccharide 250 mg/idgio et al., 2017).

47



Chapitre 04 : Matériel et Méthode

FigurelZ :Le premier gavage.
» Etape 03

(Temps : 90 minute) : on a administré a toutesdesis 1 ml d'une solution de charbon
active (2 mg), marqueur coloré en noir.

Figure 4.18 :Le deuxieme gavage.

» Etape 04

(Temps : 150 minute) : on a sacrifié les animaux.

Figure .4.19 :Le sacrifice des animaux.
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v" Tous les animaux sont disséqués, l'intestine gréle est prélevée apres avoir opéré des
sections au niveau du pylore et ceacum, l'intestin et déroulé (Leng-PesdlaRay.

v/ On a mesuré la distance parcourue par le marqueur coloré noir, au moyen d’une regle
centimétrique.

v Les distances sont notées pour chaque souris.

Figure 4.20: La mesure de la distance.
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Résultats et discussion

1. Reésultats d'extraction

Le processus d’extraction et de la macération est une technique classique d’extraction

des composés bioactifs a partir d’espece. Pour la présente étude, nous avons effectué I'extraction

hydrosolubles de polysacchrides.

la matiére végétale séche

Broyage des feuilles seches J

la matiere végétale poudre

m=500 g

4

chaude

Extraction des polysaccharides a I’eau

( Ethanol

Précipitation des polysaccharides

des polysaccharides m= 11 g

Elimination des protéines et des

[ NAOAC J ( résidus

J

NN

Polysaccharides purs 10 g

f

)

TCA 15%

\

Figure 4.21 :Le rendement obtenu de I’extraction des polysaccharides.
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les polysaccharides ont été obtenu avec un rendement global de 2% par une procédure
en serie d'extraction d'eau chaude, de précipitation a I'éthanol, de dialyse et de lyophilisation
Xu et al., 2012 ont remarqué un rendement de 3.35% par rapport a la matiére seche a partir des
feuilles de Camellia sinensi Dong et al., 2007 notent un rendement de 1.63% par rapport a la

matiere seche de polysaccharides hydrosolubles.

2. L’activité antioxydante

Le stress oxydant a été largement défini comme une situation ou la cellule ne contrdle plus
la présence excessive de radicaux oxygénés toxiques (Favier, 2003). Il joue un réle dans le
développement des maladies dégénératives comme 1’athérosclérose, le diabéte ou les
pathologies neurodégé- nératives ( Delattre et al., 2005) . La situation de stress oxydant résulte

d’un déséquilibre entre especes pro-oxydantes et antioxydantes.

Les capacités des antioxydants des polysaccharides dépendent généralement de I'unité
d’ose ; des liaisons glycosidiques ; du degré de ramification et de conformation du
polysaccharide (Li et al., 2013).

Nous avons utilisé trois méthodes différentes pour étudier I’activité antioxydante, car les
résultats d’une seule méthode ne peuvent donner qu’une suggestion réduite de I’activité
antioxydante. L’acide ascorbique est utilis¢ comme étant un contréle positif.

2.1. Test de piegeage du radical libre DPPH

DPPH est connu comme un radical libre stable qui a la capacité de devenir une molécule
diamagnétique stable en acceptant un électron ou de I'nydrogene. Ainsi, il a été largement utilisé
pour évaluer l'activité antioxydante des antioxydants naturels (Ahn et al., 2007).

La méthode est basée sur la réduction d’une solution méthanoique de DPPH en présence
d’un antioxydant qui donne un hydrogene ou un électron. La forme non radicalaire DPPH-H
est formée. Les graphes ci-dessous représentent la variation du pourcentage du pouvoir

inhibiteur en fonction de la concentration des polysaccharides.

D’aprés les résultats représentés dans la (Figure 4.22).
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1001

il

=e= Polysaccharides

=== Acide ascorbique

Inhibition du DPPH (%)

Concentration (mg/ml)

Figure 4.22 :Les pourcentages d’inhibition du DPPHe des polysaccharides et d’acide
ascorbique.

L’activité antioxydante exercée sur le radical libre DPPH par les polysaccharides ou le
standard est dose-dépendante.

La capacité antioxydante des polysaccharides a été déterminée a partir de 1’ICso, ¢’est
la concentration nécessaire pour réduire 50 % du radicale DPPH. Plus la valeur d’ICso est basse,

plus I'activité antioxydante d'un composé est grande (Hobi et Eddouks, 2016).

La concentration de 1I’échantillon nécessaire pour inhiber 50% du DPPH radicalaire, a
été calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction de différentes

concentrations d’extrait préparé. Les valeurs sont représentées dans le tableau suivant :

Tableau 4.3 : Les valeurs des ICso + SD du DPPH scavenger des

polysaccharides et d’acide ascorbique.

