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Introduction

Introduction

Bien avant la médecine moderne, la guérison par les plantes était utilisée par nos ancétres
depuis plusieurs siecles. Ainsi, I’'Homme a remarqué que les préparations a base des racines,
d écorces, des feuilles et des fleurs de certaines espéces végétales (plantes médicinales) pouvaient
soulager ses douleurs et ses maux divers. Mais, le développement du domaine chimique a orienté
les chercheurs vers la synthese de principes actifs d’ une maniere abondante et hative. Néanmoins, le
traitement avec ces molécules chimiques, a laissé apparaitre des effets secondaires au niveau de
I’organisme. Par conséquent, les chercheurs se sont retournés vers la médecine naturelle qui
consiste en I’exploitation des différentes drogues végétales, la phytothérapie. En effet, les plantes
meédicinales possedent des métabolites secondaires dont les composes phénoliques qui sont doués
de plusieurs activités biologiques telles que les activités: anti-oxydante (Skerget et al., 2005;
Talavera et al., 2004), anti-microbienne (Falleh et al., 2008) et anti-inflammatoire(Middleton et
al., 2000).

Durant le métabolisme énergique, en addition a d’ autres voies, des especes dérivées de |’ oxygene
sont générées, tres réactives, assurant habituellement le bon fonctionnement de I’ organisme et la
santé des mammiféres. En outre, ces derniers possedent des systémes moléculaires de neutralisation
du surplus de production de ces espéces réactives de I’ oxygene, grace a leur pouvoir antioxydant.
Toutefois, dans des conditions physiopathologiques, |a balance penche en faveur du rehaussement
des taux en substances pro oxydantes ou leur exces peut étre néfaste en sattaquant a des
biomolécules telles que : les protéines, les glucides, les lipides et I' ADN (Favier, 2003), engendrant
de ce fait diverses pathologies, |e cancer, les maladies neurodégéneratives (Albert et al., 2003), les
mal adies cardiovasculaires (Beaudeux et al., 2006) et le vielllissement...

Par conséquent, I’objet de notre étude se portera sur I’évaluation de I'effet antioxydant des
composés phénoliques extraits a partir de la plante médicinale locale Thapsia garganica (la
thapsie). Néanmoins, avant de procéder aux protocoles expérimentaux, il est nécessaire, du moins
de survoler I’ essentiel de certaines notions qu’ on juge tres utiles pour la bonne compréhension et la

bonne maitrise du sujet.
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Les radicaux libres
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[-1-Définition desradicaux libres

Un radical libre est un atome ou une molécule qui contient un ou plusieurs éectrons non appariés,
comme conséquence de la perte d'un ou plusieurs éectrons de I’ orbite externe, aboutissant a la
formation d’une demi-liaison qu'il faut satisfaire par un pillage local d’ électrons (Berger, 2006).
Les radicaux libres sont des composés caractérisés par une structure éectronique déséquilibrée qui
leur confere une grande réactivité sur les constituants organiques et sur les structures cellulaires
(Aurousseau, 2002).

Les radicaux libres ont une durée de vie tres courte (millioniéme de seconde) mais pendant ce laps
de temps ils réagissent avec les molécules environnantes ce qu’'on appelle la chaine oxydative
(Rabélais, 2005). Ils sont produits quand une liaison covalente est rompue de telle sorte que chaque
partie a conservé la moitié des éectrons en commun, comme ils peuvent se former quand un atome

ou une molécule accepte un seul électron au cours d’ une réaction oxydoréduction (K ar p, 2010).

I-2-Lesradicaux libresen biologie

En biologie, les radicaux libres sont formés le plus souvent par gain d’ électrons a partir de
I’oxygene (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Les especes pro-oxydantes sont représentées par les
espéeces réactives de I’ oxygenes (ERO) et les espéces réactives du nitrogéne (ERN) (Groussard,
2006), qui sont les produits du métabolisme cellulaire norma et & des concentrations faibles a
modérées elles sont connues de posséder des réles physiologiques variés allant de latransduction du

signal cellulaire ala défense contre les pathogenes (Dastmatchi 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 (H.0,) et I'ion
peroxynitrite (ONOQ") dont leur toxicité est importante, ils ne sont pas des radicaux libres maisils

peuvent en générer par différentes réactions chimiques (Tamion et al., 2003 ; Ré et al., 2005).

|-3-Génération des espéces réactives del’ oxygene et du nitrogéne

La production des especes réactives de |'oxygéne dans les cellules de mammiféres est
essentiellement d origine enzymatique, la NADPH oxydase membranaire (nicotine-adénine-
dinucl éotide phosphate) et e complexe enzymatique mitochondria de la chaine respiratoire en sont

les principales sources (Beaudeux et al., 2006).
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[-3-1-L’anion superoxyde

Un des sites de production du plus ssmples des radicaux libres oxygénés, I’ anion superoxyde (O")
est la mitochondrie, dans I’organisme au repos (Arrousseau, 2002). La formation d anion
superoxyde par la chaine respiratoire mitochondriae est un événement physiologique correspondant
aune fuite d éectrons aux niveau des complexes| et |11, qui ne dépasse pas 3 & 5% de la production
mitochondriale (Beaudeux et al., 2006). Alors gque la majorité de I’oxygéne consomme par la
mitochondrie est converti en eau au niveau du complexe IV (cytochrome C oxydase), I’ oxygéne
peut récupérer les éectrons directement a partir de site de I’ ubiquinone dans le complexe I11 et a
partir du groupement de la flavine mononucléotide du complexe | pour générer I'O,” (Ballinger,
2005 ; Réet al., 2005) :

O, + € — 5 Oy (1)

Les cellules phagocytaires (polynucléaires et/ou macrophages) possedent une enzyme
membranaire: la NADPH oxydase, cette enzyme induit la production danion superoxyde,
nécessaire a la destruction du matériel phagocyté (Tamion et al., 2003), selon la réaction suivante
(Mohazzab et al., 1994) :

NADPH + 20, » NADP" + H' + 20, (2

Au sein du Réticulum Endoplasmique et des microsomes se trouve le cytochrome P450. |l s agit
d’ une hydrolase qui intervient dans le métabolisme des stéroides et des médicaments. Le fer
présent a la I’intérieur de ce cytochrome est susceptible de réagir avec |’oxygene et de produire
I” anion superoxyde (Bor g et Reeber, 2008).

Les oxydases (xanthine oxydase, NO synthase, et eicosanoide) constituent également des sources

cellulaires de la production de I’ anion superoxyde (K oechlin-Ramonatxo, 2006).

[-3-2-L e peroxyde d’ hydrogene

Le peroxyde d hydrogéene (H20,) est un intermédiaire stable capable de traverser les membranes
lipidiques et il est capable de générer ainsi |es radicaux hydroxyles (Pons-Rejraji et al., 2009). Il se
trouve dans les organites cellulaires comme le peroxysome (Gardés-Albert et al., 2003). Le O, est
peu réactif et rapidement dismuté en H,O, soit spontanément ou sous I’ action de la superoxyde
dismutase (SOD) (Afenson et al., 2007 ; Pons-Rejraji et al., 2009) selon laréaction suivante :

& 2H" soD

20,7 + 205 (O] + H-0» (3)

v

B



Synthése bibliographique Lesradicaux libres

Par ailleurs, la membrane mitochondriale externe renferme une monoamine oxydase capable de
catalyser la désamination oxydative de certaines amines avec une production simultanée de H,0,
(Gardes-Albert et al., 2003). En outre, la xanthine oxydoréductase produit également le H,O, par

plusieurs réactions (Lin et al., 2008).

CaH 'S

H
L .-.d-ﬂ:-:l-

= ""F> YOO HN
|H\thh“‘-hf"lﬁ 21 H‘)‘\Mf
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e MH
NH —

|.. >=“I

TN

-
MH
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{0y

Figure 1 : Schéma montrant |’ hydroxylation oxydative de I’ hypoxanthine en xanthine et en acide urique
(Kalraet al., 2007).

[-3-3-Leradical hydroxyle

Une espece hautement réactive, qui peut étre générée durant la réaction de Haber-Weiss/Fenton qui
consiste en une éape de réduction du fer par le O,” et une étape de génération de OH" via la
réaction de Fenton (Nunoshiba et al., 1999).

Le H,O, est également peu réactif maisil ala capacité de traverser les membranes cellulaires et, en
présence de métaux de transition tel que le Fe™, de se transformer en un puissant oxydant, le radical

hydroxyle, selon laréaction suivante (ou réaction de Fenton) (Ré et al., 2005) :

H,0, + Fe® » OH + OH  + Fe° (4

Leradical superoxyde peut réduire le Fe* et régénérer le Fe™?, selon laréaction :

Fe? + 0O, (5)

v

Fe+3 + O,
Le bilan de ces deux dernieres réactions (ou réaction d’ Haber-Weiss) est donc :

H-0» + 0O, >()H + OH + (ON) (6)
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Figure 2 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de I’ oxygene impliquées en biologie
(Favier, 2003).

I-3-4-L e monoxyde d’ azote

Le monoxyde d'azote (NO) est un radical libre gazeux non chargé dont I’ éectron est porté par
I’ azote a une durée de vie trés courte, qui diffuse librement au travers des membranes et des fluides
biologiques (Cau et Seite, 1999; Tamion et al., 2003). Il sagit d'un messager chimique
intracellulaire relativement local et tres rapide (Beaumont, 2010).

