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Introduction

Introduction

Au travers des ages, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins
de base : nourriture, abris, vétements et ¢galement pour ses besoins médicaux. L’utilisation
thérapeutique des vertus des plantes pour le traitement de toutes les maladies de I’homme est
trés ancienne et évolue avec I’histoire de I’humanité¢ (Gurif; 2006). Malgré le progres
remarquable de la chimie organique synthétique du vingtieme siecle, plus de 25% des
médicaments prescrits dans les pays industrialisés dérivent directement ou indirectement des

plantes (Karou et al., 2005).

Le stress oxydatif est défini comme étant une oxydation excessive due a un
déséquilibre entre la production d’especes réactives de l'oxygene et celle des systémes
antioxydants. Ces espéces prooxydantes sont responsables de la dénaturation et de 1’altération
des molécules biologiques et engendrent de ce fait 1’apparition de diverses pathologies

dégénératives (Pasquier, 1995).

Les métabolites secondaires d’origine végétale font 1’objet de nombreuses recherches
dans la lutte contre le stress oxydatif, notamment dans la recherche de nouvelles molécules
telles que les composés phénoliques, huiles essentielles et alcaloides auxquels on attribue

différentes propriétés biologiques.

Thapsia garganica L. occupe une place privilégi¢ée dans le traitement de certaines
pathologies. Effectivement, les racines ont été utilisées pour le traitement des maladies
pulmonaires, la cataracte et les arthrites rhumatoides (Nelson et Stoltz, 2007). Elle appartient
a la famille des Apiacées. Ces dernie¢res sont une famille de plantes dicotylédones tres
homogene, une des plus faciles de la flore a reconnaitre, grace a ses inflorescences en

ombelles (Guignard, 1998).

Par conséquent, notre travail sera porté sur I’évaluation de 1’activité antioxydante in
vitro des extraits des feuilles et des racines de Thapsia garganica L. Pour cela, nous nous

sommes fixés les objectifs suivants :
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- Extraction des composés phénoliques contenus dans les feuilles et les racines de Thapsia
garganica L.

- Dosage des composés phénoliques totaux, des flavonoides et des proanthocyanidines des
extraits obtenus.

- Evaluation de Dl’effet anti-radicalaire et de I’activité antioxydante de ces extraits par la
mesure du pouvoir réducteur et par 1’utilisation de radicaux libres synthétiques : le DPPH et
’ABTS™.

- Fractionnement et caractérisation de 1’activité antioxydante des extraits.
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Synthése bibliographique Généralité sur Thapsia garganica L.

I-1-Généralités sur les Apiacées

Les Apiacées, anciennement appelées Ombelliféres, comprennent environ 3000
especes se répartissant dans toutes les régions tempérées mais surtout dans 1’hémisphere
Nord. C’est une famille trés homogene facile a reconnaitre grace a son inflorescence en
ombelles composées. Paradoxalement, les especes de cette famille sont assez difficiles a

différencier les unes des autres (Gaussen et al., 1982).

I-2-Le genre Thapsia et son habitat

Thapsia est un genre de plante a fleurs avec 41 especes, appartenant a la famille des
Apiacées qui sont originaires d'Afrique, d'Asie et d'Europe. Thapsia garganica L. est une
espece répandue dans le bassin méditerranéen, qui a pour habitat le bord des routes et les

champs (Goémez, 2007).

Thapsia garganica L. est présente au Maroc, en Algérie, en Tunisie et en Lybie
(Dobignard et Chatelain, 2011), mais aussi en Turquie, en Espagne, au Portugal, en Italie et
en Grece (Hand, 2011). Dans la région de 1'Achach, au Maroc, elle apprécie les clairieres
forestiéres, les paturages sablonneux et rocailleux, les steppes, dans la plaine et les basses

montagnes (Bammi et Douira, 2004).

I-3- L’espéce Thapsia garganica L.

D’aprés Lauzer, (1868), le nom Thapsia garganica L. est composé de deux mots:

» Thapsia : tiré de I’ile de Thapsos ou elle fut découverte pour la premiére fois.

» garganica : épithéte donné par rapport au nom d’une montagne en Italie « Gargano » ou
elle se trouve en abondance.

I-4-Noms vernaculaires de ’espece

Tableau I : Principaux noms vernaculaires de Thapsia garganica L.

Langue Nom Référence
Frangais Thapsie ou Faux fenouil
Hseini et al., 2007
Berbére Aderyes
Arabe Bou nafa ou Derias Rohlfs, 2002 ; Wassel et
Anglais False fennel Ahmed, 1974
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I-5- Classification botanique

La systématique botanique permet de classer Thapsia garganica L. parmi les 3000

especes distribuées en 300 genres (Gomez, 2007).

Tableau II: Classification botanique de Thapsia garganica L. (Gémez, 2007).

Division Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Archychlamideae
Ordre Umbeliflorales
Famille Umbelliferae = Apiaceae
Genre Thapsia
Espéce Thapsia garganica L.

I-6- Description botanique de Thapsia garganica L.

C’est une Plante vivace, a tige florifére dressée, peu ramifiée, atteignant environ 1,50
m de haut. Elle possede de grandes feuilles en touffes, trés découpées, a division linéaire
pourvues d’un pétiole en gaine a la base, les supérieurs sont réduits a la gaine épaisse, d’un
vert grisatre comme la tige. Les fleurs sont petites, jaunes disposées en grandes ombelles
presque sphériques. Les fruits sont ovales, atteignant plus de 2 cm de long, largement ailés.
Les racines sont des rhizomes (figure n°1). La floraison a lieu entre avril et juillet (Meftah et

al., 2001).
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Figure n°1 : Photographies des racines et des parties aériennes de Thapsia garganica L.

(Anonymes A: feuilles, B: fleurs, C: graines)

I-7- Composition biochimique de Thapsia garganica L.

Thapsia est un genre complexe, non seulement du point de vue taxonomique, mais aussi

dans la nature des métabolites isolés et leur distribution dans ses especes (Saouf et al., 2006).
a) Les composés phénoliques

Djeridane et al., (2007) ont révélé que la composition phénolique des extraits
¢thanoliques de Thapsia garganica L. était relativement faible, soit de 2,5 mg équivalent
acide gallique par 1g de mati¢re séche. L’analyse par HPLC de ces extraits a révélé que les
flavonoides représentent 98% (m/m) des composés phénoliques totaux avec détection de la
quercetine, et que les dérivés de I’acide hydroxycinnamique en représentent 2% (m/m), par

contre les dérivés de I’acide hydroxybenzoique sont inexistants.

Liu et al, (2006) ont quant a eux montré I’existence d’esters de phénylpropanoides

(Figure n°2) dans les extraits de Thapsia garganica L.
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Figure n°2 : Structures des phénylpropanoides isolés a partir de Thapsia garganica L. Liu et

al., (2006).
b) Composés terpéniques

Les composés terpéniques que 1’on retrouve essentiellement chez le genre Thapsia sont
des lactones sesquiterpéniques (adjel et al, 2011). Ces composés constituent un groupe
numériquement important de substances a environ 3000 structures connues qui furent
décrites dans les anciens traités de matiéres Médicinales, sous le nom évocateur de «
principes amers ». Leurs structures sont trés variées, mais se rattachent toutes au produit de

cyclisation, cyclodécadiénylique du pyrophosphate farnésyle (FPP) (Bruneton, 1993).

Les composants dominants de cette plante sont des thapsigargines qui appartiennent au
groupe des guaianolides, et des thapsigargicines (Figure n°3) (Rubal et al., 2007), ainsi que
les constituants volatiles suivants : les lactones sesquiterpénes d-cadinene, a- et d-guaiene,

elemol et guaiols (Drew et al., 2009).
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Figure n°3 : Structure de la thapsigargine et de la thapsigargicine (Ali et al., 1985).

¢) Les huiles essentielles

L’huile essentielle extraite des racines contient principalement de 1'élimicine (54 a 73 %)

et de la latifolone (20-32%) (Avato et al., 2001).
1-8- Toxicité

Les Apiacées et en particulier Thapsia garganica L. sont des plantes assez toxiques.
Cette toxicité est principalement due a la présence des alcaloides pipéridiniques (grande
cigu€), des carbures acétyléniques poly-insaturés (cigu€ aquatique, cenanthe safranée) ou a des
lactones sesquiterpéniques. La présence fréquente de furanocoumarines dans leurs tissus fait

qu’elles sont souvent photosensibilisantes (Bruneton, 2005).

I-9-Activités biologiques de Thapsia garganica L.
+ Différentes actions de la Thapsigargine
» Cytotoxicité

Liu et al, (2006) ont mené une étude sur la cytotoxicité de la Thapsigargine et des esters
des phénylpropanoides isolés a partir des fleurs de Thapsia garganica L. Les tests ont été
effectués sur des lignées cellulaires cancéreuses de la leucémie et du carcinome du sein. Les
ICso ont révélé que la Thapsigargine posseéde un potentiel cytotoxique plus €levé par rapport

aux esters de phénylpropanoides.

» Libération d’histamine et réponse inflammatoire

Ali et al., (1985) ont montré que la Thapsigargine était capable d’induire 1’activation des
mastocytes et des leucocytes, provoquant la libération d’histamine impliquée dans les

réactions d’hypersensibilité et inflammatoires.
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> Action sur le métabolisme du calcium

La Thapsigargine est un inhibiteur spécifique des ATPases-Ca’* SERCA (protéines
membranaires qui pompent le calcium a l’intérieur du réticulum) qui représentent des
protéines indispensables a la survie cellulaire (Winther et al., 2010 ;Rubal et al, 2007 ;

Kmonickova et al., 2008).

La Thapsigargine, qui possede une forte affinité pour les SERCA, inhibe sélectivement les
ATPases du réticulum sarco-endoplasmique sans affecter les pompes de la membrane
plasmique et mitochondriale, ainsi elle provoque la décharge du calcium stocké dans ces
compartiments, provoquant une augmentation accrue de la concentration cytosolique du
calcium et un changement de la perméabilité de la membrane plasmique, entrainant ainsi un

afflux du calcium extracellulaire (Appendino et al., 2005).

» Cancer de la prostate et apoptose

La Thapsigargine est connue pour ses effets bénéfiques dans le traitement du cancer de la
prostate (Makunga et al., 2006 ; Liu et al, 2006). Lorsque la Thapsigargine est liée de fagon
covalente a un peptide spécifique (la carboxypeptidase), elle représente une pro-drogue qui
peut cibler et aprés activation, tuer par apoptose les cellules du cancer de la prostate (Winther

et al., 2010; Rubal et al., 2007).

I-10-Utilisation thérapeutique de la plante

Thapsia garganica L. est une plante médicinale répandue dans la thérapeutique
traditionnelle. Elle est connue pour ses effets diurétiques, émétiques et purgatifs. La plante a
toujours été considérée comme spécifique dans le traitement de la douleur, mais la prudence
est recommandée car elle est toxique pour certains mammiféres. La plante est également
fortement rubéfiante, produisant des cloques et des démangeaisons intenses (Ladjel et al.,

2011).

La plante est utilisée pour combattre les toux et bronchites rebelles ainsi que les
rhumatismes, la rage et la stérilité féminine. On ['utilise également, mélangée a de la farine et
a du son, en cataplasmes, contre les morsures d'animaux venimeux ou enragés (Bammi et

Douira, 2002).
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Radicaux Libres et Antioxydants
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I- Les radicaux libres
I-1-Définition

Il s’agit d’un atome ou d’une molécule qui contient un (ou plusieurs) électron(s) non
apparié(s), comme conséquence de la perte d’un (ou plusieurs) électron(s) de 1’orbite externe,
aboutissant a la formation d’une demi liaison qu’il faut satisfaire par un pillage local d’électron(s)
(Berger, 2006). D’apres Goudable et Favier (1997), cela lui confeére une grande réactivité et
donc une demi-vie trés courte. En effet, ce radical libre aura toujours tendance a remplir son
orbitale en captant un électron pour devenir plus stable : il va donc se réduire en oxydant un autre

composé.

I-2-Les radicaux libres en biologie

En biologie, les radicaux libres sont formés le plus souvent par gain d’électrons a partir de
I’oxygéne (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Les espéces prooxydantes sont représentées par les
especes réactives de 1’oxygene (ERO) et les especes réactives du nitrogéne (ERN) (Groussard,
2006), qui sont les produits du métabolisme cellulaire normal et a des concentrations faibles a
modérées elles sont connues pour leurs roles physiologiques variés allant de la transduction du

signal cellulaire a la défense contre les pathogenes (Dastmalchi et al., 2007).