L’échantillon IC50 (mg/ml)
Acide ascorbique 0,196 + 0,02
Laurus nobilis L 0,983 + 0,08
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Nos résultats montrent que I’activité antiradicalaire des polysaccharides des feuilles de
Laurus nobilis L, est trés elevée avec un IC50 de I’ordre de 0,983mg/ml. En comparaison avec
I’antioxydant standard (I’acide ascorbique) qui démontre un IC50=0,196mg /ml nous
constatons que notre extrait est moins actif par rapport au standard. Comparativement a d’autres
études, nos résultats concordent avec ceux obtenus par Zhou et ses collaborateurs en 2016 sur

les polysaccharides de Lilium lancifolium Thunb qui demontre un ICso= 1.43 mg/ml.

2.2. Le pouvoir réducteur (PR)

La réduction du pouvoir, reflétant la capacité de donation d'électron, est I'un des
indicateurs les plus importants de l'activité antioxydante des composés bioactifs (Arabshahi et
al., 2007). En faisant don d'électron, les substances antioxydantes sont capables de bloquer la
réaction en chaine radicale en convertissant des especes réactives d'oxygéne en produits plus
stables.

Les résultats de 1’activité réductrice des polysaccharides et de 1’acide ascorbique sont

représentes dans (la Figure 4.23 et 4.24).
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Figure 4.23 : Le pourcentage d’inhibition du pouvoir réducteur (PR) de
I’acide ascorbique.
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Figure 4.24 :Le pourcentage d’inhibition du pouvoir réducteur (PR) de polysaccharides de
Laurus nobilis L.

D’aprés ces résultats, on remarque que le pourcentage d’inhibition du PR augmente avec
I’augmentation de la concentration. Le taux d’inhibition du PR enregistré en présence de
I’extrait de la plante est inférieur a celle de 1’acide ascorbique. Pour mieux caractériser le

pouvoir réducteur nous avons introduit le parametre ICsp.

Les valeurs des ICso trouvees pour les deux produits testés sont représentées dans le
tableau suivant :

Tableau 4.4 : Les valeurs des ICso + SD du PR des polysaccharides et

d’acide ascorbique.

L’échantillon IC50 (ug/ml)
Acide ascorbique 2,2+0,02
Laurus nobilis L. 260+ 4

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessus du pouvoir réducteur des

polysaccharides des feuilles de Laurus nobilis L montrent que I’extrait testé possede un pouvoir
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réducteur elevé avec un 1Cso= 260 pg/ml. En comparaison avec I’antioxydant standard (1’acide
ascorbique) qui démontre un 1Cso = 2.2 pug/ml, nous constatons que notre extrait est moins actif

par rapport au standard.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par (Liang et al, 2011) sur les
polysaccharides de Talinum triangulare et (Lu et al., 2013) sur les polysaccharides de
Huangshan maofeng.

En générale, le potentiel réducteur des extraits végétaux est di a la présence de
molécules capables de donner des électrons qui peuvent réagir avec les radicaux libres et les
convertir en produits stables, parmi lesquelles les polysaccharides (Liang et al., 2011), ce qui
explique le potentiel réducteur de I’extrait de notre plante riche en polysaccharides. Dans notre
expérience la présence des réducteurs dans 1’extrait de notre plante provoque la réduction de
Fe3*complexe ferricyanide & la forme ferreux. Par conséquent, Fe?* peut étre évalué en mesurant
et en surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a 700
nm.

2.3. Le test de piégeage du radical hydroxyle

L'accumulation de preuves a fortement suggéré que ce stress est un facteur vital
essentiel du vieillissement, du dysfonctionnement du cerveau, des maladies du foie, des troubles
cardiovasculaires et de la carcinogenése (Sun et al., 2010) . Parmi toutes les especes ROS, les
radicaux hydroxyles entrainent une grande partie des dommages oxydatifs aux biomolécules
(Ke et al., 2009). Le radical hydroxyle peut facilement conduire a des dommages aux tissus ou
a la mort cellulaire. Ainsi, I'élimination des radicaux hydroxyles est trés importante pour la
protection des systemes vivants (Leong et al., 2002).

Les résultats de piégeage du radical hydroxyle des polysaccharides et de I’acide
ascorbique sont représentés dans (la figure.4.25. et 4.26).
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Figure.4.25 : Le pourcentage d’inhibition du piégeage du radical

hydroxyle(OH) de I’acide ascorbique.
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figure.4.26 : Le pourcentage d’inhibition de piégeage du radical hydroxyle(OH) de
polysaccharides de Laurus nobilis L 1’acide ascorbique.