Le NO' est produit par les systemes enzymatiques qui sont les différentes NO synthases (NOS)
(Favier, 2003) lors de I'oxydation de I'arginine en citrulline en présence du NADPH et de
I’ oxygéne. Il existe trois types : une neuronae (NNOS), une endothéliale (eNOS), ces deux formes
étant constitutives et activés par le Ca' et une forme inductible (iNOS), immédiatement actives

apres sa synthese et qui est exprimée par les phagocytes activés (Re et al., 2005).

Le NO peut avoir des effets cytotoxiques notamment sous la forme d'acide peroxynitriteux
(ONOQO) qui résulte de la réaction du NO avec le O,” (Tamion et al., 2003). Le ONOO™ est un
médiateur important de la peroxydation lipidique et de la nitration protéique (Huet et Duranteau,
2008).
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Figure 3 : Sources cellulaires et interconversions des espéces réactives de I’ oxygéne (ERO) et de I’ azote (ERN)
(Beaudeux et al., 2006).

[-4-L e stress oxydant

|-4-1-Dé&finition

Des radicaux libres sont produits en permanence en faible quantité comme les médiateurs
tissulaires ou les résidus des réactions énergétiques ou de défense (Favier, 2003). En situation
physiologique, il y aun équilibre parfait entre la production d' ERO et des antioxydants (Pincemail
et al., 2002) qui représentent un systéme de protection cellulaire face a la réactivité des especes

oxygéneées (K oechlin-Ramonatxo, 2006).

La perturbation de I’ équilibre endogene entre radicaux libres et antioxydants, provoque des effets
déléteres dis, soit a une défense antioxydante défaillante, soit a un état pro-oxydatif accru, nomme
« stress oxydant » (Berger, 2006).

ANTIOXYDANTS
SOD, GPx,
Catalase, GSH,
Vit E/C, °NO

Caroténoides

iy OXYDANTS
,”._ 0,%, OH®, 0, H;0;
Ly 0, INO, ONOO
eSS
HOCL

Figure 4 : Définition du stress oxydant (Morena et al ., 2002). ° }
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|-4-2-Facteursfavorisant la génération du stress oxydant

Le stress oxydant peut résulter d’un dysfonctionnement de la chaine mitochondriale (ischémie—
reperfusion, vieillissement), d’ une activation de systémes enzymatiques, d une libération de fer
libre a partir des protéines chéatrices (ferritine) ou d une oxydation de certaines molécules
(glucose, hémoglobine, catécholamines,...) (Pincemail et al., 2002).

D’autre part, des facteurs tels que le tabac, I’acool, une mauvaise ou une suralimentation, la
pollution, rayon UV, traitements chimio-/radio- thérapeutiques, ou encore |'&ge induisent une
production accrue des ERO (Pons Rejraji et al., 2009). Ainsi, la fumée de cigarette contient
plusieurs millions des ERO atérant directement le premier organe a leur contact, les poumons
(Koechlin-Ramonatxo, 2006). En effet, chaque gramme de goudron provenant d une cigarette
contient 1017 radicaux libres, plus de 3 000 composés aromatiques et de nombreux produits
générateurs d oxydants. La phase gazeuse de la fumée contient 1015 radicaux par bouffée ainsi

gue de nombreux oxydes d’ azote (Ouellet et al., 2007).

Par ailleurs, 'alcool est d'abord transformeé en acétaldéhyde grace a trois enzymes présentes dans
des compartiments cellulaires différents. L'alcool déshydrogénase (ADH), est |a plus puissante. La
toxicité de I'acétaldéhyde sexerce particulierement sur les mitochondries ou il facilite I'oxydation
des lipides membranaires et ou il diminue les taux de glutathion réduit, I’un des piégeurs naturels

des radicaux libres oxygenés (Ollat, 2004).

[-5-Conséquences du stress oxydant

L’ exces de radicaux libres non neutralisés par les défenses anti-oxydantes est tres dommageable
pour les macromolécules essentielles de nos cellules, entrainant anomalies d’ expression des genes
et des récepteurs membranaires, prolifération ou mort cellulaire, troubles immunitaires, mutagenese,

dépbts de proténes ou de lipofuschine dans les tissus (Favier, 2007).

[-5-1-Peroxydation lipidiques
La peroxydation lipidique est un phénomeéne général qui se produit en présence d’ oxygene. Tous les
lipides contenants des acides gras insaturés quelque soit leur origine (huiles végétales, huiles de

poissons, graisses animales, membranes cellulaires, lipoprotéines) sont concernés.

L’ éude des mécanismes de la peroxydation lipidique et des moyens de la prévenir par les
antioxydants connait depuis les dernieres décennies un regain d’intérét di aux implications de ces
phénomenes dans les domaines de la nutrition et de la santé.
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La caractéristique de I’autoxydation des acides gras polyinsaturés (AGPI) par I’oxygene a I’ état
fondamental (°0,) est d'étre une réaction en chaine radicalaire qui se déroule en trois étapes:
initiation, propagation et terminaison (Cillard et Cillard, 2006).

< [|nitiation

L’initiation consiste en |’ abstraction par un radical libre d’un atome d’ hydrogéne d’un groupement
méthylene (-CH,-) surtout S'il est adjacent a une double liaison. Le radical formé se stabilise, sous

forme de diéne conjugué, par résonance ( L evasseur-Acker et al., 1995 ; Baudin, 2006).

RH + OH » R + H0 ©)

% Propagation

Le radical alkyle formé dans I’ éape o’ initiation réagit trés rapidement avec le %0, pour donner un
radical peroxyle. Cette étape est trés rapide comparée a la réaction suivante ou il ya transfert d’un
atome d hydrogéne d’'une molécule d’'acide gras voisine pour former un hydroperoxyde. C’est
I étape de propagation de la peroxydation car |’acide gras qui vient de donner son hydrogene est
transformé en radical alkyle qui retourne dans le cycle pour réagir avec le °0, et donner un radical

peroxyle.

Il a été calculé que lorsgu’ un radical initie la peroxydation, environ 25 molécules d’ acides gras sont
oxydées dans la phase de propagation. Il est a noter que I’ oxydabilité des acides gras augmente avec
le nombre de double liaison (L evasseur-Acker et al., 1995 ; Cillard et Cillard, 2006).

R + 0 , ROO (8)
ROO' + RH » ROOH + R (9)
R  + O » ROO etc. (10)

«+ Terminaison

Cette étape correspond a la disparition des peroxydes, a I’accumulation des composes secondaires
d oxydation, c.a.d. al’ oxydation compléte du substrat (Judde, 2004 ; Rahmani, 2007).

B
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R + R ., RR (11)
ROO' + ROO » ROOR + O, (12)
ROO' + R » ROOR (13)

Il existe de nombreux marqueurs de la peroxydation lipidique, dont le malondialdéhyde (MDA). Il
résulte de la dégradation des hydroperoxydes formés au cours de la peroxydation des AGPI (figure
5) (Guichardant et al., 2006).

[-5-2-Oxydation del’ADN

Bien que I'ADN soit la mémoire de toute la composition biochimique des étres vivants, il sagit
d'une molécule trés sensible a I'attaque par les radicaux de I'oxygéne (Favier, 2003). Les ERO
peuvent provoquer des Iésions des acides nucléiques susceptibles d’entrainer des mutations ou
d altérer |’ expression des genes (Ré et al., 2005).

Le radical OH' est le plus réactif envers les bases azotées et les sucres des acides nucléiques
(Baudin, 2006). Cing classes principales de dommages oxydatifs médiées par le OH" peuvent étre
générées, Parmi elles: les bases oxydées, les sites abasiques, des adduits intra-caténaires, des

cassures de brins et des pontages ADN-protéines (figure 6) (Favier, 2003).
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Figure5: Lésionsdel’ ADN formées par attague radicalaire du patrimoine génétique des cellules (Favier, 2003).
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Par exemple, la guanine peut étre oxydée en 8-hydroxy-guanine ; les atomes 4 et 5 peuvent aussi
étre touchés et des attaques semblables ont été retrouvées sur les mémes atomes de |’ adénine ainsi
que sur les carbones du noyau ou du groupement méthyle de la thymine, par exemple pour former
du thymidine-glycol. Le ribose et le désoxyribose peuvent étre oxydés en dérivés mono-ou
dicarbonylés (Baudin, 2006).

HM 1 5 7
)%VJ o) +"OH
- N
H N [ \
voie (1) vaie (2)
602 4095
3 I
PNy HNT 5N
HNT ©5 ”ﬂ> 2 o[ Tey—oOH
2 54 a P
S M
H N N/i\N\ H,N \
H
R B2

Figure6 : lllustration d’ un mode d’ action des radicaux hydroxyles (addition sur les doubles liaisons) avec une base de
I’ADN, laguanine (Gardés-Albert et al., 2003).

Remarque:

A partir de la figure, deux radicaux libres sont formés : R1 (centré sur I'atome de carbone 5) et R2
(centré sur |'atome d'azote 7). (R2) donne naissance a la 8-oxo-guanine, un des principaux
marqueurs du stress oxydant dans I'’ADN (Gardes-Albert et al., 2003).