Les radicaux libres les plus courants sont le radical superoxyde (O;”), le radical hydroxyle
(OH’) et le monoxyde d’azote (NO’). D’autres molécules, comme le peroxyde d’hydrogene
(H20,) et I’ion peroxynitrite (ONOQO") ne sont pas des radicaux libres mais ils peuvent en générer

par différentes réactions chimiques (Ré et al., 2005).

I-3-Génération des espéces réactives de I’oxygene (ERO) et du nitrogéne (ERN)
I-3-1- Les principales espéces oxygénées réactives générées dans les systémes biologiques :

Les principales especes oxygénées réactives générées dans les systémes biologiques

tableau n°IIl.
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Tableau n° III: Les principales especes oxygénées réactives (Amzal, 2010).

Especes réactives

Propriétés

O “ Anion Superoxyde

Produit par la chaine de transport d’électrons et d’autres sites. Ne

peut pas diffuser du site d’origine. Génere les ROS.

H,0, Peroxyde

d’hydrogeéne

N’est pas un radical libre, mais peut en générer en réagissant avec

des métaux de transitons, peut diffuser a travers les membranes.

OH’ Radical Hydroxyle

Espéece la plus réactive dans 1’attaque des molécules biologiques,
produit a partir du H,O, dans la réaction de Fenton (R1) en
présence du Fe*™ ou du Cu®" ou par réaction du peroxyde
d’hydrogeéne avec ’anion superoxyde par la réaction de Haber-
Weiss (R2).

H,0, + Fe’* ———»OH" + Fe’" + OH

H,0,+ 0, ——» HO*+OH + O,

(RT)
(R2)

HOCI Acide

Hypochloreux

Produit dans les neutrophiles durant le sursaut respiratoire pour
détruire les organismes invasifs. La toxicité s’effectue a travers des
réactions d’halogénations et d’oxydations. L’espece réactive est

I’OCL

'0, Oxygene Singulet

Oxygene avec des spins antiparalléles. Produit a des pressions
importantes en oxygene sous ’effet de 1’absorption des rayons UV.

11 disparait trop vite pour étre toxique in vivo.

NO' Oxyde Nitrique

Un radical libre endogéne produit par 1’oxyde nitrique synthétase.
Se lie aux ions métalliques, se combine avec O, ou aux autres

radicaux contenant 1’oxygeéne pour produire RNOS

ONOQO'’ Peroxynitrite

Un agent oxydant puissant qui n’est pas un radical libre. Il peut

générer NO, (dioxyde de nitrogene), qui est un radical.

10
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I-3-2-Les sources des ERO et ERN

La production et le métabolisme des ERO apparaissent trés compartimentés et indépendants
dans les différents compartiments cellulaires. Plusieurs systémes dont les deux principaux sont la
chaine mitochondriale et les NADPH oxydases (Figure n°4) contribuent a la production des ERO

dans les cellules (Bonnefont-Rousselot et al., 2002).

NO Synthases
o Arginine - -
2 g Citrulline

NADP)H oxydase
chaine mitochondriale
xanthine oxydase
oxygenases

v

02.-

Superoxyde dismutase \ l

202

Myé&loperox ydas\ /

Fe®t HOCI

o

O, + Cf

ONOO~

OH

Figure n°4: Sources cellulaires et interconversions des especes réactives de I’oxygéne (ERO) et

de I’azote (ERN) (Beaudeux et al., 2006).

» NADPH oxydase

La NADPH oxydase est une enzyme cellulaire initialement retrouvée dans les cellules
phagocytaires, a 1’origine de la production extracellulaire d’anions superoxydes nécessaires a la

destruction d’éléments étrangers qui seront finalement phagocytés (Parihar et al., 2008).

Des études récentes ont montré que les NADPH oxydases des cellules vasculaires constituent
une source majeure d’ERO, particuliérement, du radical superoxyde O, par transfert d’un

¢lectron sur I’oxygene (réaction 1) (Bonnefont-Rousselot et al., 2002).

11
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2 0, + NADPH — 2 O," + NADP' + H' @

> La mitochondrie

Elle est considérée comme une des principales sources d’ERO dans la cellule par le
fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale (Pervaiz et Clement, 2007). Dans la
mitochondrie a 1’état physiologique, il existe lors du transport électronique le long de la chaine
respiratoire, une fuite d’¢électrons au niveau du complexe I et III, a 1’origine de la production de
’0,*” (réaction 2) (Ballinger, 2005). Aussi la plupart du H,O, cellulaire provient des

mitochondries par dismutation d’O,°” (Beaudeux et al., 2006).

.- 2% 98%
0, « 0, »H,0 Q)
+le~ +4e+4H"
Production de superoxyde Respiration

» Xanthine oxydase

La xanthine oxydase fait partie d’un autre systéme enzymatique capable de générer le O, par
transfert d’un électron sur ’oxygeéne (Bonnefont-Rousselot et al., 2002). Dans les situations
d’hypoxie ou d’ischémie suivie de reperfusion, [’activation intracellulaire de la xanthine
déshydrogénase en xanthine oxydase va provoquer une formation importante de O, en présence

d'oxygene (réaction 3) (Goudable et Favier, 1997; Deby-Dupont et al., 2002).

Xanthine oxydase

Hypoxanthine / — » Xanthine A3

02 0,
» L’oxyde Nitrique synthétase

La NO synthase est une flavoenzyme calcium dépendante qui va produire du NO' grace a
I’oxydation de la L-arginine par ’oxygeéne (réaction 4) (Bérard, 1997; Huet et Duranteau,

2008).

12
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NO synthase

O2 + Arginine + NADPH »NO + Citrulline + HZO + NADP" “)

I-4- Role physiologique des radicaux libres

Dans un systéme biologique, les ERO libres peuvent avoir des effets opposés, et ce en
fonction de leur lieu de formation et des quantités produites (Flourie et al, 2006). Les ERO,
lorsqu’elles sont formées en faibles concentrations, représentent des régulateurs des voies de
signalisation et de I’expression des génes au niveau des cellules vasculaires, jouant ainsi un role
important comme seconds messagers, dans le controle des processus cellulaires physiologiques
tels que la croissance, la migration, la sénescence, I’apoptose ou la survie des cellules
endothéliales et des cellules musculaires lisses (Bonnefont-Rousselot et al, 2002; Huet et
Duranteau, 2008), aussi bien que dans les fonctions de: phagocytose, bactéricidie et stimulation

des lymphocytes T (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

A titre d’exemple, 1'anion radicalaire superoxyde (O;") et le monoxyde d'azote (NO") sont
des médiateurs régulant certaines fonctions biologiques telles que la vasodilatation capillaire, la
prolifération ou encore la signalisation nerveuse (Favier, 2003). Les oxydants chlorés (HOCI)
quant a eux, sont libérés par les macrophages et ont une activité bactéricide importante (Barouki,

2006).

I-5-Stress oxydant
I-5-1-Définition

Le stress oxydant est communément défini comme un déséquilibre entre les systemes
oxydants et les capacités anti-oxydantes d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment

cellulaire (Reimund, 2002 ; Barouki ,2000).

13
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I-5-2-Conséquences du stress oxydant

Lors d’un stress oxydant, les ERO non « détoxiquées » par le systeme antioxydant
attaquent et endommagent par oxydation des macromolécules directement a leur contact,
contenues dans les cellules, notamment les lipides, les protéines et ’ADN (figure n°5)

(Koechlin-Ramonatxo, 2002; Halliwel, 2007).

Croissance Physiologie

signal Développement Développement
Inflammation

Adaptation

/
}\ = =

ADN/ARN

Protéines Pathologie

Toxique Lipides Vieillissement

Sucres

Figure n°5: conséquence de stress oxydatif (Barouki, 2006).

> Peroxydation lipidique

Les ERO peuvent s'attaquer aux lipides et plus particuliecrement aux acides gras
polyinsaturés des phospholipides membranaires. Les conséquences de cette peroxydation sont
nombreuses. Parmi elles, la réorganisation ainsi que 1’agglomération des phospholipides, une
fluidit¢ des membranes abaissée et cela peut méme entrainer la disparition des compartiments
cellulaires, la désorganisation compleéte de la membrane altérant de ce fait ses fonctions

d’échange, de barriere et d’information (figure n° 6) (Koechlin-Ramonatxo, 2006).
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a-TOH

Antioxydant
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L
(radical alkyle) \

|- o

LOO® ---==---
ﬁlcal peroxyle)
(LH
\ LOOH

(hydroperoxyde lipidique)

!

LO® -------

(radical alkoxyle)

HO"®

.

LOH
(alcool)

- - = Peroxyde cyclique

v
MDA
+
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Figure n°6 : Les trois étapes de la peroxydation lipidique (Sachdev et Davies, 2008).

» Oxydation de ’ADN

L’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible majeure des ERO.
Les radicaux O, et OH® provoquent des Iésions de I’ADN. Ceux-ci peuvent en effet interagir
avec les désoxyriboses de I’ADN mais aussi avec ses bases puriques et pyrimidiques. Ces
altérations structurales lorsqu’elles ne sont pas réparées entrainent a long terme des altérations
génétiques: cassures chromosomiques, mutations, délétions, amplifications, a I’origine d’un

dysfonctionnement au niveau du métabolisme protéique (Figure n°7) (Koechlin-Ramonatxo,

2006).
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coupure de chaine
(simple brin) ~— =

pontage
ADN-protéine
modification de la base
(oxydation, alkylation,
réarrangements)

oupure de chaine
formation (double brin)
de site abasiquée

Figure n°7 : Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des

cellules (Favier, 2003).

» Oxydation protéique

Les ERO sont en effet capables de réagir avec différents acides aminés des chaines des
protéines, altérant ainsi leur fonction. Les plus sensibles a leur action sont les acides aminés
aromatiques comme le tryptophane, la tyrosine, I’histidine, sur lesquels le radical OH®
s’additionne, modifiant la conformation de la protéine. Sur les acides aminés contenant un atome
de soufre tels que la cystéine et la méthionine, 1’oxydation par les radicaux libres conduit a la
formation de ponts disulfures, donc a I’agrégation de plusieurs molécules de protéines. Les ERO
sont aussi capables de couper des liaisons peptidiques et de former ainsi des fragments protéiques

(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques (enzyme, anti-
enzyme, récepteur...) et deviennent beaucoup plus sensibles a [’action des protéases et

notamment du protéasome (Favier, 2003).

I-5-3-Pathologies liées au stress oxydant

L’importance du stress oxydant et des ERO dans leur physiopathologie a été¢ évoquée depuis

longtemps.
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De plus en plus des d’études en font actuellement la démonstration (Forceville et Van
Antwerpen, 2008).Le stress oxydant est impliqué a la fois dans des pathologies liées au
vieillissement et dans de nombreuses affections telles que [I’athérosclérose, les Iésions
d’ischémie—reperfusion, les affections inflammatoires et neurodégénératives (Durand et al.,

2005).

Parmi les RLO, D’anion superoxyde (0,*") joue un rdle clé dans I’inflammation en
général, et dans les maladies rhumatismales en particulier. L’enzyme superoxyde dismutase
(SOD) est impliquée dans la neutralisation de 1’0,*" en le transformant en peroxyde d’hydrogéne
(H202), évitant ainsi la formation de dérivés plus toxiques comme la peroxynitrite (ONOO-) ou
le radical hydroxyle (HO®).

Une grande partie de la connaissance sur le rdle de 1’O,* en pathologie articulaire a été acquise
indirectement par la présence de résidus nitrotyrosine dans le cartilage de patients atteints de
polyarthrite rhumatoide (PR) ou par I’action de ’ONOO" in vitro, démontrant que 1’association

de I’O,*" avec le NO est délétére pour le cartilage (Figure n°8) (Afonso, 2007).

\02_0 + NO NO + ’Oz-°
X ¥
v

OONO-
\OONO'
8] e
= | -Activation MMPs
- Dégradation ADN
- Apoptose

- Inhibition collagéne
& agrécane

Destruction du
cartilage

Protection du
cartilage

Figure n°8 : Destruction du cartilage par le OONO™ (Afonso et al., 2007).
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II- Les antioxydant
II-1-Définition

Les antioxydants sont des agents redox qui réagissent avec les oxydants et stoppent ou
ralentissent le processus d'oxydation, et régulent ainsi I'équilibre redox cellulaire (Cuvelier et al.,
2003), a des concentrations trés faibles dans le milieu ou ils interviennent (Berger,

2006 ; Pincemail et al., 1998).