D’apres ces résultats, on remarque que le pourcentage d’inhibition du OH’ augmente

avec I’augmentation de la concentration. D’apres les résultats obtenus, nous pouvons déduire
que D’extrait testé de la plante (Laurus nobilis L.) est pourvu d’une activité antioxydante

modérée. Néanmoins, cette activité reste bien inférieure au antioxydant de standard utilisé .Le
potentiel faible de piégeage du OH" est d0 a la sensibilité des polysaccharides avec les réactifs

utilisés dans ce test.
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Les valeurs des ICsq trouvées pour les deux produits testés sont représentées dans le tableau
suivant :

Tableau 4.5 : Les valeurs des ICso = SD du OH des polysaccharides et de I’acide

ascorbique.
L’échantillon IC50 (mg/ml)
Acide ascorbique 0.5
Laurus nobilis L >25

3. L’activité laxative

3.1. Mesure du transit intestinal

Pylore Caecum
Pylore [ caecum
C
L
Pylore . cagcum

C : distance parcourues par charbon.

L : longueur de I’intestin du pylore jusqu’au caecum.
Aprés mesure des distances parcourues par le marqueur coloré (charbon actif) et longueur
de l’intestin du pylore jusqu’au caecum de chaque souris. Les résultats individuels sont

représentés, apres calcule des moyennes respectivement de chaque lot dans la figure 4.27.
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Figure 4.27 : L’effect de Laurus nobilis des polysaccharides on gastro-intestinal transit.***P

< 0.001 : Temoin vs. Lactulose; **P < 0.01 Temoin vs. Polysaccharides ; NS P > 0.05 :

comparaison le groupe Lactulose avec le groupe Polysaccharides.

La figure 4.25. indique que le peurcentage du transit du grele est augmenté de facon
hautement significative chez le groupe du lactulose (87.9 £10.8 % ; P < 0.001) et le groupe des
polysacchrides (77.3 £10.3 % ;P < 0.01) par rapport aux témoins (40 £10.8 %).

Selon nos résultats, on note qu’il n’y a aucune différence (P > 0.05) du taux du transit
du grele entre le groupe du lactulose par rapport au groupe des polysaccharides. L'effet laxatif
observé de polysaccharides pourrait étre lié a la promotion de la libération de fluide corporel,

ce qui augmente la teneur en eau fécale et la sécrétion intestinale.

La constipation a un effet négatif sur la qualité de vie chez les patients atteints. Les
suppléments de fibres, les selles adoucisseurs, les stimulants et les laxatifs osmotiques sont
utilisés pour soulager les symptémes. Cependant, les suppléments de fibre causent la douleur
et I'inconfort abdominal, les selles adoucisseurs ne sont utilisés qu'a court terme et la moitié des
patients sont insatisfaits des laxatifs actuels (Rao et al., 2016). En conséquent, les plantes
médicinales ont regu une attention croissante en tant qu'optitions thérapeutiques alternatives
pour traiter la constipation. Les recherches indiquent que les polysaccharides provenant des
herbes médicinales ont exercé des effets laxatifs, par exemple des polysaccharides d'Inula
japonica et Operculina macrocarpa (Galvao et al., 2014; Shan et al., 2010). En outre, psyllium

est un polysaccharide de Plantago ovate a déja été approuvé par la FDA comme supplément de

58



Chapitre 04 Résultats et discussion

fibre thérapeutique pour le traitement de la constipation. Face a ce constat, la présente étude

recherche des polysaccharides hydrosolubles de Laurus nobilis L. et leurs effets laxatives.

4. Analyse statistique

Le logiciel Graphpad prism 6 est utilisé pour les différentes analyses statistiques. Afin
d’affirmer la signification des différences existantes entre les donneées, le test paramétrique
ANOVA suivi par le test de Tukey sont impliqués pour I’analyse des données. Les moyennes
sont considérées comme significativement différentes lorsque P <0,05 (Luo et al., 2017).
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T TR K PULDPC\/LIVUU

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques. La majorité des médicaments actuels sont des copies
concentrées de remedes végétaux, notamment les polysaccharides qu’ils sont parmi les

composes les plus étudiés de nos jours.

Le but de ce mémoire est I'extraction des polysaccharides pour étudier les activités

antioxydante et laxative.

Pour réaliser ce travail, on a utilisé la plaht@urus nobilis L. , plante riche en

polysaccharides dont le rendement de I'extraction était de 2 %.

L’extrait obtenu a servi a la réalisation de deux parties distinctes de notre travail.

- La premiére partie, réalisée in vitro, a la recherche d’'une éventuelle activité
antioxydante grace a trois tests cités précédemment.

- Ladeuxiéme partie portant sur une expérimentation animale, a permis de prouver
I'effet laxatif du PS extrait du laurier noble grace a la mesure d’un marqueur noir.