1-5-3-Oxydation des protéines

Les effets des ERO sur les protéines sont complexes, allant de I’ oxydation du squelette protéique,
c.ad. de la chaine polypeptidique conduisant & son clivage, a celle des chaines latéraes de
différents acides aminés (Ré et al., 2005). Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs
propriétés biologiques (enzyme, anti-enzyme, récepteur...) et deviennent beaucoup plus sensibles a
I'action des protéases et notamment du protéasome (Favier, 2003).
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D’autre part, les protéines oxydées deviennent trés hydrophobes, soit par suppression de
groupements amines ionisables, soit par extériorisation de zones hydrophobes centrales. Elles vont
alors former des amas anormaux dans ou autour des cellules. Ces amas, associés aux lipides,

forment les dépbts de lipofuschines caractéristiques des tissus des sujets agés (Favier, 2003).

Les acides aminés congtitutifs des protéines sont tres sensibles a |'attague des radicaux hydroxyles,
en particulier les soufrés (la cystéine s oxyde en cystine ou en acide cystéique et la méthionine en
sulfoxyde ou sulfone), les basiques (histidine, lysine, arginine) en dérivés carbonylés ou hydroxylés
semi- adeéhydes, et les aromatiques (la phénylalanine en ortho- tyrosine, le tryptophane en

cynurénine, ou encore nitration par les peroxynitrites) (Gardés-Albert et al, 2003).
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Figure 7 : Nature de quelques modifications des chaines latéral es d’ acides aminés des protéines aprés attague
radicalaire (Favier, 2003).

Des attaques spécifiques comme la lipoxydation par les produits de la peroxydation lipidique
peuvent s gouter a |’ oxydation des chaines latérales des acides aminés des protéines ; c'est le cas
avec le malonate-dialdéhyde (MDA) se liant sur I’ extrémité N-terminale des protéines par réaction
de Schiff (Baudin, 2006) :

NH,-protéine + OHC-CH,-CHO ———» protéine-N=CH-CH,-CHO + H,O (14)

MDA Protéine carbonylée 1
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|-6-Pathologies liées au stress oxydant

Actuellement, il est bien admis que le stress oxydant n’est pas une maladie en soi, il constitue
cependant un terrain au dével oppement de diverses pathologies (Khélil et al., 2010). La plupart de
ces derniéres apparaissent avec I'age car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et
augmente la production mitochondriale de radicaux libres (Favier, 2003).

En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en surexprimant certains genes, le
stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies (Favier, 2003). L'essentiel des

pathologies liées au stress oxydant se résume dans la figure (9) suivante:

Peau :
Bralures, Soleil
Céturs Psoriasis, Dermatoses

Thrombose coronaire

Poumons : \
Asthme

Cerveau :
Traumas, Parkison
Neurotoxines, Démence

/ Articulations :

Détresse respiratoire \ / Arthrite rhumatoide
de I'adulte Atteinte ciblée
et des radicaux libres

—— CEil :

Cataracte, Rétinopathie
l \ Lésions dégénératives

Gastro-Intestinal : /
Diabétes, Pancréatites
Lésions hépatiques
d'endotoxines

Reins : Vaisseaux :
Transplantation Athérosclérose
Glomeérulonephrite Ery throcytes :
Malaria

Anémie de Fanconi

Figure 8 : Pathologies liées au stress oxydant (1)

e Exempleillustratif d’une pathologieliée au stress oxydant : I’ athérosclér ose

L’ athérosclérose est définie par I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme « une
association variable de remaniements de I’ intima des artéres de gros et de moyen calibre consistant
en une accumulation focale de lipides, de glucides complexes, de sang et de produits sanguins, de
tissu fibreux et de dépdts calcaires» (Cottart et al., 2009).

=
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L’ athérosclérose est une maladie multifactorielle dont les principales hypothéses mécaniques
reposent sur deux théories : la théorie oxydative et la théorie inflammatoire (Bonnefont-Roussel 6t
et al., 2002).

L’ extravasation des lipoprotéines de basse densité (LDL) et leur oxydation dans |’ espace sous
endothélial représente la premiére étape de I’ athérogénese (Caligiuri, 2004). En effet, Iinfiltration
monocytaire, les dépdts lipidiques et |a prolifération des cellules musculaires lisses pourraient étre
stimulés par les LDL oxydées (Bonnefont-Rousselét et al., 2002).

Vaisseau

Cytokines

Cellule spumeuse

Espace sous-endothélial

Figure 9 : Hypothése inflammatoire de I’ athérogénese (Caligiuri, 2004).

Les LDL oxydées induisent I’ expression de molécules d’ adhérence et de récepteurs de chimiokines
a la surface des cellules endothéliales (figure 9). La quantité des LDL oxydées accumulée a
I"intérieur des macrophages dépasse la capacité de ces derniers a les dégrader. Ces macrophages se
transforment aors en cellules spumeuses, qui demeurent dans I’intima et constituent les premiéres

|ésions d' athérome (Caligiuri, 2004).

Une accumulation des macrophages spumeux, en petit amas forme des lésions visibles
macroscopiques : les stries lipidiques. En plus des macrophages, certaines cellules musculaires
lisses contiennent aussi des dépbts lipidiques (Bonnet, 2005).

La plaque d athérome formée fait saillie a I'intérieur de I'artére, engendrant des turbulences et un

obstacle au flux sanguin, ce qui va encore favoriser son développement (L eclerc, 2007).




Chapitre-II-

Les antioxydants
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[1-1-Dé&finition des antioxydants

Un antioxydant peut étre défini comme: « toutes substances qui, lorsqu’ elle est présente a de faibles
concentrations par rapport a celle d'un substrat oxydable, ralentie ou inhibe significativement
I’ oxydation de ce substrat » (Young et Woodside, 2001). Les systémes antioxydants sont soit des
molécules qui captent rapidement les ERO (antioxydants proprement dits), soit des systémes
enzymatiques qui catalysent la conversion des molécules pro-oxydantes (Negres —Salvayre et
Salvayre, 2005).

I1-2-Classification des antioxydants

Notre organisme est équipé de tout un systeme complexe de défense antioxydant enzymatiques et
non enzymatiques, localisé dans les compartiments intra- et extracellulaire (Berger, 2006). Les
antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d'action, leur locaisation cellulaire et leur
origine (Young et Woodside, 2001).

Systéme de défense antioxydant

Vitamine C et E
% + caoroténoides

Vitamine E - =
Cuf/En
S48

Catalase

Glutathion
peroxydase

Vi_l'clrrl:ine_E
+ caroténcides

Figure 10 : site d’ action des nutriments antioxydants et des enzymes antioxydantes (Pastre, 2005).

Selon I’ origine, la classification des antioxydants est la suivante :

[1-2-1-L es antioxydants endogénes

I1-2-1-1- L es antioxydants enzymatiques

L’ organisme posséde des enzymes qui peuvent métaboliser les ERO. Les plus connues sont
(Morena et al., 2002) :
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[1-2-1-1-1- La superoxyde dismutase (SOD)

Cette enzyme est impliquée dans la neutralisation del’O,” en le transformant en peroxyde

d hydrogene (H20,), évitant ainsi la formation de dérivés plus toxiques comme le peroxynitrite
(ONOO-) ou leradica hydroxyle (OH), selon laréaction (15): (Pincemail et al., 2002 ; Afenso et
al., 2007) :

O, + 0Oy +2H+_—_> H,0, +0, (15)

Chez I’'homme, trois isoformes compartimentées de I’enzyme SOD ont été caractérisées de fagon
biochimique et moléculaire (Afenso et al., 2007) :

e LaCu/Zn-SOD cytosoligue : codée par le géne SOD-1, est ubiquitaire et dimérique
(32 kDa) (Baudin, 2006).

e Cu/Zn-SOD extracellulaire (EC-SOD) : il s agit d’une glycoprotéine tétramérique de masse
moléculaire 135000Da chagque sous —unité comporte un atome de cuivre et un atome de
zinc elle existe sous plusieurs formes (A, B et C), B et C selient al’ héparine (Delattre et al
., 2003).

e Une troisieme forme est mitochondriale : dans son site actif on trouve du manganese (Mn-
SOD) ; ¢’est une protéine importée du noyau (géene SOD-2), on ne la trouve donc pas dans
les hématies (Baudin, 2006).

* Mécanisme d’ action de la superoxyde dismutase

0,” 0,
. H,0,

0]
2H"

Figure 11 : Mécanisme d’ action de la superoxyde dismutase (Berg et al., 2007)

=
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La forme oxydée de la superoxyde dismutase réagit avec un ion superoxyde pour former I’ O, ce qui
généere la forme réduite de I’enzyme. La forme réduite réagit alors avec un second superoxyde et
deux protons pour former du peroxyde d hydrogéne et régénérer la forme oxydée de I’enzyme
(Déelattreet al., 2003).