I1-2-Les différents types d’antioxydants

Face a la production permanente des ERO, les organismes vivants ont développé des

systemes de défense antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Hénaff, 2006).

I1-2-1-Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont des systémes de défense primaire constitués
d’enzymes telles que la superoxyde-dismutase, la catalase et la glutathion-peroxydase (figure

n°9) (Pincemail et al., 2004).

0,
-XO < lMitochondrie HNADIOH
oxydase
-P-450
020_

H,O0, 2 GSH NADP*

catalase 2\

H>,O

GSSG NADPH

Figure n°9: Sources métaboliques de production et d’élimination des radicaux libres (Afonso et

al., 2007).
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» Les superoxydes-dismutases (SOD)

Ce sont des métalloenzymes (Nicholls, 2012) qui catalysent la dismutation de I’anion

superoxyde (0,°") en peroxyde d’hydrogéne (H,O,) et en oxygéne (O,) (Parihar et al, 2008).
> Les catalases

Les catalases sont la classe d’enzymes qui catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogéne

(H20,) en eau (H,O) et en oxygene gazeux (O;) (réaction 5) (Nicholls, 2012).

Catalase

2H,0, —— 2H,0+0;, Q)

» La glutathions peroxydases (Gpx)

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme sélénodépendante dont le cofacteur est le
glutathion (Laguerre et al., 2007). La GPx fait partie d’un systéme complet qui joue un rdle
central dans le mécanisme d’élimination du H,O,, elle prend aussi en charge des lipides

peroxydés (Servais, 2004 ; Valko et al., 2006), Selon les réactions (6) et (7) :

GPx

H;0; + 2GSH —— 2H;0 + GSSG (6)
GPx

2GSH + ROOH »GSSG + ROH + H20 @)

I1-2-2- Les antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques sont des systemes de défense secondaires (Koechlin
Ramonatxo, 2006) tels que la vitamine E, les caroténoides et les flavonoides (Afonso et al.,
2007) ; a ceux la s’ajoutent quelques oligo-¢léments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui
sont des cofacteurs importants pour ’activité de certaines enzymes antioxydantes (Pincemail et

Defraigne, 2004).
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a) Les vitamines
» La vitamine E ou I’a-tocophérol (vit E)

Le role essentiel de la vitamine E (figure 10) est de capter les radicaux peroxyles
lipidiques RO,* qui propagent les chaines de peroxydation .La partie active de la molécule étant
la fonction phénol réductrice (a-TH), celle-ci perd facilement un atome d'hydrogeéne et se
transforme en radical a-tocophéryle, o-T®, tandis que le radical peroxyle est réduit en une
molécule d'hydroperoxyde réaction (8). De plus, 'a-tocophérol capte les radicaux superoxydes
(sous leur forme protonée HO,®), les radicaux hydroxyles *OH, ainsi que I'oxygéne singulet 'O,

(Gardes-Albert et al., 2003).

ROZ. + o-TH — ROzH + (l-T. (8)
OoH
HxC __CHg
HaC™ 7
S S o o
HC™ CHs

Figure n°10: Structure chimique de La vitamine E (Cuvelier et al., 2003).

> La vitamine C

La vitamine C posséde une activité antioxydante par sa capacité a piéger le radical
peroxyle (ROO®), en oxydant Il'acide ascorbique en acide déhydroascorbique, ou enfin par

réduction du radical tocophéryle (figure n°11) (Zazzo, 2002).

HO ASCH, wo AscH’ HO ASC.
MO

S Z.—:-() N N()-»/\S()ch” >_< HO~ -”Ajoz/’o
MO OM ‘0 OM Q -()
R’ RH

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

Figure n°11: Réaction entre 1’acide ascorbique et un radical (R) (Valko et al., 2006).
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» Les caroténoides (la provitamine A)

Les caroténoides possédent dans leur structure chimique de trés nombreuses doubles
liaisons conjuguées qui sont responsables de leur activité anti-oxydante (figure n°12). Ils sont
susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique. En outre, le B-caroténe est la
molécule la plus connue comme étant un puissant désactivateur de I’oxygéne singlet ('O,)

(réaction n°9) (Pincemail et al., 1999 ; Laguerre, 2007 ).

102 + p-carotétne ——» 302 + pB-caroténe ()]

f carotene Lutéine

Figure n°12 : Structure des caroténoides (Laguerre, 2007)

b) Les oligoéléments

IIs jouant le role d’antioxydants endogénes (Forceville et al., 2008) sont des matériaux
présents en faible quantité dans un organisme, et sont utiles a son fonctionnement, en raison de
leur implication effective dans des réactions biochimiques ou physico-chimiques (Khaled et al.,
1997). Le cuivre et le zinc sont des cofacteurs de la SOD, ou le cuivre est indispensable a son
activité enzymatique, tandis que le zinc joue un role structural. Il existe également une SOD
mitochondriale utilisant le manganése comme cofacteur, de la méme fagon la GPx utilise le

sélénium comme cofacteur (Chisolfi-Marque et al., 1996).

I1-2-3-Les composés phénoliques

Les phénols sont des composés d’origine végétale (Dhiraj et al., 2005; Cheynier et al.,
1998). Ce sont des composés possédant un ou plusieurs cycles aromatiques avec un ou plusieurs
groupements hydroxyles, et généralement, ils sont catégorisés en acides phénoliques,

flavonoides, stilbenes, coumarines et tannins.
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Les phénols sont les produits du métabolisme secondaire chez les plantes, fournissant des
fonctions essentielles dans la reproduction et la croissance des plantes, agissant dans les
mécanismes de défense contre les pathogenes, parasites et prédateurs, aussi bien que contribuant

a la couleur des plantes (Liu et al., 2007).

a) Biosynthese des polyphénols

Selon Bruneton (1999), les composés phénoliques sont issus de deux grandes voies :

» Voie des Shikimates : c’est la voie la plus courante, elle convertit les oses en acides
aminés aromatiques, puis il y a désamination de ces derniers en acides cinnamiques et a leurs

dérivés: coumarines, lignines et lignanes.

»> Voie des acétates : elle conduit a des polyacétates, qui engendrent par cyclisation des

composés souvent polycycliques : isocoumarine, quinone, xanthone.

» De plus, la diversité structurale des composés phénoliques est plus accrue par la
possibilité, trés fréquente, d’une participation simultanée du shikimate et de [’acétate a

I’¢laboration de composés d’origine mixte comme les flavonoides.

b) Propriétés biologiques des polyphénols

Les polyphénols sont dotés de certaines activités résumées dans le Tableau suivant IV

(Bahorun, 1997).
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Tableau I'V: Activités biologiques des composés phénoliques (Bahorun, 1997):

Polyphénols Activités
Acides Phénols (cinnamiques et Antibactériennes
benzoi ques) Antifongiques
Antioxydantes
Coumarines Protectrices vasculaires et
antioedémateuses
Antitumorales
Anticarcinogenes
Flavonoides Anti-inflammatoires

Hypotenseurs et diurétiques

Antioxydantes

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux

Effets stabilisants sur le collagene
Antioxydantes

Proanthocyanidines Antitumorales

Antifongiques

Anti-inflammatoires

Tannins galliques et catéchiques Antioxydantes

¢) Classification

Plus de 8000 structures phénoliques sont connues, allant de molécules phénoliques
simples de bas poids moléculaire tels que les acides phénoliques, a des composés hautement

polymérisés comme les tannins (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

» Les acides phénoliques
Les acides phénoliques sont rares dans la nature a 1’exception de I’hydroquinone qui
existe dans plusieurs familles de plantes. Ils comportent deux groupes, les acides

hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques (Figure n°13) (Bruneton, 1993).
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R2

R3

R1=R2=R3=R4=H
R1=R4=H, R2=R

R1=H, R2=R3=R
R1=0H, R2=R3=
R1=R4=0H, R2=

3
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Acides hydroxybenzoiques

R1
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Acide benzoique (non phénolique)
Acide protocatéchique

Acide gallique

Acide salicylique
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Acides cinnamicues R' | R?
Acide caféique OH | H
Acide coumarique H H
Acde fénulique OCH;| H
Acie sinapique OCH3|OCH

Figure n°13 : Structure chimique des acides phénoliques (Laguerre et al., 2007 ; Schofield et
al., 2001).

> Les coumarines

Les coumarines sont des composés contenant des cycles de benzeéne fusionnés avec un a-

pyrone (figure n°14) (Lin et al., 2008).

Ccumarin

oeopoleun

- o0

Dihydrocoumarin

Bocansotin oo

CHa

/-Hydroxy-4-methylcoumarn

7+ lydroxycoumarin

(

CHa

4-Nemylesculenn

ROOENGOS

Caculctin

o

4-Hyaroxyccumann

Figure n°14: Structures chimiques des dérivés de coumarines (Lin et al., 2008).

> Les tanins

Les tanins sont des métabolites secondaires importants dans le reégne végétal. Ils

s’integrent dans la défense des végétaux contre les herbivores, en particulier pour les plantes se

développant dans des zones difficiles (Zimmer et Cordesse, 1996).
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= Les tanins hydrolysables

Les tannins hydrolysables sont formés par un cceur hydrocarbure, usuellement le D-
Glucose, dont les groupements hydroxyles peuvent présenter des liaisons esters avec les
groupements phénoliques. Les tannins hydrolysables peuvent étre appelés ellagitannins, lorsque
seulement les acides ellagiques sont les groupements polyphénoliques liés au cceur hydrocarbure.
Les gallotannins se présentent lorsque seulement les acides galliques sont liés au cceur
hydrocarbure, et les tannins mixtes lorsque les deux, les acides ellagiques et galliques sont liés au

méme cceur hydrocarbure (figure 15) (Bossu et al., 2006).

AN

OH

oT1 O

Figure n°15 : Structure d’un tanin hydrolysable (Krause et al., 2005).

= Les tanins condensés

Les tanins condensés ou proanthocyanidines sont des polyméres d’unités flavaniques le
plus souvent liées entre elles par des liaisons C4-C6 ou C4-C8 (figure 16) (Schofield et al.,
2001).
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Figure n°16: Structure de base d’un tanin condensé (Krause et al., 2005).
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> Les flavonoides
=  Définition

Les flavonoides ont une structure basée sur le phénylchromane, un noyau pyrane accolé a
un cycle benzénique, avec deux noyaux aromatiques (noyaux A et B) et un hétérocycle oxygéné

(cycle C) (figure n°17) (Tsao et Deng, 2004).

Figure n°17: Structure de base des flavonoides (Heim et al., 2002).

= (Classification

Les flavonoides constituent un groupe de composés naturels trés important. Ils sont
présents dans toutes les plantes vasculaires et on en a identifi¢ au moins 4000(figure n°18) (Ren

et al., 2003).

Flavonces oLl Flavonols Ort

HO HO

OH . Ol (&2

Fiavanones Ol Flavanols O H

HC

OH

Isoflavones

HO (&)

Figure n°18 : Structures chimiques des flavonoides (Balasundram et al., 2006).
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* Les mécanismes antioxydants des flavonoides

La classe des flavonoides est la plus proéminente et la plus importante des antioxydants

de plante. Les activités antioxydantes des flavonoides sont multiples (Le et al., 2007). :

% Chélation des métaux de transition
Les flavonoides inhibent la formation des radicaux libres par la chélation des métaux de
transition Fe**, Fe*", Ca’" et Men+ (Zheng et Wang, 2001 ; Prior et al., 2003). La chélation se
fait par les groupements carbonyles et hydroxyles des flavonoides (Saraf et al, 2007 ;

Tabassum et al., 2010).

\/‘/OiH
I A |l < |
S F—" 3 on

- ¢ /)

\\\ ’.’ \\

\\ I‘ -

'
—

. Me™*
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Figure n°19: Flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des ions métalliques (Marfak,

2003).

% Inhibition enzymatique

Les flavonoides sont des inhibiteurs enzymatiques a I’égard de 1’aldose réductase, de la
phospholipase et des enzymes de I’inflammation : la cyclooxygénase et la lipo-oxygénase
(Ghedira, 2005), la xanthine oxydase et la phosphoinositide 3-kinase (Lin et al., 2002).

La xanthine oxydase catalyse l'oxydation de hypoxanthine et de la xanthine en l'acide
urique. La xanthine oxydase utilise ’oxygene moléculaire comme accepteur final d’électrons,

produisant ainsi le radical superoxyde et le peroxyde d’hydrogene (Sahgral et al., 2009).
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La famille des flavonoides a montré une inhibition ¢levée de la XO (Hoorn et al., 2002).
L’¢tude de la relation structure-activité a révélé plusieurs facteurs importants pour la liaison des
flavonoides dans le site actif de la XO. Parmi ceux —ci, on cite :

-les oléfines en C2 et C3 qui maintiennent une structure plane des flavonoides sont essentielles
pour une puissante activité¢ inhibitrice de la XO. Les flavonoides non plans tels que la
naringenine, n’ont exhibé aucune activité inhibitrice de la XO (Lin et al., 2002).