Finalement nous avons conclu que les polysaccharides extraits possedent des activités

antioxydantes et laxatives ce qui nous a permis d’atteindre les objectifs de notre travail.

Cette étude nous a permis aussi d’acquérir des connaissances dans le domaine des
polysaccharides, et de conforter nos connaissances sur les activités biologiques. Mais le

domaine reste toujours ouvert pour compléter la recherche concernant 'usage du laurier noble.
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Perspectives

Une étude supplémentaire est nécessaire pour gptirtés conditions d’extraction
(température, temps d'extraction des polysacchgride

Pour une meilleure évaluation de I'activité antidagte et laxative des polysaccharides,
il est souhaitable de fractionner et d’étudierdpacité d’inhibition des radicaux libres ou une
capacité laxative de l'intestin gréle .De mémeuyrpmnnaitre la relation structure/fonction,
I'analyse structurale par spectrométrie de masparda résonance magnétique reste a suivre.

Il est aussi souhaitable, pour mieux connaitrealdgvités biologiques manifestées de
refaire les tests avec des dilutions a fin d’idettia cinétique et/ou la dose optimale pour un

effet biologique précis.

Nous allons terminer notre travail avec succesoasresperons que notre travail a été

bien détaillé et servira comme un support poupteshains étudiants.
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Annexes

La préparation des solutions :

1- Les solutions du pouvoir réducteur

» Solution de ferricyanure de potassium K3Fe a1 % :
Mélanger 1ml de ferricyanure de potassium avec 100ml de I'eau distillée.
Donc : 2,5g —250ml de H20
» Solution de TCA a 107
Mélanger 10g de TCA dans 100ml de I'eau distillée.
Donc : 25g —250ml de H20
» Solution de FeClI3 a 0,17
Mélanger 0,1ml de FeCI3 dans 100ml de I'eau distillée.
Donc : 0,4g —400ml H20
» Solution tampon phosphate a 0,2M et pH= 6,6 :
A. Solution 1 : Na2HPO4- 28,49 + H20 pour compléter 1L.
Donc : 28,4g —1000m|
X=7,1g —250ml
B. Solution 2 : NaH2PO4 2H20 -31,21g + H20 pour compléter 1L.
Donc : 31,21g —1000ml
X=7,8g9 —250ml
En fin, Phosphate buffer a 0,2M et pH= 6,6 est un mélange de solution 1 et solution 2 dont

Le volume 37,5ml et 62,5ml respectivement.

2- Les solutions du test radical hydroxyle

> Fe SO4 (9mM)
m = M*C*V
m=271.01 g/mol*(9*1F)mol/I*0.1L
m= 0.250g

» Acide salicylique (9 mM)
m = M*C*V
m=138.12g/mol*(9*1)mol/I*0.1L
m=0.124
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3- Les solutions de l'activité laxative
» Lactulose
15 g— 1000 g

- Le poids des souris sont 40g
Donc : 15¢> 1000 g
X —40
X= 40g*15g/1000g
X=0.6 g

- La concentration de lactulose c’est 66.5%
Donc :
C1*V1 = C2*V2
0.665*Y =0.6*1
Y = 0.6*1/0.665
Y=0.9ml
Donc 0.9— 1 ml (Na cl)
» Charbon actif
2 mg dilué dans 1 ml Na ClI
4- Les solutions du Purification
» TCA 15%
15g— 100ml
X —400ml
Donc :
X=15*400/100
X=609g
» NAOAC
C'estun 1/4V de TCA
Le volume de TCA =400ml
Donc V (NAOAC)= 400/4
V (NAOAC)=100ml

Donc 2g de NAOAC Dissous dans 100 ml I'eau digtillé
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Erlens Bicher

Tubes chronique Centrifugeuse Ph mettre

Agitateur Tubes a essai Spectrophotomeétre
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Punaises de fixation

Regle centimétrique

Coton
chirurgical

Trousse chirurgical

Complété

Pipette pasteur Vortex

Balance Seringue de 10ml Rotavapor
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polysaccharides extraits par I'eau chaude des feuilles de Laurus Nobilist des facteurs
antioxydants, et laxatifs.

n
ue les

Mots clés: l'activité antioxydante, I'activité laxative, les polysaccharidesyrus Nobilis L.

Laboratoire de recherche : Laboratoire de biochimie, faculté des sciences de la nature
la vie. université Mentouri, Constantine

et de

Président du jury : Menad Ahmed (Pr- UFM Constantine).
Rapporteur : Dehili Nedjwa (MAA - UFM Constantine).
Examinateurs : Belmahi Mohamed EIl Habib (Pr- UFM Constantine).

Baali Nacera (MMA- UFM Constantine).