[1-2-1-1-2- les glutathions per oxydases et réductase

La glutathion peroxydase (GPx) fait partie d’ un systéme complet qui joue un réle central dans le
mécanisme d’ élimination du H,O,. Ce systéme prend aussi en charge des lipides peroxydés. La
GPx est I’enzyme clé du systéme et nécessite la présence de glutathion réduit (GSH) comme
donneur d’ électrons (Sevrais, 2004). Le glutathion se conduit également comme un scavengeur
direct de radicaux libres (Zhao, 2001 ; Valko et al., 2006) :

GPx

2GHS +H,0; ———— GSSG+2H,0 (16)
GPx

2GSH + ROOH ————— %  GSSG+ROH+H,0 (17)

I

S
,J\ Ji -
D - H ]

“SH

Figure 12 : Formule développée du glutathion (Bar us, 2008).

[1-2-1-1-3- Lacatalase
La catalase dégrade spécifiquement le H,O, en H,O et O,. Dans les tissus de mammiféres, la

catalase serait localisée dans les peroxysomes (Negr es-Salvayr e et Salvayre, 2005).

La catalase comporte quatre sous unités protéques chacune contenant un groupement heminique
avec le Fe" attachée au site actif. Chague molécule a habituellement une molécule de NADPH qui
lui est attachée (Delattre et al., 2003). Il est a noter que la catalase est surtout active lorsgue le
stress oxydant est éevé (Badeau, 2006 ; Borg et Reeber, 2008).

Catalase —Fe" + H,0, —— % composél+H,0 (18)
Composél+ H,0, __ ) Cadase—Fe"™ +H,0+0, (19)
Bilan 2H,0, — 2H,0+0, (20)

=
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Figure 13 : Mode d' action des principaux systemes enzymatiques antioxydants et de leurs cofacteurs métalliques
(Favier, 2003)

[1-2-1-2-L es protéines antioxydantes

La transferrine, la ferritine et la céruléoplasmine jouent un réle antioxydant par chélation des ions
(Curtay et Robin, 2000; Pincemail et al., 2002). Ces chélateurs forment des complexes ou des
composes de coordination avec les métaux. Ils inhibent ains le cycle redox du métal ou

construisent des complexes métalliques insolubles (Cillard et Cillard., 2006).

[1-2-2- L es antioxydants exogenes

[1-2-2-1- Lesoligo-é éments

Les oligo-é éments interviennent comme co-facteurs d’ enzymes indispensables dans |a lutte contre
les radicaux libres. Parmi ces oligo-éléments on cite ; le zinc, le sélénium et le manganese (Pastre,
2005).

% Leséénium joue un réle clé dans la protection des cellules et de leurs constituants contre
I’ attague radicalaire. Cette fonction est dle a sa présence dans le site actif des glutathions
peroxydases séléno-dépendantes et a I'activité biologique anti-radicaaire des
sélénoprotéines (Roussdl et Ferry, 2002).
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s Le zinc remplit de multiples roles de protection au cours du vieillissement par la lutte
contre les radicaux libres (Roussel et Ferry, 2002). En effet, il participe alastructure et ala
fonction de la superoxyde dismutase extracellulaire, et au maintien de la concentration
tissulaire en métallothionine, molécule potentiellement capable de piéger les radicaux libres
(Pastre, 2005). En outre, Il existe un fameux effet de synergie entre la plupart les

vitamines antioxydants et les oligo-éléments (Pincemail et al., 2002).

o f< K:‘*\é 2N

B12

4

C
O
™
) o4
| &
E
T
) 4

:
y

1

A

vitamine E

protege ‘

g
-

Figure 14 : Effet de synergie entre les vitamines et les oligo- ééments (Pincemail et al., 2002).

[1-2-2-2-L esvitamines

Les vitamines sont des molécules organiques requises en faible quantité indispensable pour le
fonctionnement des voies métaboliques des étres vivants. Elles réagissent sous forme de coenzyme
(Barati Elbaz et LeMarechal, 2008).

Parmi |es défenses antioxydantes, les vitamines jouent un réle essentiel au cours du vieillissement.
Elles interviennent dans I'immunité, les fonctions cognitives, la protection contre les maadies

cardiovasculaires, les cancers et |es cataractes (Roussel et Ferry, 2002).

[1-2-2-2-1-Lavitamine E

Lavitamine E désigne un groupe de nombreux composants présents dans la nature: les a-, -, y- et
d-tocophérols et tocotriénols (Salle et al., 2005). Ce groupe comprend des dérivés hautement
lipophiles, capables de se concentrer dans les membranes biologiques et les lipoprotéines (Néve,
2002).
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Tocophérols

R1
H CH3 C 32 CH3
R2 £z Ociy, CHs
R]:RZ:RB:CH3
Tocotriénols R1=R3=CH,, R2=H

R1=H, R2=R3=CH,
R1=R2=H, R3=CH,

v= R

Figure 15 : Structure chimique des tocophérols et des tocotriénols (Laguerre et al., 2007).

La vitamine E posséde des propriétés antioxydantes. L’a-tocophérol qui est un antioxydant
liposoluble en raison de sa longue chaine aliphatique comportant 16 atomes de carbones étant
I’antioxydant le plus efficace, notamment dans la détoxification des radicaux peroxyles et alkoxyles

et donc dans la prévention des réactions en chaine de la peroxydation lipidique.

Le radical tocophéroxyle formé doit étre réduit pour régénérer le tocophérol et cette réduction est
réalisée par d autres antioxydants, dont la vitamine C et le GSH (Ré et al.,2005). Le y-tocophérol
est capable de piéger les péroxynitrites, particulierement dangereux pour les neurones, ce que ne

peut effectuer I’a-tocophérol (Curtay et Robin, 2000).

Ho~ A~ — 'O\Aj_\/\
R,0,* + —_— A .
. Mﬂk\ = hydroperoxyde )\(.')/Lﬁk\
hydroperoxy | 1 | ™ radical tocophéroxyle
(instable)
'0\)..\/\ o 0\)‘\/\ )
ware QIIS— % S
! Tocophéryl quinone 1

Figure 16 : Action antioxydante de lavitamine E ; interruption de la phase de propagation

(Pastre, 2005).

[1-2-2-2-2- Lavitamine C

La vitamine C, ou acide ascorbique, peut étre considérée comme un dérivé cyclique des hexoses. Sa
caractéristique essentielle est d'exister sous trois degrés d'oxydoréduction différents : la forme
réduite ou acide ascorbique, la forme semi-réduite ou mono-oxydée, appel ée acide mono-déhydro-

ascorbique et laforme oxydée ou acide déhydro-ascorbique (Allain, 2008).
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Figure 17 : Structure chimique de I’ acide ascorbique (Gardés-Albert et al.,
2003).

La vitamine C est caractérisée par un trés fort potentiel antioxydant (Birlouez-Aragon, 2001). En
effet L'acide ascorbique est un désactivateur de I'oxygéne singulet, il éimine |’oxygéne
moléculaire, il est aussi un donneur d’ hydrogene aux radicaux lipidiques (Cillard et Cillard, 2006).

Ho AscH, wo AscH HQ  Asc?
3 E o o. O
H_J_}__"_,-"-.“\/n?;l:l HO O, L0 K 11.8 HI’}..__/""‘-.‘/
pK = 4.1 X OF ks ( ?"’
—— \ _— "
o — r "
HO OH 3/ Nox o (e

Figure 18 : Lesformes variées de I’ acide ascorbique et saréaction avec lesradicaux R (Valko et al., 2006).

Lavitamine C permet la régénération de la vitamine E et du glutathion nécessaire a la glutathion-
peroxydase (Curtay et Robin, 2000). La réduction du radical a-tocophéroxyl par 1’ascorbate est
rendue possible par le faible potentiel réducteur du couple redox associant |’ acide ascorbique et sa
forme oxydée (E0~0.28 V) par rapport a celui de 1I’a-tocophérol et du radical tocophéroxyl (E0~0.5
V) (Laguerreet al., 2007).

Membrane : Phase agueuse

LOO" a-TOH : i

[ | AscO--

1
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Radical tocophéroxyl

Figure 19 : Mécanisme de régénération potentiel entre I’a-tocophérol (a-TOH), I’ascorbate (AscO-) et les

flavonoides (FI) dans les systémes membranaires (L aguerre et al., 2007). 20
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I1-2-2-2-3- Le B-carotene

Le B-caroténe est une molécule de la famille des caroténoides (Desmettre et Lecerf, 2005). Les
caroténoides peuvent étre des hydrocarbures purs appelés caroténes (lycopene, B-caroténe...) ou
posséder un groupement fonctionnel oxygéné et dans ce cas, s appeler xanthophylles (astaxanthine,
lutéine...) (Laguerreet al., 2007).

Figure20 : Structure du p-caroténe (Gervaise, 2004).

Le B-caroténe un antioxydant liposoluble (Néve, 2002) qui est capable de piéger |’ oxygene sous sa
forme singulet, et peut donc intervenir dans e cas d’ une oxydation photosensibilité (Judde, 2004).

Les mécanismes par lesquels les caroténoides protegent les systémes biologiques des dommages
dis a I’ oxygene singulet consistent en un ensemble de réactions physiques et chimiques entre les
caroténoides et la molécule d oxygeéne excitée: L’ énergie d’ excitation de I’oxygene singulet est
transférée vers le pigment, elle est ensuite dissipée au niveau des doubles liaisons conjugueées, les

caroténoides peuvent également neutraliser des radicaux libres (Rock, 2003).