-Puisque ’apigénine a été le plus puissant inhibiteur parmi les flavonoides testés, la mod¢lisation
moléculaire a révélé que les groupements hydroxyles en C7 et C5 et le groupement carbonyle en
C4 fournissent des liaisons hydrogeénes favorables et des interactions é€lectrostatiques entre les

inhibiteurs et le site actif (Lin et al, 2002).

L Piégeage des radicaux libres
Les flavonoides (FI-OH) sont capables de réduire les radicaux libres oxydants par
transfert d’hydrogenes attachés aux structures cycliques (Heim et al., 2002) Le radical flavonoxy
(FL-O’) peut réagir avec un autre radical pour former une structure quinone stable (figure n° 20)

(Marfak, 2003).

OH o (o] O

R° RH R RH
X o \ /‘ ©/ OH "»\ /‘ © OH = o
/

quinone

Figure n°20 : Pi¢geage des ERO par les flavonoides (Marfak, 2003).
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I-Matériel et méthodes
I- 1-Préparation du matériel végétal

Notre étude a porté sur une espece de plante de la famille des Apiacées qui est Thapsia

garganica L.

I-1-1-Récolte de la plante

Les deux parties de Thapsia garganica L. (feuilles et racines) (figure n°21) ont été
récoltées au mois de Mars 2013 dans le village d’El-bir commune de Kendira, située a 45 km

de la wilaya de Bejaia, loin de tout impact de pollution.

Figure n°21: Photographies des feuilles et des racines de Thapsia garganica L.

I-1-2-Séchage et broyage

Apres la récolte, les différentes parties de la plante ont été lavées a 1’eau courante afin
de les débarrasser des poussiéres et autres particules et conservées a I’ombre dans un endroit
sec et aéré. Puis la plante a été séchée dans une étuve a 40°C pendant 2 jours avant
I’extraction des composés phénoliques. Les racines ont été d’abord coupées en petits

morceaux dans le but d’accélérer leur séchage.

Le matériel végétal (feuilles et racines) destiné a I’extraction des composés
phénoliques a été broyé, a 1’aide d’un broyeur électrique, en une poudre fine pour permettre

une meilleure extraction.
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I-1-3-Tamisage

La poudre obtenue suite au broyage a été tamisée a I’aide de deux tamis ayant des
diametres de 250 et de 63um, pour récupérer a la fin une poudre trés fine. La poudre a été

ensuite conservée dans des bocaux en verre hermétiquement fermés et stockés a ’abri de la

lumiére.

I-2-Extraction des composés phénoliques totaux

Le procédé d’extraction des polyphénols utilis¢ est celui décrit par Chiang et al.,
(1994) ayant subi quelques modifications, qui est schématisé dans la figure n°22. Le principe
de cette méthode se base sur I’extraction sélective liquide-solide des composés phénoliques en
utilisant trois solvants de différentes polarités : I’éthanol, I’eau et le chloroforme. Toutes les

¢tapes d’extraction qui suivront ont été réalisées a températures ambiantes.

150 g de poudre fine des 150 g de poudre fine des
feuilles (diametre < 63um) racines (diametre < 63um)
A 4
Macération dans I’éthanol Macération dans 1’éthanol
96% (1/4) pendant 24 h 96% (1/4) pendant 24 h

\ 4
[ Décantation pendant 24 h Décantation pendant 24 h J

v v

l—[ Extrait d’éthanol des feuilles ] Extrait d’éthanol des racines ]—1

|\

............. \ +

Extrait d’éthanol -
A tester | [ Chloroforme /eaux (3/1)

............. N *

Chloroforme /eaux (3/1) ]

a tester

____________________________________________________

Extrait organique
du chloroforme a

tester

Extrait aqueux

! Extrait organique
. du chloroforme

1

\

du chloroforme a
tester

. Extrait aqueux
. du chloroforme
. a tester

- -

a tester

N =
N
- -

Figure n°22 : protocole d’extraction des composés phénoliques totaux (Chiang et al., 1994).

i e _.

. Extrait d’éthanol

* e — e — J
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a) Calcul du rendement

Aprés I’extraction, six extraits on été obtenus. Le taux d’extraction de chaque extrait

sec a été calculé suivant la formule ci-dessous :

Ou:
PO : Poids vide du creuset.

P : poids apres évaporation du solvant.

I-3-Dosage des différents groupes de composés phénoliques :

Dans le but d’évaluer qualitativement et quantitativement le contenu en composés
phénoliques des extraits des feuilles et des racines de Thapsia garganica L., trois protocoles
ont ¢ét¢ suivis afin de doser les teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en tanins

condensés.

Il est a noter que pour tous les dosages, I’extrait sec a été¢ reconstitu¢ dans du
méthanol, et des blancs ont ét¢ préparés. Le dosage des différents groupes de composés
phénoliques a été réalisé sur les extraits éthanoliques, organiques du chloroforme et aqueux
du chloroforme des feuilles et des racines de Thapsia garganica L. dans les mémes

conditions.

I-3-1-Dosage des phénols totaux
a) Principe

La quantification colorimétrique des composés phénoliques totaux a été déterminée
selon la méthode décrite par Yap et al, (2009) avec quelques modifications. Le principe est
basé sur I’utilisation du réactif de Folin ciocalteu, qui est constitué d’un meélange d’acide
phosphotungstique (H;PW1,049) et d’acide phosphomolybdique (H;PMo0,049). Ces derniers,
lors de ’oxydation des phénols, sont réduits en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de
molybdeéne, en présence d’une solution alcaline. La coloration produite, dont 1’absorption
maximale se situe a 765 nanomeétres est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents

dans les extraits végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).
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b) Mode opératoire

Le protocole utilisé par Yap et al., 2009 pour le dosage des composés phénoliques totaux

est schématisé dans la figure n°23.

0,3 ml d’extrait Iﬂl 1,5 ml du folin 0,2 ml de carbonate de
(1mg /ml) ciocalteu (10 %, v/v) sodium (7,5% ; w/v).
<: B Agitation du mélange

Incubation pendant 30 mn a
température ambiante et a I’obscurité

- -~ —

Figure n°23 : Protocole de dosage des composés phénoliques (Yap et al., 2009).

N.B. : un blanc a été préparé en remplacant I’extrait par du méthanol.

¢) Expression des résultats

Les concentrations en composés phénoliques totaux des extraits sont déterminées en se
référant a la courbe d’étalonnage obtenue a différentes concentrations d’acide gallique dans le

méthanol.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique par g d’extrait (mg EAG/

g d’extrait).

I-3-2-Dosage des flavonoides

Les flavonoides sont des pigments universels des végétaux responsables de la coloration

des fruits, des fleurs et parfois des feuilles.
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a) Principe

Le dosage des flavonoides repose sur leur aptitude a chélater les métaux (fer et
aluminium) forment ainsi des complexes jaunatres, cette propriété est propre aux groupements
hydroxyles des phénols flavonoides capables de donner un complexe en présence
d’aluminium, utilis¢ dans notre protocole sous forme de chlorure d’aluminium (Ribéreau-

Gayon, 1968).

b) Mode opératoire

La teneur en flavonoides a été déterminée selon la méthode de Mimica-Dukic, 1992 in
(Abdou Bouba et al, 2010), ayant subi quelques modifications. Toutes les étapes du

protocole sont schématisées dans la figure n° 24.

de chlorure d’aluminium

\ES
~

[ 2 ml d’extrait (Img/ml) ]Iﬂl[ 1 ml d’une solution d’acétate de sodium et }

i 133 mg d’AlCl; et 400
i mg d’acétate de sodium
1

Incubation pendant 10 minutes

. , . dans 100 ml d’eau
a température ambiante

distillée

Figure n° 24 : protocole de dosage des flavonoides (Abdou Bouba et al., 2010).

N.B. : Un blanc a été préparé pour chaque extrait en mélangeant 2 ml de solution d’extrait

avec 1 ml d’eau distillée.

¢) Expression des résultats

Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions, en utilisant la
quercétine comme standard étalon, a différentes concentrations.
Les résultats sont exprimés en mg équivalent quercétine par g de poids sec d’extrait (mg

EQ/g d’extrait).
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I-3-3- dosage des proanthocyanidines
a) Principe

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode de la vanilline acidifiée. Cette
technique est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités des tanins condensés
en présence d’acide pour produire un complexe coloré mesuré a 500 nm. La réactivité de la
vanilline avec les tanins n’implique que la premicre unité du polymeére (figure n°25)

(Nakatsubo et al., 2002).

Ar
HO | LY I_,J
v o e
R
Ar
oY
CH,0 % CH/ I/ - OH
I R
F
HO'
Vanillin ¢ red colour

Figure n°25 : Mécanisme de la réaction de la vanilline avec les tanins condensés (Schofield

et al., 2001).

b) Mode opératoire

La teneur en tannins condensés (proanthocyanidines) est déterminée selon la méthode
de Sun et al, (1998) in Oyedemi et Afolayan (2011) avec quelques modifications. Le

protocole utilisé est résumé dans la figure n° 26.

a) Expression des résultats

Les concentrations sont déterminées en se référant a la courbe d’étalonnage réalisée a
différentes concentrations dans les mémes conditions, en utilisant la catéchine comme

standard et les concentrations ont été exprimés en mg équivalent catéchine par g d’extrait (mg

EC/g d’extrait).
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© Prépar¢ dans
\ .
~._ le méthanol .-

0,5 ml de la solution S 1,5 ml d’HCI (37%)
d’extrait (1 mg/ml) 3 ml de la vanilline (4%, w/v)

V.

Agitation et incubation pendant
15 min a temnérature ambiante

! 4 500 nm
\ 7

Figure n° 26 : protocole de dosage des proanthocyanidines (Oyedemi et Afolayan, 2011).

N.B: Un blanc d’extrait a été¢ préparé¢ pour chaque éxtraits, contenant 0,5ml de solution

d’extrait, 3ml du méthanol et 1,5ml d’HCI.

I-4-Activité antioxydante des extraits

Pour toutes les activités, 1’extrait sec est reconstitué¢ dans du méthanol et préparé a
différentes concentrations, et le blanc est préparé selon le méme protocole que 1’extrait sauf

que ce dernier est remplacé par du méthanol.

Afin de mettre en évidence ’activité antioxydante des extraits de Thapsia garganica

L., les trois tests suivants ont été réalisés.

I-4-1-Activité « scavenging » du radical DPPH

L’activité scavenging des radicaux libres des extraits a été mesurée en utilisant le

radical libre stable DPPH" (C;gH2N50Og).
a) Principe

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH" (2,2 diphenyl-1- picryl
hydrazyl) de couleur violette (forme oxydée) se réduit en 2,2 Diphenyl-1- picryl hydrazine de
couleur jaune (figure n° 27). L’intensité de la coloration, mesurée au spectrophotomeétre a 517

nanometres, est inversement proportionnelle a I’activité anti-radicalaire des composés dont on
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souhaite déterminer I’activité (Molyneux, 2004).

4 O ] N
h -y

Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre) Diphenylpicrylhydrazine (forme réduite)

\_ /

Figure n° 27 : Formes oxydée et réduite du DPPH (Molyneux, 2004).

b) Mode opératoire

L’effet « scavenger » des extraits de Thapsia garganica L. vis a vis du radical DPPH a

¢té mesuré selon le protocole de Hemalatha et al., (2010) représenté dans la figure n°28.

( 3ml d’extrait (100pg/ml) ].ﬂ, lel ge Sglllllifﬁ (r)nléthﬁciliqueJ
c ,lm

Incubation pendant 30 min a
I’obscurité et a T “ambiante

________________________

Figure n° 28: Protocole de I’activité scavenging du radical DPPH' (Hemalatha et al., 2010).

¢) Expression des résultats

Le pourcentage de I’activité scavenging du radical DPPH a été calculé selon 1’équation

suivante :
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Ou:
Ac : Absorbance du contrdle (DPPH+méthanol)
Ag : Absorbance de 1’échantillon [Absorbance du teste (échantillon +DPPH)- Absorbance du

blanc du teste (échantillon+méthanol)]

I-4-2-Evaluation de I’activité anti-radicalaire du radical-cation ABTS®"
a) Principe

Cette méthode est basée sur la capacité des composés phénoliques a piéger le radical-
cation ABTS®" (sel d’ammonium de [I’acide 2,2’-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-

sulfonique).