L’hypothese selon laquelle le B-caroténe exercerait son activité antioxydante via un mecanisme

d addition est lasuivante (Laguerreet al., 2007) :

ROOQOe + B — caroténe » ROO-B-caroténee (21)
ROO- f — caroténe® + ROOs > ROO- B — caroténe —-OOR (22)

[1-2-2-3- L es composés phénoliques

[1-2-2-3-1- Définition

Les polyphénols constituent le groupe de métabolites le plus large et le plus répandu du regne
végéta et font partie intégrante de I’aimentation humaine et animae (Martin et
Andriantsitohaina, 2002). L'élément structural fondamental qui les caractérise est la présence
d’ au moins un noyau benzoique au quel est directement lié au moins un groupement hydroxyle libre

ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside (Bruneto, 2008).
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[1-2-2-3-2- Biosynthése des composés phénoliques
Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des plantes. IIs sont synthétisées a

partir de deux voies biosynthétiques :

» Cedle de I'acide shikimique, qui conduit aprés transamination et désamination, aux acides
cinnamiques et a leurs nombreux dérivés tels que les acides benzoiques ou les phénols

simples (Martin e Andriantsitohaina, 2002).

» L’autre voie par de I'acétate, qui conduit a des polyR3-cetoesters (polyacétates) qui
engendrent par cyclisation des composés souvent polycycliques: chromones,

isocoumarines, xanthones, quinones etc. (Bruneto, 2008).

> De plus, la diversité structurale des composés phénoliques, die a cette double origine
biosynthétique est encore accrue par la possibilité d’ une participation simultanée des deux
voies dans I’¢laboration de composés d’origine mixte, les flavonoides (Martin et

Andriantsitohaina, 2002).

ey Danl summione
l AL
Ca - Cinvmamnmie secid
- - —
. igzwnaa s T —
~—
o » - ——— 2 e 3 Stilbcme o = s

- Higmins w1 o awoicl symthase PP ——

- - % N .y
_ _ / M‘"‘“:«H Talonyl Coat

. i Chan oo rme Hﬁx“‘_
2 y 0y swuntuanse
- -

Subwerims, Catins
Chaloorres

|

F* o swwwilt Fvosee v onmmiclliins F v annrwaniell<
= Flawv o=
= Fhaaw ool =
= o v oo g
= Flavomamawsl=s

= Flzaviams

Figure 21 : Production des phényle propanoides, stiblenes, lignanes, lignines, subérines, cutines, flavonoides et
tanins a partir de la phénylaanine (Pal) (Naczka et Shahidi, 2004).
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[1-2-2-3-3- Principales classes

[1-2-2-3-3-1- Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont constitués de deux sous-groupes: Les acides hydroxybenzoiques, qui
ont en commun la structure en C6-CL1 et les acides hydroxycinnamique, des composés aromatiques

avec une chaine latérale atrois carbones (C6-C3) (Balasundram et al., 2006).

ad e sinapique  acide cafélque  acide p-coumarique  acide féruligue

mé; Y

Dérivés de I'acide cinnamique /
acide syringique acide acide gallique  acide vanillique acide _\\‘
OHbenmoique protocatéchuique

XA v?

Dérivés de I'acide benzoique

Figure 22 : Les structures chimiques des différents acides phénoliques (Anne-L aur e, 2007).

[1-2-2-3-3-2- Lestanins
Les tanins sont des composés phénoliques de poids moléculaire éevé produit par le métabolisme
secondaire des plantes (Bossu et al., 2006). Les tanins sont devisés en tanins condensés et tanins

hydrolysables (Cai et al., 2006).

[1-2-2-3-3- 2-1-Tannins condensés

Les tanins condensés sont des polymeres d’ unités flavaniques, le plus souvent liées entre elles par
des liaisons C4-C8. Les précurseurs sont des flavan-3-ols (catéchine et épicatéchine) et des flavan-
3,4diols (Zimmer et Cordesse, 1996).

Xl




Synthése bibliographique Les anti-oxydants

Figure 23 : Exemple de structure d' un tannin condensé (M acheix et al., 2006).

[1-2-2-3-3-2-2- Lestannins hydrolysables

Les tannins hydrolysables sont des esters d’un sucre ssimple (glucose ou xylose principalement) et
d acides phénoliques. Ils peuvent étre dégradés par hydrolyse chimique (acide ou acaline) ou
enzymatique. Les acides phénoliques libérés sont |’ acide gallique dans le cas des gallotannins et
I"acide ellagique dans le cas des dlagitannins (figure 24) (Zimmer et Cordesse, 1996 ; Derbel et
Ghedira, 2005).
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Figure 24 : tructure de |’ acide gallique (A), d’ un exemple de tannins hydrolysables (B) et de |'acide ellagique (C)
(Derbel et Ghedira, 2005 ; Nicholson et Vermerris, 2006).
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[1-2-2-3-3-3- Les flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe le plus large des phénols végétaux, représentant plus de la
moitié des huit milles composés phénoliques naturels. Les flavonoides sont des composes de faible
poids moléculaire qui consistent en 15 atomes carboniques, disposés sous la configuration : Cs-Cs-
Cs (Balasundram et al., 2006). Les flavonoides sont composés généralement de deux cycles
benzéniques (cycles A et B) liés par un hétérocycle contenant un oxygeéne (cycle C) (figure 25)

(Tsao et Deng, 2004).

Figure 25: Structure de base des flavonoides (Sar af et al., 2007).

Des variations dans des modéles de substitution dans le cycle C a pour résultat les principales
classes de flavonoides, c.ad. les flavones, les flavonals, les flavanes, les flavanones, et les
anthocyanidines, dans lesquelles: les flavones et les flavonols sont les plus répandues et

structuralement diverses (tableau 1).

Des substituants des cycles A et B donnent naissance a des composés différents a I’intérieur de
chaque classe de flavonoides. Ces substitutions peuvent impliquer I’oxygénation, I'akylation, la

glycosylation, I’ acylation et la sulfatation (Balasundram et al., 2006).

Tableau | : Structures chimiques des flavonoides et quelques exemples (Aruoma et al., 2003).

Classe formule structurale Exemples
Flavanones ) . .
. G R=R'=H, R"=R™=0H ; Naringénine
C i
G R=OH, R'=H, R*=R™=0H; Eriodyctiol
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Flavones
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Anthocyanidines

R=R'=H ; Apigénine

R=0OH, R'=H : Lutéoline

R=0OH ; Genesteine

R=H ; Daidzeine

R=R'=H ; Kaempferol
R=OH, R'=H ; Quercétine

R=R'=0H; Myrécitine

R=OH, R'=H ; (-)-Epicatechine
R=R'=0H ; (-) Epigallocatechine

R=OH, R'=H; (+)-Catechine

R=OH, R'=H ; (+)-Epicatechine
R=R'=0OH ; (+)Epigallocatechine

R=OH, R'=H; (-)-Catéchine

R=OH, R'=H ; Cyanidine
R=R'=0OH ; Deiphinidine

R=R'=OCHj5; Malvidine
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l R R=H ; Peonidine

oH R=0H ; Petunidine

[1-2-2-3-4- Les activités biologiques des polyphénols

La consommation d'aliments riches en polyphénols réduit le développement de nombreuses
pathologies, telles que le cancer, I'ischémie cardiague, I’ athérosclérose et I’ hypertension. Cela peut-
étre expliqué par le fait que ces composés ont la capacit¢ de modifier de nombreux facteurs

impliqués dans la genése de ces maladies (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

Les composés phénoliques possédent plusieurs propriétés physiologiquestelles que : anti-
inflammatoire (Middleton et al., 2000), anti-cancérigene (Talvera et al., 2004), antispasmodique
(Seyoum, 2006), antivirale (Middleton et al., 2000 ; Seyoum, 2006), diuritiqgue (Hennebelle,
2004) et antioxydante (Talvera et al., 2004 ; Skerget et al., 2005).

Action sur les cellules du .
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

NF-kB
Détoxifiant N POLYPHENOLS<_———> Anfti-inflammatoire c

\ Anti-agrégant

Vasodilatateur Anti-thrombotique

™
eNOos NO

iNOS

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 26 : Effets biologiques des polyphénols. eNOS, NO synthase endothéliale ; INOS, NO synthaseinductible ;
NF-kB, facteur nucléaire -kB (M artin et Andriantsitohaina, 2002).
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Les effets bénéfiques dérivant des composés phénoliques ont été attribués a leur activité
antioxydante. En effet, les polyphénols peuvent étre le déerminant maeur des potentiels
antioxydants des aliments, et peuvent étre par consequent une source naturelle d antioxydants
(Balasundram et al., 2005). Voici quelques exemples de résultats de quelques d’ éudes faites sur
une variété de plantes dont chacune a montré des effets antioxydants considérables (Tableau I1).

Tableau |l : Tableau récapitulatif de quelques résultats obtenus dans le monde sur les activités antioxydantes des

extraits de plantes médicinales.

Laplante activité antioxydante

Extrait aqueux Pouvoir réducteur du Fe™ : |l Wong et al., 2006.

21,0 + 0,4 pmol Fe*'/g.

Coleus Extrait agueux Inhibition de lajf Kumaran et Joel
aromaticus peroxydation lipidique de J| Karunakaran,
I’acide linoléique: 53,2 || 2006.
1,04%.

Extrait Pouvoir réducteur du Fe™ : jfWong et Kitts,
methanolique desj| 25,9 £ 4,3%. 2006.

feuilles

Hypericum Infusion Activité de scavenging dul Vaentao et 4.,
androsaemum feuilles radical OH. : 4,1%. 2002

[1-2-2-3-5- L es mécanismes antioxydants des flavonoides
Les flavonoides sont des chélateurs de métaux, des piégeurs d’anions superoxyde et des donneurs

d hydrogene (Cillard et Cillard, 2006).

[1-2-2-3-5-1-Piégeage des radicaux libres
A cause de leurs faibles potentiels redox, les flavonoides sont thermodynamiquement capables de

réduire les radicaux libres oxydants comme le superoxyde, le peroxyle, |I'akoxyle et I’ hydroxyle

@
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par transfert d’ hydrogene comme indiqué dans laréaction (21). Ainsi, La capacité de piégeage des
radicaux libres est principalement attribuable a des réactivité élevées des groupements hydroxyles

qui participent alaréaction suivante (Heim et al., 2002 ; Marfak, 2003) :

F-OH +R > F-O +RH (21)

[1-2-2-3-5-2- Inhibition enzymatique

Les composés phénoliques sont connus pour étre des inhibiteurs efficaces de plusieurs enzymes,
comme la xanthine oxydase, la cyclooxygénase, |a lipooxygénase et la phosphoinositide 3-kinase
(Lin et al., 2002). La xanthine oxydase catalyse |I'oxydation de hypoxanthine et de la xanthine en
I'acide urique. La xanthine oxydase utilise I’oxygéne moléculaire comme accepteur finad
d électrons, produisant ains le radical superoxyde et le peroxyde d hydrogene. Ces réactions

peuvent étre écrites comme suit (Sahgral et al., 2009) :

Xanthine +20,+H,0 » acideurique+20,” +2H" (22)

Xanthine +O,+H,0 » acide urique +H,0, (23)

La famille des flavonoides a montré une inhibition élevée de la XO (Hoorn et al., 2002). L’ étude
de larelation structure-activité a révél é plusieurs facteurs importants pour la liaison des flavonoides

dansle site actif dela XO. Parmi ceux —ci, on cite:

(1)-les oléfines en C; 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 haringenine,
n’ont exhibé aucune activité inhibitrice delaXO (Lin et al., 2002).

(2)-Puisgue I’ apigénine a été le plus puissant inhibiteur parmi les flavonoides testés, la modélisation
moléculaire a révélé gue les groupements hydroxyles en C; et Cs et le groupement carbonyle en C,
fournissent des liaisons hydrogenes favorables et des interactions électrostatiques entre les
inhibiteurs et le site actif (Lin et al., 2002).

[1-2-2-3-5-3- Chélation des métaux detransition

Les Chélateurs de métaux de transition tels que le cuivre et le fer peuvent prévenir I'oxydation en
formant des complexes ou des composés de coordination avec les métaux. . lls inhibent ainsi le
cycle redox du métal ou forment des complexes métaliques insolubles (Cillard et Cillard, 2006).
Les flavonoides sont également connus pour leurs capacités de chélation des métaux de transitions.

Lafigure (27) montre les groupement chélateurs intervenants (Laguerreet al., 2007) :

o
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Figure 27 : Complexation de |’ion métallique par les flavonoides via le groupement 3°-4"-O- diphénolique

dansle cycle B(a) et les structures cétol 4-céto, 3-hydroxy dansle cycle C(b) ou bien 4-cétone et 5 - hydroxy

dansl'anneau lecycle C et A (c) (Laguerreet al., 2007).
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[-Matériel et méthodes

I-1- La plante Thapsia garganica

[-1-1-Description

Laracine de Thapsia garganica (figure 29) est épaisse, allongée, grisatre, remplie d’ un suc laiteux,
trés canstique. Satige est forte, droite, |égerement striée, fistuleuse, haute d’ un pied et plus; elle se
divise en rameaux |aches, étaés, garnis de feuilles pétiolées (figure 28), deux ou trois fois ailées,
glabres, afolioles lancéolées, aigués, d’un vert luisant en dessus, plus péales, nerveuses et ridées en
dessous ; les pétioles s élargissent aleur base en une gaine ample et membraneuse. Les fleurs, d’ un
jaune péle, forment plusieurs ombelles composees de huit & douze rayons (Roques, 1835).

[-1-2-Usage médicinal

Laracine est diurétique, émétique et purgative. La plante a 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

démangeai sons intenses (2).

[-1-3-Classification classique
Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre: Apiales

Famille : Apiaceae

Genre: Thapsia

Espéce : Thapsia garganica (3)

VAN

Figure 28: Photographie des feuilles de Thapsia

Figure 29: Photographie des racines de Thapsia

garganica (4). garganica. 31
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[-2- Cuelllette dela plante
Les racines et les feuilles de Thapsia garganica ont été récoltés en Mars 2012 dans un endroit

naturel loin de la pollution situé dans le village de Mozaia de lacommune de Boukhlifa.

I-3-Séchage, broyage et tamisage

Les racines et les feuilles de Thapsia garganica ont été séchées a l’air libre; il est a noter que la
plante a été séchée juste apres sa cueillette. Les racines ont été d’ abord coupées en petits morceaux
dans le but d accélérer le séchage. Puis les deux parties de la plante ont été broyées a I’aide d’ un
broyeur électrique jusqu'a obtention d’ une poudre fine qui seratamisée pour avoir alafin celle d un

diamétre inférieur a 63um.

[-4-Préparation des extraits

Le protocole d’ extraction suivi est celui de Chiang et al., (1994) ayant subi quelques modifications.
Il sagit d’une extraction liquide-solide qui consiste en une extraction sélective en utilisant trois
solvants différents permettant de séparer les composés phénoliques des feuilles et des racines de
Thapsia garganica en composeés de polarité distincte. Les étapes d extraction qui suivront ont été

réalisées a température ambiante.

La premiére étape consiste a mélanger la poudre de la plante (feuilles et racines) avec de |’ éthanol
absolu avec un rapport de % (100g de poudre dans 400ml d’ éhanol absolu) et de les laisser macérer
sous agitation magnétique pendant 24heures. Aprés décantation pendant 24heures, une quantité
d extrait éthanolique humide est prélevée dans une boite de pétri qui sera utilisée pour les différents
tests et I'autre partie, versée dans un bécher, subira une deuxiéme étape d extraction. Les deux
quantités ont été utilisées apres avoir éé séchées a I’éuve a 30°C jusgu’'a atteindre un poids

constant d' extrait sec.

La deuxieme étape consiste a dissoudre I’ extrait sec d’ éthanol de chague partie de la plante dans un
mélange de solvants: I’hexane et I'eau (3/1, v/v). Apres agitation et décantation pendant 24heures,
deux phases (agueuse et organique) ont été obtenues puis récupérées et séchées.

Letaux d extraction de chaque étape a été calculé suivant laformule ci-dessous :

Taux d’extraction = [(p1-po)/poids dela poudre ou del’ extrait précédent] x100
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Avec : Po . Poids vide de la boite de pétri ou du bécher ;

P1 . Poids apres |” évaporation du solvant.

Poudre fine des racines
(diametre < 63um)

|

Macération dans I’ éthanol
absolu (1/4) pendant 24 h

l l

Décantation pendant 24 h
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I-5-Dosage des composés phénoliques

Figure 30: Schémad' extraction (Chiang et al., 1994).

Dans le but d' évaluer qualitativement et quantitativement le contenu en composés phénoliques des

extraits des racines et des feuilles de Thapsia garganica, trois protocoles ont éé suivis afin de doser

les taux en phénols totaux, en flavonoides et en proanthocyanidines.

<
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I-5-1-Dosage des phénols totaux

Le contenu en phénols totaux des extraits a été déterminé en utilisant le protocole de Yap et
al.,(2009) avec quelques modifications. La réaction est basée sur la réduction de I'acide
phosphotengsténe du réactif de Folin-Ciocalteu vers un complexe de couleur bleue, dans une
solution alcaline en présence des composés phénoliques.

Pour cela, 0,3 ml de solution d’extrait (Img/ml) ont é&é mélangés avec 1,5ml du réactif de Folin-
Ciocalteu (10%, v/v), suivis de 0,2 ml de solution de carbonate de sodium (7,5%, w/v). Apres avoir
bien agité, les tubes a ont été incubés pendant 30 mn a température ambiante et a |’ obscurité ;

puis |” absorbance a éé mesurée a 765 nm.

Il est a noter qu’un blanc a été préparé en mélangeant 0,3ml de méthanol avec 1,5ml du réactif de

Folin-Ciocalteu et 0,2ml de solution de carbonate de sodium.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions en utilisant I’acide gallique
comme standard afin de déterminer la concentration en phénols totaux des extraits exprimée en mg

équivaent acide gallique /g d extrait (mg EAG/g d’ extrait).