Le radical ABTS®" est formé par arrachement d’un électron a un atome d’azote de
PABTS. En présence du Trolox (ou d’antioxydant donneur de H®), le radical d’azote
concerné piége un H®, conduisant a I’ABTSH", ce qui entraine la décoloration de la solution

bleue (Djeridane et al., 2007).

b) Mode opératoire

Le protocole suivi pour cette étude est celui décrit par Le et al., 2007 ayant subi

quelques modifications. Toutes les étapes du test sont résumées dans la figure n°29.

[ 100 pul d’extraits a différentes concentrations 1,9 ml de solution d’ABTS*" (diluée
jusqu’a 0.7 d’absorbance

/

[ Incubation 7 min 2 T ambiante J

Figure n°29 : Protocole de 1’évaluation de ’activité anti-radicalaire des extraits par ’ABTS®"

(Le et al., 2007).
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¢) Expression des résultats

Le pourcentage d’activité scavenging du radical ABTS®" a été calculé selon la

I’équation suivante :

Ou:
Ac : absorbance du controle.

Ag : absorbance du test.

I-4-3- Le pouvoir réducteur
a) Principe

Le pouvoir réducteur est I’aptitude des antioxydants présents dans les extrais a réduire
le fer ferrique (Fe®") du complexe ferricyanure en fer ferreux (Fe*"). La forme réduite de ce
complexe donne une couleur « bleu prussien » dont I’intensité est proportionnelle au pouvoir

réducteur de I’extrait (Bijoy et al., 2008).

b) Mode opératoire

Le pouvoir réducteur des extraits de Thapsia garganica L. a été déterminé selon le
protocole d’Oyaizu (1986) in Ogunlana et Ogunlana (2008) avec quelques modifications
(figure n°30).

a) Expression des résultats

Pour chaque concentration, une absorbance est mesurée et les résultats sont

représentés sous forme de graphique.
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[ 1 ml d’extrait a différentes concentrations ]

T 2,5 ml Tampon phosphate
[ 2,5 ml [KsFe (CN) ] (1%) J | (0.2M, pH 6.6)

| L lmlTCA(IO%)J

[ 2,5 ml du mélange J

[ 2.5 ml H,0 (distillé) ]

I
I
[ 0.5 ml FeCl; (0.1%) ]

Figure n°30 : Protocole de I’évaluation du pouvoir réducteur des extraits de Thapsia garganica L.

(Oyaizu, 1986).

Un blanc a été préparé en remplagant I’extrait par du méthanol, et la BHA a été utilisée

comme standard.

I-5-Caractérisation des extraits des feuilles et des racines de Thapsia garganica L.
I-5-1-Fractionnement des extraits

La chromatographie sur couche mince (CCM) permet la séparation des composés
phénoliques selon leur poids moléculaire et leur degré de solubilité, afin de pouvoir les

caractériser.

Une plaque chromatographique est composée d’un support en verre ou d’aluminium sur

lequel est posée une fine couche de silice qui constitue la phase stationnaire (Fournier, 2009).
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Sur cette derniére ont été tracées deux lignes séparées au niveau des deux extrémités de
la plaque chromatographique : I'une se trouve a 2,5 cm de I’extrémité basse, et 1’autre a 3,5
cm de I’extrémité haute. Des échantillons de tous les extraits et des standards utilisés ont été
déposés sur la ligne basse de la plaque chromatographique en respectant la méme

concentration (10 mg/ml) et le méme volume (5 pl), puis laissés sécher.

La deuxiéme étape consiste a introduire de fagon verticale la plaque chromatographique
dans une cuve de chromatographie préalablement saturée par un systéme de solvant approprié¢
spécifique pour les extraits des feuilles et des racines de Thapsia garganica L., celui-ci est

compos¢ de: acétone-toluene-acide formique (60 :60 :10, v/v).

Apres 1’€lution, la plaque chromatographique a été séchée a ’air libre puis observée a la
lumiere du jour et sous UV. Finalement, une révélation a la vanilline sulfurique a été effectuce
par une simple pulvérisation puis un chauffage a 100 °c pendant 10 mn. Les résultats ont été

photographiés.

I-5-2-Caractérisation de I’activité antioxydante

Dans le but de révéler I’activité antioxydante des fractions chromatographiques
obtenues, deux autres plaques de CCM ont été préparées de la méme maniére, ['une a été
pulvérisée par une solution méthanolique de DPPH a 0,5 mM et l'activité fut caractérisée par
I'apparition de spots jaunatres sur un fond violet (AKE et al., 2006), I’autre plaque a, quant a
elle, été pulvérisée par une solution concentrée du radical-cation ABTS®" et I’activité fut
caractérisée par I’apparition de spots décolorés sur un fond bleu vert. Les résultats finaux ont

¢té photographiés.

I-6-Etude statistique

Trois mesures ont été réalisées pour chaque €chantillon analysé et les résultats ont été
exprimés sous la forme : moyenne + écartype. Des comparaisons statistiques ont été
effectuées en utilisant le logiciel Anova. Les différences ont été considérées d’étre
significatives a a = 0,05. Les valeurs des IC50 ont été calculées en utilisant le logiciel Origine

8.
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II-1-Rendement de I’extraction

L’extraction des polyphénols a partir des plantes est influencée par la méthode d’extraction,
la nature du solvant, le diametre des particules de I’échantillon, la durée et les conditions de

stockage ainsi que la présence de substances interférentes (Naczk et Shahidi, 2004).

Dans notre travail, afin d’obtenir des combinaisons phénoliques distinctes, une extraction
liquide-solide sélective a été réalisée en utilisant trois solvants de différentes polarité, a savoir,
deux solvants polaires: 1’éthanol et I’eau et un solvant apolaire : le chloroforme. Commencer
I’extraction par 1’éthanol est intéressant car ce dernier représente un solvant permettant la

dissolution de la majorité¢ des composés phénoliques (Cowan, 1999).

En outre, dans le but d’augmenter le rendement d’extraction, la poudre trés fine (diamétre <
63um) a été utilisée pour les feuilles et les racines afin d’élargir la surface d’échange entre le

matériel végétale et le solvant d’extraction.

Une fois les extraits secs, le calcul du taux d’extraction pour chaque extrait a donné les

résultats suivants (tableau n° V) :

Tableau n° V : Les pourcentages d’extraction pour chaque extrait de Thapsia garganica L.

Extraits Taux d'extraction
Extrait éthanolique des feuilles 4,15%
Extrait du chloroforme des feuilles 38.97%
Extrait aqueux du chloroforme des feuilles 31,78%
Extrait éthanolique des racines 4,93%
Extrait du chloroforme des racines 29,39%
Extrait aqueux du chloroforme des racines 17,73%

Bien que les feuilles soient plus riches en composés phénoliques que les racines (figure
n°31), nous remarquons que I’extrait éthanolique des racines a donné un taux d’extraction

légerement supérieur a celui de I’extrait éthanolique des feuilles, cela suggérerait la richesse des
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racines en composés photochimiques autres que les composés phénoliques (lipides, gommes...).
Effectivement, lors de la deuxiéme étape d’extraction des racines (chloroforme et eau), des

lipides et des gommes ont été récupérés dans 1’interphase.

Nous constatons €¢galement que c’est I’extrait organique du chloroforme qui a donné le
taux d’extraction le plus élevé comparé a 1’extrait aqueux du chloroforme. Cela pourrait supposer

la richesse des feuilles et des racines de Thapsia garganica L. en composés de polarité réduite.

I1-2- Dosage des composés phénoliques
I1-2-1-Dosage des phénols totaux

Les teneurs en phénols totaux des extraits des feuilles et des racines de Thapsia garganica
L., exprimées en mg équivalent acide gallique /g d’extrait, sont représentées dans la figure ci-

dessous :

70 1

57.53.d 57.46,d
60 | 54.4.4d

50 -
40 4 33.26,¢
30 -

23.3,b
20 15.53,a
) l
0 - . . . . .

Ethanol F ChlorF AqchlorF  ethanol R ChlorR  Aqchlor R
Extraits

Cocentration (mg EAG/g d'extrait)

Figure n°31 : Représentation graphique des teneurs en phénols totaux des extraits des feuilles et

des racines de Thapsia garganica L.

Une vue d’ensemble de la représentation graphique nous laisse remarquer que les teneurs

en phénols totaux de Thapsia garganica L. sont comprises entre 57.53+2.01 mg équivalent acide
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gallique/g d’extrait (éthanol des feuilles) et 15.53+0.41mg équivalent acide gallique /g d’extrait

(aqueux du chloroforme de racines).

L’¢tude de Rached et al, (2010), a montré qu’un extrait des feuilles de Thapsia
garganica L. d’origine algérienne a laissé apparaitre une teneur en phénols totaux de 47.64+1.43
mg équivalent acide gallique/g d’extrait qui est voisine de celle de notre extrait du chloroforme

des feuilles qui est de 54,4+4,15 mg équivalent acide gallique /g d’extrait.

Une autre étude a été effectuée par Djeridane et al., 2006, ces derniers ont trouvé des
valeurs trés inferieures a nos résultats soient seulement de 7,63+0,61mg EAG/g d’extrait sec et

sela en utilisant 1’éthanol 70%, cette différence peut ainsi etre expliquée par :

+ La méthode d’extraction : utilisation d’une solution éthanolique diluée (70%).

£ La région de la récolte : Djeridane et al., 2006 ont récolté les plantes a partir de différents
endroits autour de la ville de Laghouat (sahara).

+ La période de récolte :les plantes ont été cueillies en juin pour Djeridane et al., 2006

£ Enfin, Djeridane et al., 2006 ont éffectué une delipidation de I'éxtrait de maniére a ne
doser que les polyphénols,car le follin-ciocalteu n’est pas spécifique qu’aux polyphénols, mais
beaucoup de composés peuvent réagir avec ce dernier et donner un taux apparent élevé en

polyphénols (tawaha et al., 2007).

La teneur la plus ¢€levée en phénols totaux des extraits des feuilles et des racines a été
marquée par les extraits éthanoliques respectivement de 57.53+2.01 et 57.46+£2.46 (mg EAG/g
d’extrait); ceci serait évident étant donné que ce sont les extraits bruts et de ce fait ils constituent
la source initiale du reste des extraits. En d’autres termes, ce sont les précurseurs des autres

extraits de plantes.

Il est a noter également que les concentrations en phénol totaux des extraits organiques du
chloroformes des deux parties de la plante on été plus élevées par rapport aux extraits aqueux du
chloroforme ; cela s’expliquerait par le fait que les extraits organiques seraient riches en tannins
hydrolysables qui constituent des polymeéres de nature polycyclique qui seraient donc 1égérement

hydrophobes se solubiliseraient ainsi dans les solvants organiques apolaires (chloroforme).
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Finalement, nous constatons que les feuilles de Thapsia garganica L. sont plus riches en
composés phénoliques que les racines. On peut expliquer ce résultat par le fait que les feuilles
sont le siege principal de la synthese de ces métabolites (Brzozowska et Hanower, 1976 ; Del
Rio et al., 2003), é¢tant donné leur role protecteur contre les herbivores et les rayons ultraviolets

(Borchardt et al., 2008).

I-2-2-Dosage des flavonoides

Les flavonoides sont des pigments naturels largement répandus chez les pantes. Ils protégent
I’organisme contre les dommages oxydatifs tels que les rayons ultraviolets, la pollution de

I’environnement, les produits chimiques, etc. (Martinez-Florez et al., 2002).

La figure n°32 illustre les teneurs en flavonoides des extraits des feuilles et des racines de

Thapsia garganica L. exprimées en mg équivalent quercétine /g d’extrait :
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Figure n°32: Teneurs en flavonoides des extraits de racines et de feuilles de Thapsia garganica

L.
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On constate, d’apres les résultats obtenus, que le taux en flavonoides est appréciable pour
I’extrait éthanolique des feuilles avec un maximum de 20.35+0.68 mg EQ/g d’extrait, par contre
les racines en sont relativement pauvres avec une teneur maximal qui est de 1.06 +0.13 mg
EQ/g marquée par I’extrait aqueux de chloroforme. Une étude réalisée par Djeridane et al., 2007
a montré que 98% des polyphénols totaux de la partie aierienne de Thapsia garganica L . sont
des flavonoides, ceci serait évident étant donné que c’est la partie aierienne qui joue un role
important dans la protection contre les rayonnements solaires (Ryan et al., 2002) et que ce
groupe de composés phénoliques intervient dans la coloration des feuilles et des pétales des fleurs

(Havsteen, 2002 ; Gervaise, 2004).