[-5-2-Dosage des flavonoides

Les teneurs en flavonoides des extraits ont été mesurées en suivant la méthode de Mimica-Dukic,
(1992) in Abdou Bouba et al., (2010), ayant subi quelques modifications.

Le principe est le suivant : les flavonoides forment des complexes jaunéires par chélation des
métaux (fer et aluminiuum), car ils contiennent des groupements hydroxyles libres (Ribéreau-
Gayon, 1968).

2 ml de solution d’ extrait (1mg/ml) ont é&é mélangés avec 1 ml d’ une solution d acétate de sodium
et de chlorure d’aluminium (133 mg d’AICl; et 400 mg d’ acétate de sodium dans 100 ml d’eau
distillée). Aprés incubation pendant 10 mn a température ambiante, la mesure de I’ absorbance a été
effectuée a430 nm. Un blanc a été préparé en mélangeant 2 ml de solution d’ extrait avec 1 ml d’eau
distillée.

Une courbe d’ étalonnage a éte réalisée dans les mémes conditions en utilisant la quercétine comme
standard et la concentration a été exprimée en mg équivaent quercétine /g d extrait (mg EQ/g

d extrait).

<
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I-5-3-Dosage des proanthocyanidines

La teneur en tanins condensés des extraits a été mesurée en suivant le protocole de Sun et al.,
(1998) in Adedapo et al., (2009).

Le principe est basé sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités des tanins condensés en
présence d’ acide pour produire un complexe coloré. La réactivité de la vanilline avec les tanins

n’implique que la premiére unité du polymere (Ba et al., 2010).

o red colour

Vanillin

Figure31 : Mécanisme de laréaction de la vanilline avec les tanins condensés (Schofield et al., 2001).

Un volume de 0,5ml de solution d’extrait a été mélangé avec 3ml de vanilline (4%, w/v) et 1,5ml
d HCI. Aprés agitation et incubation pendant 15mn a température ambiante, I’ absorbance a été

mesurée a 500nm.

Un blanc pour chagque extrait a été préparé, contenant 0,5ml de solution d’ extrait, 3ml de méthanol
et 1,5ml d'HCI. Le contenu en tanins condensés a été calculé par rapport a une courbe d’ étaonnage
réalisée dans les mémes conditions en utilisant la catéchine comme standard et les concentrations
ont été exprimées en mg équivalent catéchine/ g d extrait (mg EC/g d’ extrait).

[-6-Activités antioxydantes des extraits
Afin de mettre en évidence |’ activité antioxydant des extraits de Thapsia garganica, trois tests ont
été réalisés qui sont les suivants :

[-6-1-Activité scavenging du radical DPPH

Le protocole de I’ activité scavenging du radical DPPH suivi est celui de Hemalatha et al., (2010).
Le DPPH (le 1,1-Dipheényl-2-picryl-hydrazyl) est un radical libre stable centré sur |’ azote dont la
couleur change du violet au jaune apres réduction par le processus de donation, soit d’ hydrogene ou
bien d' éectron (Hinneburg et al., 2006).




Partie pratique matériel et méthodes

Une solution de DPPH (0,1 mM) a été préparée dans du méthanol et 1ml de cette solution a été
gouté a 3 ml de solution d’ extrait a différentes concentrations allant de 5 pg/ml jusgu’ a 50ug/mil.
Apres une incubation de 30 mn a température ambiante, |’ absorbance a été mesurée a 517 nm. Un
blanc pour chague extrait a été préparé en mélangeant 1ml du méthanol avec 3 ml de solution
d extrait et le controle a é&é préparé en remplacant I’ extrait par du méthanol. La BHA et I’acide
ascorbique ont été utilisés comme standards et a différentes concentrations (0,5ug/ml-5ug/ml).

Le pourcentage de |’ activité scavenging du radical DPPH a été calculé par larelation ci-dessous :

% del’activité scavenging du radical DPPH = [(Ac— (At —Ag))/ Ac] x 100

Ou:
Ac : absorbance du contrble ; c'est |'absorbance du blanc contenant seulement |le DPPH ;
Ae: absorbance de |’ extrait ; ¢’ est I’ absorbance de la solution d’ extrait sans le DPPH ;

At : absorbance du test ; ¢’ est | absorbance de la solution de DPPH contenant I’ extrait de plante.

[-6-2-Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits des feuilles et des racines de Thapsia garganica a été évalué en
suivant le protocole de Oyaizu, (1986) in Ogunlana et Ogunlana, (2008) ayant subi quelques
modifications.

La méthode se base sur le principe suivant : les extraits ayant un potentiel redox réagissent avec le
ferricyanure de potassium (Fe™®) pour former le ferrocyanure de potassium (Fe™). Ce dernier réagit
de nouveau avec le FeCl; pour donner un complexe ferreux ferriqgue qui a un maximum
d absorption &4 700nm (Jayanthi et Lalitha, 2011).

A 1ml de solution d’ extrait (100ug/ml) ont été gjoutés 2,5ml de tampon phosphate (0,2M, pH = 6,6)
suivis de 2,5ml de ferricyanure de potassium KzFe(CN)es (1%). Apres incubation a 50°C pendant
20mn, 2,5ml d acide trichloroacétique TCA (10%) ont été gjoutés et le mélange a été centrifugé a
3000rpm pendant 10mn. Pour chagque tube a essai, 2,5ml de surnageant ont été récupérés et

mélangés avec 2,5ml d’ eau distillée et 0,5ml de FeCl3 (0,1%). L’ absorbance a été mesurée a 700nm.

Il est anoter qu’un blanc a été préparé en remplacant 1ml de solution d extrait par 1ml de méthanol,
et la BHA a é¢é utiliste comme standard. L’ augmentation de I’ absorbance du mélange réactionnel
indique I’ augmentation du pouvoir réducteur (Jayanthi et Lalitha, 2011).

*
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[-6-3-Chéation du fer
L’ activité chélatrice des extraits pour les ions ferreux Fe** a été mesurée par la méthode de Dinis et

al., (1994) in...avec quelques modifications

La ferrozine produit un complexe violet avec le Fe?*. En présence d'un agent chéatant, la formation
du complexe est interrompue, et par conséquent, la couleur violette du complexe diminue (Hazr a et
al., 2008).

Un volume de 100ul d extrait ou de standard (EDTA) (100pug/ml) a été mélangé avec 200ul de
FeCl, (0,2mM) et 500ul d'eau distillée. Aprés agitation, 200ul de ferrozine (5mM) ont été goutés,
suivis d’ une agitation et incubation pendant 10mn. La mesure de |’absorbance a été rédisee a
562nm.

Il est & noter qu’un blanc général a été prépare, en remplacant I extrait par le méthanol et un blanc
pour chaque extrait, en gjoutant ace dernier del’ eau distillée.

L’ activité chéatrice du fer des extraits a été calcul ée par larelation suivante :

% dechéation = [(Ac— (At -Ag))/ Ac] x 100

Ou:

Ac : est I'absorbance du contrdle (blanc, sans extrait) ;

Ae: est I'absorbance du blanc de I’ extrait (extrait + eau distillée) ;
At : est |" absorbance du test.

|-7-Etude statistique

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

ICsp Ont été calculées en utilisant le logiciel Origin 8.




Resultats et discussion
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[1-1-Extraction

Le taux d'extraction des composées phénoliques dépond de la méthode, |a nature de solvant, la
température et de la taille des particules constituants la poudre de la plante (Chavan et al., 2001 ;
Goli et al., 2004 ; Mukhopadhyay et al., 2005).

Dans notre travail, afin d' obtenir des combinaisons phénoliques distinctes, une extraction liquide-
solide séective a été réaisée en utilisant trois solvants de différentes polarité, a savoir, deux
solvants polaires: I’éthanol et I'eau et un solvant apolaire : |I"hexane. Commencer I’ extraction par
I’ éthanol est intéressant car ce dernier représente un solvant permettant la dissolution de la mgjorité
des composés phénoliques (Cowan, 1999).

En outre, dans le but d’ augmenter |e rendement d’ extraction, la poudre trés fine (diamétre < 63jum)
aété utilisée afin d' élargir la surface d’ échange entre la plante et le solvant d’ extraction.

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

suivants:
Tableau |1 : Les pourcentages d extraction pour chaque extrait de Thapsia garganica.
extrait taux d'extraction

Extrait éthanolique des feuilles. 3,96%
Extrait d' hexane desfeuilles 33,33%
Extrait agqueux d’hexane des feuilles 30,52%
Extrait éhanolique desracines 6,88%
Extrait d' hexane desracines 12,85%
Extrait agqueux d’hexane des feuilles 25,89%

Bien que les feuilles soient plus riches en composés phénoliques que les racines (Figure 32), nous
remarquons que |’ extrait éthanolique des racines a donné un taux d’ extraction supérieur a celui de
I’extrait éthanolique des feuilles, cela suggérerait la richesse des racines en composés
phytochimiques autres que les composés phénoliques (lipides, gommes...). Effectivement, lors de
la deuxieme étape d extraction des racines (hexane et eau), des lipides et des gommes ont été

récupérés dans |’ interphase.
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I 1-2- Dosage des composés phénoliques
| 1-2-1-Dosage des phénols totaux
Les teneurs en phénols totaux des extraits des feuilles et des racines de Thapsia garganica,

exprimeées en mg équivalent acide gallique /g d’ extrait, sont représentées dans la figure ci-dessous :
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Figure 32: Teneurs en phénols totaux dans les extraits des racines et des feuilles de Thapsia
garganica.