Comparés aux résultats obtenus par Djeridane et al., en 2006 et 2010 nos résultats sont
largement supérieure . En effet, lors de ces études les flavonoides représentaient 4,04+0,42 mg
équivalent de Rutine par g d’extrait des parties aériennes en utilisant comme solvant d’extraction
de I’éthanol a 70%, alors que nos résultats révelent des valeurs de 20.35+0.68 mg EQ par g

d’extrait éthanolique des feuilles.

En outre, une autre étude réalisée par Rached et al., 2010, a montré qu’un extrait des
feuilles de Thapsia garganica L. d’origine algérienne a laissé apparaitre une teneur en
flavonoides de 18.13+0.47 mg équivalent catéchine /g d’extrait qui est proche de celle obtenue

pour I’extrait éthanolique et aqueux du chloroforme des feuilles dans notre étude.

Il est a noter que la teneur en flavonoides de I’extrait éthanolique et supérieure a celle de
I’extrait du chloroforme des feuilles. Cela serait dii au fait qu’il soit ’extrait brut donc il
contiendrait la totalit¢ des composés phénoliques. Néanmoins, concernant les racines, la
concentration en flavonoides de 1’extrait éthanolique est inferieure a celle de I’extrait aqueux du
chloroforme. Cela serait aussi dii au fait que la présence de plusieurs composés dans 1’extrait
¢thanolique brut engendrerai un encombrement stérique et empécherai ainsi la formation du
complexe entre les groupements hydroxyles des flavonoides et le AI™ du chlorure d’aluminium

d’ou la diminution de I’absorbance a 430 nm.

Il est a noter également que les extraits aqueux du chloroforme sont riches par apport aux

extraits organiques étant donné que les flavonoides sont de petites molécules hydrosolubles dont
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les groupements hydroxyles facilitent leur solubilisation dans les solvants polaires (Curtay et
Robin, 2000).

II-2-3-Dosage des proanthocyanidine

Le contenu en tanins condensés des extraits des feuilles et des racines de Thapsia
garganica L., exprimé en mg équivalent catéchine /g d’extrait est représenté dans 1’histogramme

ci-dessous:

70 -
54.91,b

60 -
52.16,b
50 -
38.75,a 37.91.a 39.25,a

40 36.16,a

30 -

20 -

10 -

0 T T . r

Ethanol F Chlor F Aqu chlor F  Ethanol R ChlorR  Aqu chlor R

Concentration (mg EC par g d'extrait)

Extraits

Figure n°33 : Représentation graphique des quantités en proanthocyanidines dans les différents

extraits des feuilles et des racines de Thapsia garganica L.

Cette représentation graphique (Figure n°33) nous laisse déduire que notre plante refléte un
taux satisfaisant en proanthocyanidines, ainsi les varient entre 54,91 + 7,4 et 36,14 = 1,5 mg
équivalent catéchine par g d’extrait. Cette teneur importante pourrait étre associée au rdle des

tanins dans la protection des plantes contre les organismes nuisibles (Kathiresan, 2003).

Nous remarquons également que I’extrait organique du chloroforme des feuilles a donné
une teneur en proanthocyanidine (52.16 =+ 2.82 mg EC/g d’extrait) qui est plus élevé par rapport a
celle de D’extrait éthanolique (38.75 £1.76 mg EC/g d’extrait).
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Cela pourrait étre du au fait que le réactif révélateur (la vanilline) réagit uniquement avec la
premicre unité du polymére de proanthocyanidines (Ba et al., 2010) et également cause de
I’encombrement stérique engendré par la structure volumineuse des tannins condensés des
feuilles dans I’extrait brut, contrairement a ce qui I’en est au niveau des racines ou c’est 1’extrait
aqueux (39.25+ 1.41mg EC/ g d’extrait) qui a été le plus fortement concentré par rapport a
I’extrait organique (37.91 + 1.28 mg EC/ g d’extrait) car les oligomeres de proanthocyanidines
se solubiliserait mieux dans I’eau grace a leur richesse en groupements hydroxyles. Comme
conséquence a cela nos notons que 1’extrait éthanolique des racines donné plus que les extraits

décollons de I’extrait éthanolique.

II-3-Activités antioxydantes de Thapsia garganica L.

II-3-1-Activité scavenging du radical DPPH

Les résultats de 1’activité anti-radicalaire, vis-a-vis du radical DPPH, des standards et des extraits

sont exprimés en pourcentage d’inhibition et représentés dans la figure ci-dessous :
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Figure n°34: Activité scavenging du radical DPPH par les extraits de Thapsia garganica L.
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Les standards employés présentent des pourcentages scavenging allant de 96.27% + 1.46 %

(catéchine) 97.51% +0.66% (A ascorbique) a 96.02% + 1.33% (BHA) a 100pg/ml.

D’apres les résultats obtenus, nous constatons que tous les extraits de Thapsia garganica L.
ont exhibé une tres forte activité scavenging du radical DPPH comparativement aux pourcentages
d’inhibition montrés par les standards utilisés. En effet, Rached et al., (2010) on montré que les

extraits des feuilles de Thapsia garganica L. ont exhibé une inhibition positive du radical DPPH.

On constate également, que les extraits aqueux du chloroforme de Thapsia garganica L. sont
les plus efficaces par rapport aux extraits organiques du chloroforme pour les feuilles et les
racines proportionnellement a leurs concentrations en flavonoides qui constituent de puissants
agents antioxydants (Harvsteen, 2002), mais il ne faut pas négliger le pourcentage d’inhibition
des extraits organiques qui sont riches on proanthocyanidines qui exercent une activité
scavenging moindre que celle des flavonoides. On remarque aussi que les feuilles présentent des
pourcentages d’inhibition supérieurs a ceux des racines, puisqu’elles renferment des teneurs en
flavonoides plus importantes. Par ailleurs, il existe une corrélation positive entre les teneurs en
flavonoides et les pourcentages scavenging du radical DPPH (R=0.931). Les extraits éthanoliques
ont exhibé des pourcentages d’inhibition plus faibles que les extraits descendants; ceci serait du a

I’encombrement stérique qui existe dans ces extraits bruts.
s Détermination des IC50

Le parameétre IC50 (Concentration inhibitrice a 50%) ou EC50 (Efficient concentration) est

défini comme étant la concentration du substrat qui entraine une perte de 50% de P’activité. Les

IC50 de I’activité du DPPH sont inversement proportionnelles a 1’effet scavenger dont les valeurs

les plus faibles reflétent un effet anti-radicalaire important (Molyneux, 2004 ; Vilano et al,

2007).

D’apres les résultats obtenus dans la figure n°35 qui présente 1’activité anti-radicalaire, vis-
a-vis du radical DPPH, de I’extrait aqueux du chloroforme des feuilles, on déduit que 1’activité
anti-radicalaire augmente en fonction de la concentration de I’extrait, plus la concentration est

¢levée plus le pourcentage d’inhibition augmente.
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Dans le cas de notre échantillon, 1I’'ICsp =16 ,41pug/ml et est supérieure a celles des standards
utilisés : la BHA et 1’acide ascorbique qui ont respectivement des ICsy égales a 0.98 pg/ml et

ICso =1,61 pg/ml (figure n°36). Notre résultat est en accord avec celui retrouvé par Djeridane et

al., 2010 qui est de 17.06+0.02 pg/ml.
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Figure n°35 : Activité scavenging du radical DPPH a Figure n°36 : Activité scavenging de radical DPPH

différentes concentrations de I’extrait aqueux du des différentes concentrations de ’acide ascorbique

chloroforme des feuilles de Thapsia garganica L. et de la BHA.

I1-3-2-Activité scavenging du radical ABTS®*"

Les résultats de ’activité anti-radicalaire, vis-a-vis du radical ABTS®", du standard et des

extraits sont exprimés en pourcentage d’inhibition et représentés dans la figure n°37.

D’apres nos résultats, nous constatons que tous les extraits de Thapsia garganica L. ont
dévoilé une faible activité scavenging du radical ABTS®", allant de 6,92% + 0,35% a 17,43% =+
2,48% comparativement au standard utilisé, le trolox, qui a donné un pourcentage d’inhibition de
86,53 %=+ 0,61 (a 100pg/ml), par contre a 400ug/ml le pourcentage d’inhibition varie de
12,26%+0,32% a 57,73% +1 ,38%.Une étude menée par Djeridane et al ., 2006 a montré que le
pourcentage d’inhibition est de 15.30 m mol TEAC/g de maticre seche.
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Figure n°37 : Activité inhibitrice du radical ABTS®" par les extraits de Thapsia garganica L.

Concernant les feuilles, c’est 1’extrait éthanolique qui a montré le pourcentage
d’inhibition le plus ¢élevé étant donné que c’est I’extrait brut donc il contient la totalité des
phénols totaux. En outre, c’est I’extrait aqueux du chloroforme qui a donné plus que I’extrait
organique vue sa richesse en flavonoides. De la méme maniére, ce sont les feuilles qui ont été
plus fortes que les racines. Effectivement, ces résultats sont d’autant plus confirmés par
I’existence d’une corrélation positive entre les teneurs en flavonoides et les pourcentages

scavenging du radical ABTS®*" (R=0.917).

En revanche, I’extrait éthanolique des racines s’est montré moins actif étant donné la
complexité de sa composition et par conséquent, I’engendrement d’encombrements stériques. En
ce qui concerne les extraits des racines, c’est I’extrait organique du chloroforme qui s’est montré

le plus actif en comparaison a 1’extrait aqueux correspondant.
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On peut donc en conclure que I’activité inhibitrice du radical ABTS®" au niveau des racines est

dépendante de la teneur en phénols totaux.

«» Détermination des IC50

La valeur de l’IC50 obtenue avec notre standard est homogeéne avec le pourcentage

scavenging des différentes concentrations (figure n°38). Ainsi, le trolox a montré une valeur de

Il =50,18 pg/ml.
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Figure n°38 : Activité scavenging du radical ABTS par I’antioxydant de synthese (Trolox).

Pour tous les extraits, nous remarquons que la variation de 1’activité scavenging du radical
ABTS®" est dépendante de la concentration (figure n° 39 et n°40), avec des ICsq indiquées dans le
tableau n°® VI. A partir de ce dernier nous déduisons que les feuilles présentent des ICSO plus
faibles que celles des racines, donc une meilleure activité est observée dans le cas des extraits des

feuilles comparativement aux racines.
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Tableau n® VI : les valeurs des ICsg des différents extraits de Thapsia garganica L.

Extraits

ICsp en pg/ml

Ethanolique feuilles

346,23

Organique du chloroforme feuilles

1692,78

Aqueux du chloroforme feuilles

490,33

Ethanolique racines

1460,98

Organique du chloroforme racines

560,72

Aqueux du chloroforme racines

1439,63

Finalement, nous constatons que 1’activit¢ de nos extraits reste largement inférieure a

celle du standard utilisé. Ainsi, le potentiel anti-radicalaire se classe dans ’ordre décroissant

suivant : trolox< Ethanolique feuilles< Aqueux du chloroforme feuilles < Organique du

chloroforme racines< Aqueux du chloroforme racines< Ethanolique racines < Organique du

chloroforme feuilles.
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Figure n°39 : Activité scavenging du radical ABTS a

différentes concentrations des extraits des feuilles.

Figure n°40: Activité scavenging du radical ABTS a

différentes concentrations des I’extraits des racines.
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II-3-3-Le pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est la capacité d’une substance a transférer un électron ou a donner

un atome d’hydrogeéne. Dans cet essai, nous mesurons ce potentiel réducteur a travers la

3+ 2+
réduction du complexe Fe du ferricyanure de potassium en forme ferreuse Fe qui se traduit par

une coloration verte-bleuatre.

Les figures n° 41 et n° 42 montrent les graphes du pouvoir réducteur de I’antioxydant de

synthese et de nos extraits respectivement.
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Figure n°41 : pouvoir réducteur de I’antioxydant de syntheése la BHA.

D’apres les résultats représentés dans les figures 41 et 42, nous pouvons constater en
premier lieu que le pouvoir réducteur est proportionnel a la concentration (antioxydant de

synthése et extraits de Thapsia garganica L.).
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Figure n°42 : pouvoir réducteur des extraits des feuilles et des racines de Thapsia garganica L.

En revanche, nous pouvons noter qu’il existe une grande différence entre 1’activité du
standard utilisé et celle des échantillons testés. En effet, pour une concentration de 100 pg/ml,
I’absorbances donnée par le standard est de 1.49 £ 0.01, alors que les absorbances de nos
échantillons varient de (0.166+0.02) a (0.597 £0.009) a une concentration dix fois plus élevée,
soit de 1000 pg/ml. Cette différence d’activité est probablement due au degré de pureté des
¢chantillons utilisés, le standard étant un composé pur de synthése et les échantillons des extraits

bruts non purifiés.

Pour nos échantillons, on remarque que les extraits des feuilles présentent une meilleure
activité réductrice que les extraits des racines, cela est en accord direct avec leur teneur élevée en

phénols totaux et en flavonoides.

Concernant les feuilles, c’est 1’extrait éthanolique qui a exhibé une meilleure activité
réductrice vue le taux important des phénols totaux riches en groupements hydroxyles donneurs
d’¢lectrons. Par ailleurs, I’extrait aqueux du chloroforme présente une absorbance plus élevée que

I’extrait organique du chloroforme, étant donné qu’il possede la teneur la plus ¢€levée en

%)
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flavonoides; cela confirme ’existence de la corrélation positive entre la teneur en flavonoides et

le pouvoir réducteur (R=0.908).

En outre, I’extrait organique du chloroforme des racines montre une absorbance de
0.347+0.023 qui est la plus grande par rapport aux deux autres extraits, cela semble évident quant
a la corrélation positive existante entre la teneur en phénols totaux et le pouvoir réducteur

(R=0.517).

De maniere générale, la concentration des antioxydants, ainsi que le nombre de
groupements hydroxyles des composés phénoliques et leurs position spatiale contrdlent

I’intensité du pouvoir réducteur (Kranl et al., 2005).

II-4-Caractérisation des extraits des feuilles et des racines de Thapsia garganica L.
I1-4-1-Fractionnement des extraits

Les différents extraits de Thapsia garganica L. (feuilles et racines) ont été soumis a des
chromatographies sur couche mince préliminaires pour pouvoir apporter un apercu sur la nature
des constituants que [’on peut rencontrer chez cette espéce. L’analyse du profile
chromatographique des extraits a la lumiere du jour (figure n°43) nous permet de constater que
I’extrait éthanolique et I’extrait organique du chloroforme des feuilles ont laissé apparaitre cinq
bandes avec les méme rapports frontaux, car I’extrait éthanolique contient la totalit¢ des
composés retrouvés dans les différentes fractions. Cependant nous ne remarquons aucunes
bandes au niveau des extraits des racines ; cela serait probablement di a la couleur trés clair de
nos extraits. A noter également I’apparition des spots correspondants aux deux standards utilisés

(quercetine et rutine).
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Figure n°43: profile chromatographique de tous les extraits des feuilles et des racines de Thapsia
garganica L. réalisé a la lumicre du jour. (1) : extrait éthanolique F ; (2) : extrait organique du
chloroforme F ; (3) : extrait aqueux du chloroforme F ; (4) : extrait éthanolique R ; (5) : extrait
organique du chloroforme R ; (6) : extrait aqueux du chloroforme R ; (7) : quercétine [R¢= 60];

(8): rutine [R¢=0.117; (9) : acide gallique; (10): catéchine.

Le profil chromatographique révélé par la vanilline sulfurique des extraits de Thapsia
garganica L. (figure n°44) montre la présence de plusieurs spots (précisément au niveau des
racines); cela confirme la bonne séparation et le bon fractionnement (liquide-liquide) de nos
extraits par le systtme de solvants choisi. Par ailleurs, nous constatons que le plus grand
nombres de bandes se sont localisés au niveau des extraits organiques, ce qui pourrait supposer la
richesse de notre plante en composés de polarité réduite. En outre, ce chromatogramme montre la
présence de plusieurs spots de différentes couleurs correspondant a des composés

phytochimiques bien définis (voir tableau n°VII).
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Figure n°44: profil chromatographique de tous les extraits de feuilles et de racines de Thapsia

garganica L. pulvérisé avec la vanilline sulfurique. (1) : extrait éthanolique F ; (2) : extrait

organique du chloroforme F ; (3) : extrait aqueux du chloroforme F ; (4) : extrait éthanolique R ;

(5) : extrait organique du chloroforme R ; (6) : extrait aqueux du chloroforme R ; (7) : quercétine;

(8) rutine; (9): acide gallique; (10) : acide tannique; (11): catéchine.

Tableau n® VII: les couleurs des bandes des extraits apres révélation avec la vanilline sulfurique

(Akhanovna et al., 2012):

Extraits Bandes et couleurs Composés
-plusieurs spots gris -acide gras.
Extraits éthanolique et organique . \
x qau gamqu -Spots violet -monterpenes.
du chloroforme des feuilles. .
-Spots orange -flavonoides.
Extraits éthanolique et aqueux du | -Spots bleu -stéroides.
chloroforme des feuilles. -Spot jaune -flavonoides.
Extraits éthanolique et organique
du chloroforme racines. -plusieurs spots gris -acide gras
Extraits éthanolique et aqueux du
. -Spots bleu -stéroides.
chloroforme racines.
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Quant aux standards, ils apparaissent sous différentes couleurs a savoir: les flavonoides
tels que la quercétine et la rutine en jaune, 1'acide tannique et I'acide gallique en rose la catéchine

en rouge brique.

Le profil chromatographique observé sous UV est présenté dans la figure n°45. Nous
constatons que, les extraits éthanoliques ont laissé apparaitre toutes les bandes retrouvées dans les
différents extraits descendants. Nous déduisons également que 1’extrait organique a donné le

maximum de bandes, ce qui montre une autre fois que cette plante est riche en composés de

polarité réduite.

Figure n°45: profil chromatographique de tous les extraits de feuilles et de racines de Thapsia

garganica L. observes sous UV.

Nous remarquons également que les bandes des extraits éthanoliques sont partagées en
deux parties a savoir la partie organique et aqueuse du chloroforme. Les spots de 1’extrait
organique se retrouvent en haut de la plaque chromatographique cela est évident étant donnée
que cet extrait contiendrait des composés apolaire qui seraient de ce fait entrainés par 1’¢luant;

par contre 1’extrait aqueux du chloroforme reste en bas de la plaque car il est retenu par le gel de
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silice du fait de sa polarité. Ce chromatogramme révele la présence de plusieurs bandes de

différentes couleurs correspondant a des composés bien déterminés (voir tableau n°VIII).

Tableau n°VIII : Les couleurs des bandes des extraits sous UV (Akhanovna et al., 2012; Jork
et al., 1994):

Extrait Bands et couleurs Composés

-bandes oranges pale -Anthocyanidine 3,5

Extraits éthanolique et organique di glucoside.

du chloroforme des feuilles.

-bandes roses -Anthocyanidine
3glucoside.
Extraits éthanolique et aqueux du
-Spots blanc -flavonoides.

chloroforme des feuilles.

Extraits éthanolique et organique | -Spots bleu blanc fluorescent | -Acides phénoliques

du chloroforme racines. -Spots bleu pale -Acides phénoliques

Extraits éthanolique et aqueux du

chloroforme racines. -Spots blanc -Flavonoides

I1-4-2-Caractérisation de I’activité antioxydant
1) Caractérisation de I’activité scavenging du radical DPPH

Dans ce test, la réduction du radical DPPH’ de couleur violette peut étre visualisée par

I’apparition de spots de couleur jaune.

A partir du chromatogramme (figure n°46), nous remarquons que ce sont les extraits
¢thanoliques des feuilles et des racines qui ont laiss¢ apparaitre le maximum de bandes actives
(jaunes), étant donné qu’ils constituent les extraits bruts donc ils contiennent la totalit¢ des

composés phénoliques.

En outre, les extraits des feuilles ont montré une activité scavenging plus puissante que celle

des racines ce qui explique I’apparition de plusieurs taches au niveau des extraits des feuilles.
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Figure n° 46: profil chromatographique des extraits de Thapsia garganica L. pulvérisée avec le
DPPH. (1) : extrait éthanolique F ; (2) : extrait organique du chloroforme F ; (3) : extrait aqueux
du chloroforme F ; (4) : extrait éthanolique R ; (5) : extrait organique du chloroforme R ; (6) :
extrait aqueux du chloroforme R ; (7) : quercétine; (8): rutine; (9) : acide gallique; (10):

catéchine.

2) Caractérisation de ’activité inhibitrice du radical ABTS

Le principe est basé sur la manifestation de I’activité inhibitrice du radical ABTS par la

décoloration des spots actifs.

D’apres le profil chromatographique (figure n°47), nous observons la décoloration de six
spots de I’extrait éthanolique des feuilles : deux spots en bas de la plaque qui sont également
apparus dans 1’extrait aqueux du chloroforme se qui s’explique par la polarité de ses composés
qui ont une activité inhibitrice du radical ABTS, et quatre spots en haut de la plaque, qui sont

présents aussi dans 1’extrait organique du chloroforme, étant donné leur polarité réduite.

E
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Dans le cas des racines, aucune décoloration ne s’est produite se qui implique que les racines

ont une tres faible activité scavenging du radical ABTS.

1 2 3 4 5 6 7 8 910 agrandissement de la partie haute

Figure n°48 : profil chromatographique des extraits de Thapsia garganica L. pulvérisée avec
I’ABTS. (1) : extrait éthanolique F ; (2) : extrait organique du chloroforme F ; (3) : extrait aqueux
du chloroforme F ; (4) : extrait éthanolique R ; (5) : extrait organique du chloroforme R ; (6) :
extrait aqueux du chloroforme R ; (7) : quercétine; (8): rutine; (9) : acide gallique; (10):

catéchine.
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales restent toujours une source fiable de principes actifs, Thapsia
garganica L. est I'une de ces plantes, utilisée depuis longtemps a des fins thérapeutiques,
mais les études phytochimiques de cette plante restent jusqu’a présent insuffisantes. Notre
¢tude réalisée sur les extraits des feuilles et des racines de Thapsia garganica L. nous a permis

d’aboutir aux résultats suivants :

L’extraction des composés phénoliques a partir des feuilles et des racines de Thapsia
garganica L. a indiqué que ce sont les extraits organiques du chloroforme qui ont exhibé les
taux d’extraction les plus élevés, ce qui nous permet de constater sa richesse en composés de

polarité réduite.

» Les teneurs en phénols totaux de la plante ont été élevées et ce sont les feuilles qui ont

exhibé les teneurs les plus importantes.

» Concernant le contenu en flavonoides, les feuilles de 7. garganica L. ont montré des
teneurs appréciables contrairement aux racines, et ce sont les extraits aqueux qui ont donné les
valeurs maximales étant donné que les flavonoides constituent de petites molécules trés

polaires.

» Les extraits de Thapsia garganica ont dévoilé des taux satisfaisants en tanins

condensés.

» Quant a I’activité antioxydante, nous déduisons que les extraits des feuilles ont exhibé
une trés forte activité scavenging du radical DPPH par rapport aux racines. De plus, nous
constatons que ce sont les extraits aqueux qui ont €té les plus forts par rapport aux extraits
organiques ; cela a été en bonne corrélation avec le contenu en flavonoides qui constituent de

puissants agents antioxydants.

> Néanmoins, le pouvoir réducteur et 1’activité scavenging du radical ABTS®" de

Thapsia garganica ont été faibles comparativement aux standards utilisés.

» Pour pouvoir apporter un apercu sur la nature des constituants que 1’on peut rencontrer

chez cette espece, une chromatographie sur couche mince a été réalisée.

62 |



Conclusion et perspectives

L’analyse du profil chromatographique des extraits, a la lumiére du jour, sous UV et
apres pulvérisation avec la vanilline sulfurique, a confirmé que les racines et les feuilles
seraient riches en composés de polarité réduite. Parmi les composés phytochimiques détectés
on retrouve: les acides gras, les monoterpenes, les stéroides, les anthocyanidines et les acides

phénoliques.

> Par ailleurs, la caractérisation de activité scavenging des radicaux ABTS®*" et DPPH
par les extraits de la plante a montré encore une fois que les extraits obtenus a partir des

feuilles sont plus efficaces que les extraits des racines.

» En fin, ’activité antioxydante peut étre attribuée a la présence des polyphénols dans
les extraits, les résultats indiquent une forte corrélation entre les activités antioxydantes
testées et les composés phénoliques suggérant que les composés phénoliques sont

probablement responsables de cette activité.

Ce travail nous a permis d’avoir un apergu général sur les teneurs en composés
phénoliques, la nature biochimique et les activités antioxydantes de Thapsia garganica L.
Ainsi, nous souhaitons isoler, purifier et identifier les constituants biochimiques responsables
de ces différentes activités par d’autres méthodes plus performantes et plus précises telles que

la HPLC, GC-MS et RMN.

Par ailleurs, il serait trés intéressant d’aller plus loin en essayant de réaliser ces tests
antioxydants in vivo afin d’étudier I’efficacité et la toxicité des extraits ou des constituants
biochimiques isolés ; aussi bien que de s’investir dans d’autres parties de la plante, a savoir, la

tige, les fleurs et les graines.
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GLOSSAIRE



Glossaire Botanique

e Angiosperme : Végétal dont les organes reproducteurs sont condensés en une fleur et
dont les graines fécondées sont enfermées dans un fruit, a la différence des

gymnospermes dont la graine est a nu.

¢ Dicotylédone : Une plante dicotylédone est une plante angiosperme dont la graine

dispose, comme son nom I’indique, de deux cotylédons.

e Dressé : Qui prend a peu prés la direction verticale par opposition a rampant couché

ou ascendant.
e Fleur : Organe de la reproduction chez les végétaux supérieurs, les phanérogames.
e Florifere : Qui porte des fleurs.
e Gaine : Prolongement du pétiole.
¢ Graine: partie plus ou mois dilatée de la base d’une feuille entourant la tige.
¢ Inflorescence : est la disposition des fleurs sur la tige d’une plante a fleur.

e Ombelle : Inflorescence typique des Ombelliféres (Apiacées). Les pédoncules floraux
sont tous insérés au méme point de la tige, et les fleurs sont toutes disposées sur une

méme surface sphérique

e Vivace : Qualifie une plante vivant plus de deux ans, mais qui vit souvent beaucoup
plus longtemps, la limite de deux ans étant fixée pour séparer les vivaces des

bisannuelles.

e Pétiole : partie rétrécie de la feuille, qui lui sert du support.



Glossaire Médical

Affection : Etat d’un individu en rapport avec la maladie. Elle se caractérise par 1’état

pathologique d’un organisme, traduisant d’une maladie

Apoptose : ou (mort cellulaire programmée) processus par lequel des cellules
déclenchent leur autodestruction en réponse a un signal. C’est I'une des voies possible
de la mort cellulaire, qui physiologique, génétiquement programmeée, nécessaire a la

survie des organismes.

Athérosclérose : Perte d'¢lasticit¢ des artéres due a la sclérose provoquée par
I'accumulation de corps gras (lipides, essentiellement cholestérol LDL) au niveau
d'une des trois tuniques constituant la paroi des artéres (I'intima) et intéressant avant
tous les grosses et les moyennes artéres. La variété de lipides concernée porte le nom

d'athérome.

Bronchite : la bronchite est une irritation et une inflammation des bronches qui

manifeste par une toux. On distingue la bronchite aigue de la bronchite chronique.

Cancer : le cancer est une maladie caractérisée par une prolifération cellulaire
anormalement important au sein d’un tissu normale d’un 1’organisme, de telle
manicre que la survie de ce dernier est menacée. Ces cellules dérivent toutes d’un
méme clone, cellule initiatrice du cancer qui acquit certaines caractérisastiques lui
permettant de se diviser indéfiniment. A la cour de I’évolution de la maladie, certaines

cellules peuvent migrer de leur lieu de production et former des métastases.

Cardiovasculaire: les maladies cardio-vasculaires sont les maladies qui concernent le

cceur et la circulation sanguine.

Carcinome (¢épithéliuma) : Tumeur maligne se développant aux dépens des tissus
¢épithéliaux. Les tissus épithéliaux sont des tissus de recouvrement et de protection de
la surface de certains organes du corps humain situés a 1'extérieur, comme la peau, les
muqueuses des orifices naturels, etc... Les tissus épithéliaux constituent ¢galement les

glandes.



Cataplasme : compresse humide ou bouillie épaisse que L’on applique sur une partie

du corps comme agent thérapeutique.

Collagene : une des scléroprotéines qui constituent la substance intercellulaire du tissu

conjonctif.

Emétique : qui fait vomir, sont des substances capable de provoquer un vomissement.

Diurétique : médicament augmentant I’excrétion urinaire de I’organisme, utilis¢ dans

le traitement de I’hypertension artérielle et des cedémes.

Histamine : Substance présente dans de nombreux tissus de I’organisme sous forme
inactive sécrétée par des cellules appartenant a une variété de globules blancs, les
polynucléaires basophiles, et les mastocytes, et jouant un réle de médiateur (qui

transfert une information) chimique dans I’hypersensibilit¢ immédiate

Leucémie : Une maladie appelée également cancer du sang ou leucose aigu€ des
organes hématopoiétiques (sang, rate, ganglions, moelle osseuse). Elle se caractérise
par une sur-production de précurseurs des globules blancs dans la moelle osseuse et le

sang.

Macrophage : globule blanc dont la fonction principale est d’absorber les cellules

étrangeres a I’organisme.
Purgatif : qui a la propriété de purger, d’évacuer le contenu de I’intestin.

Physiopathologie : Discipline biologique qui traite des déréglements de la
physiologie. Elle traite a la fois les mécanismes physiques, cellulaires ou biochimiques

qui conduisent a l'apparition d'une maladie et les conséquences de celle-ci.

Vasodilatateur : Agent responsable de la dilatation des vaisseaux sanguins, c’est-a-
dire d’augmenter leur lumen, en relachent les muscles lisses des parois de ces

vaisseaux contrairement a un vasoconstricteur.



ANNEXES



Annexes N°1: Courbes d’étalonnage utilisées pour le calcul des teneurs en phénols totaux, en

flavonoides et en tanins condensés.
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Figure 01 : Courbe d’étalonnage avec I’acide gallique pour le dosage des phénols totaux (A =765nm).

Absorbance

0,9 1
0,8
0,7 1
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2 |
0,1 A

y=0,044x - 0,010
R2=0,992

10 . 15
Concentrations (pg/ml)

20

25

Figure 02 : Courbe d’étalonnage avec la quercitine pour le dosage des flavonoides (A = 430 nm).
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Figure 03 : Courbe d’étalonnage avec la catéchine pour les proanthocyanidines (A =500 nm).




Annexes N°2: Courbes de calcul de [’IC50 dans [’activité scavenging du radical DPPH
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Figure 04: courbe pour le calcul de I’ICso de I’extrait aqueux du chloroforme feuilles.
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Figure 05: courbe pour le calcul de I’ICs, de 1a BHA.
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Figure 06 : courbe pour le calcul de I’'ICsy de ’acide ascorbique dans I’activité scavenging du DPPH.



Annexes N°3 : Courbes de calcul de [’IC50 dans [’activité scavenging du radical ABTS pour les

feuilles
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Figure 07 : courbe pour le calcul de I'IC50 de I’extrait ethanolique des feuilles
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Figure 08 : courbe pour le calcul de I’ICso de I’extrait organique du chloroforme feuilles.
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Figure 09: courbe pour le calcul de I’'ICso de I’extrait aqueux du chloroforme feuilles.



Annexes N°4: Courbes de calcul de ['IC50 dans ['activité scavenging du radical ABTS des racines.
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Figure 10 : courbe pour le calcul de I’ICso de I’extrait ethanolique des racines.
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Figure 11 : courbe pour le calcul de I’ICso de I’extrait organique du chloroforme feuilles.
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Figure 12: courbe pour le calcul de I’'ICso de I’extrait aqueux du chloroforme feuilles.



Annexes N°5 : Courbes de calcul de ['IC50 dans [ activité scavenging du radical ABTS de Trolox.
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Figure 13: courbe pour le calcul de I’ICso de Trolox



Annexes N°6: Courbe de corrélation entre [’activité scavenging du radical DPPH et la teneur en

phénols totaux, en flavonoides et en proantocyanidine des extraits.
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Figure N° 14: Courbe de corrélation entre 1’activité scavenging du radical DPPH et la teneur en phénols totaux.
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Figure N°15: courbe de corrélation entre I’activité scavenging du radical DPPH et la teneur en flavonoides.
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Figure N°16: Courbe de corrélation entre I’activité scavenging du radical DPPH et la teneur en proanthocyanidines.




Annexes N°7: Courbe de corrélation entre [activité scavenging du radical ABTS et la teneur en
phénols totaux, en flavonoides et en proantocyanidine des extraits.
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Figure N°17: courbe de corrélation entre I’activité scavenging du radical ABTS et la teneur en phénol totaux.
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Figure N°18: courbe de corrélation entre 1’activité scavenging du radical ABTS et la teneur en flavonoides.
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Figure N°19: courbe de corrélation entre I’activité scavenging du radical ABTS et la teneur en proanthocynidines.



Annexes N°8: Courbe de corrélation entre [’activité scavenging du pouvoir réducteur et la teneur en
phénols totaux, en flavonoides et en proantocyanidine des extraits.
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Figure N°20: courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur et la teneur en phénol totaux.
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Figure N°21: courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur et la teneur en flavonoides.
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Figure N°22: courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur et la teneur en proanthocyanidines.



Résumé

Les antioxydants jouent un réle fondamental dans 1’¢limination de I’exces toxique en
especes réactives de I’oxygeéne a I’origine de diverses maladies dégénératives. Ainsi, I’exploitation
des molécules végétales naturelles serait trées bénéfique pour la santé humaine. Par conséquent, on
s’est intéressé a 1’évaluation de I’activité anti-oxydante des composés phénoliques extraits a partir
d’une plante médicinale locale, Thapsia garganica L, et cela en faisant trois types de manipulations,
apres, bien évidemment, avoir obtenu les différents extraits des feuilles et des racines de notre
plante. D’abord, on a effectué¢ le dosage des composés phénoliques (phénol totaux, flavonoides, et
tanins condensés) pour pouvoir faire une appréciation qualitative et quantitative ; puis, on est passé
a la mesure de I’activité anti-oxydante des extraits en réalisant trois tests : le pouvoir réducteur et
l’activité scavenging des deux radicaux DPPH®et ABTS®". On a cloturé notre étude par le
fractionnement et la caractérisation de 1’activité antioxydante des extraits par chromatographie sur
couche mince. Les résultats expérimentaux ont révélé que les extraits de Thapsia garganica L.ont
¢été riches en phénols totaux et ont montré des concentrations moyenne en flavonoides et des teneurs
appréciables en tanins condensés. Quant aux activités antioxydantes de la plante, les extraits ont été
de trés bons scavengeurs du radical DPPH. En revanche, ’activité inhibitrice du radical ABTS®" et
le pouvoir réducteur ont été faibles. Finalement, I’analyse des profiles chromatographiques des
extraits a confirmé que les racines et les feuilles seraient riches en composés de polarité réduite. Par
ailleurs, la caractérisation de I’activité scavenging des radicaux ABTS®" et DPPH® des extraits de la
plante a montré encore une fois que les feuilles sont plus efficaces que les racines. Ces constatations
nous laissent imaginer des études plus poussées sur des extraits d’une panoplie de plantes
médicinales afin d’en bénéficier d’avantage.

Mots clés : Thapsia garganica L., radicaux libres, antioxydants, composés phénoliques, CCM.

Abstract

The antioxidants play a basic role in the elimination of the toxic reactive oxygen species
excess. Thus, the exploitation of natural plant molecules will be very beneficial for the human
health. Therefore, we were interested by the evaluation of the anti-oxidant activity of the phenolic
compounds extracted from our local medicinal plant, Thapsia garganica L., and that by doing three
types of manipulations, of course, after getting the different plant leaves and roots extracts. First, we
quantified the phenolic compouds amounts (total phenolics, flavonoids, and condensed tannins), in
order to make a qualitative and a quantitative assessment. Then, we realized the anti-oxidant
activity assays such as: the DPPH and ABTS®" radical scavenging activity and the reducing power.
Our study was fenced by the fractionation and the characterization of the antioxidant activity of the
extracts. The experimental results revealed that Thapsia garganica L. extracts were rich in total
phenolics, showed average content of flavonoids and they exhibited significant condensed tannins
amounts. For the antioxydant activity of the plant, the extracts were very good scavengers of DPPH
radical. Whereas, the ABTS®" radical scavenging activity and the reducing power were low.
Finally, analysis of chromatographic profiles of extracts confirmed that the roots and leaves are rich
in compounds of low polarity. Moreover, the characterization of the ABTS and DPPH radical
scavenging activity of plant extracts showed, once again, that the leaves are more efficient than
roots. These observations leed us toward more studies in this field, so that we get more benefits
from our local medicinal plants.

Key words: Thapsia garganica L., free radicals, antioxidants, phenolic compounds, TLC.
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