Une vue d ensemble de la représentation graphique nous laisse remarquer que les teneurs en
phénols totaux de Thapsia garganica sont comprises entre 25.06+0.35 mg équivalent acide galique
/g d extrait (extrait aqueux d hexane des racines) et 97.05+1.90 mg équivaent acide gallique /g
d’extrait (extrait éhanolique des feuilles). Une étude réaisée par le chercheur Rached et ses
collaborateurs, (2010), a montré qu’un extrait des feuilles d’une 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 agueux d hexane des feuilles qui est de
67.66+0.68 mg équivaent acide gallique /g d’ extrait .

En outre, une étude réalisée par Kéhkonen et al., (1999), a montré que la quantité en phénols totaux
variait beaucoup dans les plantes et que ces dernieres pouvaient étre regroupées en plusieurs

classes qui sont les suivantes :
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» Uneclasse afaible quantité: 0,2 41,3 mg EAG/g de poudre de plante.

» Une classe a quantité modérée : 9,1 a 23,1 mg EAG /g de poudre de plante.

» Uneclasse aquantité éevee : 12,4 a50,8 mg EAG/g de poudre de plante.

> Uneclasse aquantitétrés élevée: 17, 5 a155,3 mg EAG/g de poudre de plante.

Par conségquent, Thapsia garganica fait partie de la classe a quantité trés élevée en phénols totaux.
Il est & souligner que le dosage des phénols totaux des feuilles de Thapsia garganica a donné la
valeur la plus éevée pour |'extrait éthanolique (97.05+£1.90 mg équivaent acide gallique /g
d extrait) ; ceci serait évident étant donné que c’est I’ extrait brut et de ce fait il constitue la source

initiale du reste des extraits des feuilles.

Par contre, la haute teneur en phénols totaux des racines a été marquée par |’extrait d hexane
(79.1+2.26 mg eéquivaent acide galique/g dextrait) qui est supérieure a celle de I'extrait
éthanolique (59.7+2.42 mg équivalent acide gallique/g d’extrait). En réaité bien que I’ extrait
éthanoligue contienne la totalité des composés phénoliques le réactif révélateur, le Folin-ciocalteu,
n'aurait pas pu les détecter entierement. On suppose que cela serait di au fait que les groupements
réagissant avec ce réactif ne soient pas disponibles dans I’extrait brut des racines a cause de
I”’encombrement stérique qui résulterait de I’accumulation d’un tres grand nombre de composés
phytochimiques. Cependant, au fur et & mesure que I’on avance dans I’ extraction sélective, les
composeés phénoliques se séparent ou bien se dispersent I'un par rapport a |’ autre dans les phases
organiques et agueuses, fournissant ainsi une meilleure attraction (affinité) des phénols totaux vis-a-
vis du réactif de Folin-Ciocalteu, d'ou |'augmentation de |'absorbance a 765nm et donc

I” augmentation des concentrations en phénols totaux.

Il est & noter également que bien que les extraits aqueux des deux parties de la plante soient plus
riches en flavonoides (figure 33) et en tannins condensés (figure 34) par rapport aux extraits
organiques, ce sont ces derniers qui ont exhibé les concentrations en phénols totaux les plus
élevées ; cette contradiction s expliquerait par le fait que les extraits organiques seraient riches en
tannins hydrolysables qui constituent des polymeéres de nature polycyclique qui seraient donc
|égérement hydrophobes se solubiliseraient ainsi dans les solvants organiques apolaires (hexane).

Finalement, nous constatons que les feuilles de Thapsia garganica sont plus riches en composés
phénoliques que les racines ; cela semblerait évident vue que C'est |a partie aérienne de la plante
qui est la plus exposée aux rayonnements UV et aux attaques des insectes.
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[1-2-2-Dosage des flavonoides
Le contenu en flavonoides des extraits des feuilles et des racines de Thapsia garganica exprimeé en

mg équivalent quercétine /g d extrait est représenté dans lafigure qui suit :
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Figure 33 : Teneurs en flavonoides dansles extraits desracines et des feuilles de Thapsia garganica.

D’aprés cette représentation graphique nous constatons que Thapsia garganica contient une
quantité modérée en flavonoides comprise entre 0.96+£0.42 mg équivalent quercétine /g d extrait
correspondant al’ extrait éthanolique des racines et 25.31+0.65 mg équivalent quercétine /g d’ extrait
correspondant a I'extrait aqueux dhexane des feuilles. Les chercheurs Djeridane et ses
collaborateurs en (2010), ont trouvé une teneur en flavonoides de 4.04+0.42 mg équivalent rutine /g
d extrait pour I’ extrait é&hanolique d’une Thapsia garganica d’ origine algérienne qui est proche de
celle de I'extrait éhanolique des feuilles de notre plante qui est de 2.84+0.2 mg équivalent
quercétine /g d’ extrait.

En outre, une autre étude réalisée par les chercheurs Rached et ses collaborateurs, (2010), a montré
gu’un extrait des feuilles d’une Thapsia garganica L d origine algérienne a laissé apparditre une
teneur en flavonoides de 18.13+0.47 mg équivalent catéchine /g d’ extrait qui est voisine de celle de
I’ extrait aqueux d’ hexane des feuilles (25.31+0.65mg équivalent quercétine /g d’ extrait) et une autre
valeur d’'un extrait des racines, 23.98+7.65 mg equivalents catéchine /g d’ extrait qui se rapproche

de celle de I’ extrait aqueux d’ hexane des racines (20,95+0.67 mg équivaent quercétine /g d’ extrait).
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D’autre part, les extraits éthanoliques des feuilles et des racines ont présenté de fables
concentrations par rapport au reste des extraits qui sont égales a 2.84+0.2 mg équivaent quercétine
/g d'extrait et 0.96+0.42 mg équivalent quercétine /g d’ extrait, respectivement. Cela serait peut étre
dd au fait qu'ils soient les extraits bruts donc ils contiendraient la totalité des composés phénoliques
qui engendreraient un encombrement stérique et empécheraient ains la formation du complexe
entre les groupements hydroxyles des flavonoides et le AI*™® du chlorure d’aluminium d'ou la

diminution de |’ absorbance a 430 nm.

Il est également a noter la richesse des extraits agueux par apport aux extraits organiques étant
donné que les flavonoides sont de petites mol écul es hydrosol ubles dont |es groupements hydroxyles

facilitent leur solubilisation dans les solvants polaires (Curty et Robin, 2000).

Nous remargquons aussi que les extraits des feuilles ont montré des teneurs en flavonoides
supérieures a celles des extraits des racines, ce qui nous démontre que les feuilles de Thapsia
garganica sont plus riches en flavonoides; cela est du au fait que ce groupe de composés
phénoliques intervient dans la coloration des feuilles et des pétales des fleurs (Havsteen, 2002 ;
Gervaise, 2004).

I1-2-3-Dosage des proanthocyanidines
Le contenu en tanins condensés des extraits des feuilles et des racines de Thapsia garganica
exprimé en mg équivalent catéchine /g d’ extrait est représenté dans I’ histogramme suivant :
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Figure 34 : Teneurs en proanthocyanidines dans les extraits des racines et des feuilles de Thapsia garganica.
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Cette figure nous a montré que les extraits de Thapsia garganica ont présenté des teneurs
appreéciables en proanthocyanidines, allant de (10.66+£5.77 a 34.66+1.04) mg équivalent catéchine
/g d’extrait. Nous faisons remarquer également que ce sont les extraits aqueux de Thapsia
garganica gqui ont donné les quantités les plus éevées par rapport aux extraits organiques; cela
pourrait ére di a la nature biochimique des tanins condensés qui sont des polymeres riches en

groupements hydroxyles solubles ainsi dans les solvants polaires.

En outre, I'extrait éhanolique de la partie aérienne a montré une concentration |égerement
inferieure a celle de I'extrait agueux, éant donné que le réactif révélateur (la vanilline) réagit
uniquement avec la premiere unité du polymere de proanthocyanidines (Ba et al., 2010) et peut étre
auss acause de I’encombrement stérique engendré et de la possibilité d’ interaction des polymeres

des proanthocyanidines entre eux .

[1-3-Activités antioxydantes de Thapsia garganica
[1-3-1-Activité scavenging du radical DPPH
Les résultats de I’ activité scavenging du radical DPPH des extraits des feuilles et des racines de

Thapsia garganica sont représentés dans la figure ci-dessous :
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Figure 35 : Pourcentages de I’ activité scavenging du radical DPPH des extraits des feuilles et des racines de Thapsia
garganica et des standards.

A partir de cette figure, nous constatons que tous les extraits de Thapsia garganica ont exhibé une
tres forte activité scavenging du radical DPPH comparativement aux pourcentages d'inhibition
montrés par les standards utilisés: la BHA et I’ acide ascorbique qui ont donné des inhibitions de
96.02%21.33% et 97.01%:+0.95%, respectivement (a 100pg/ml).
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En effet, une éude réalisée par les chercheurs Rached et ses collaborateurs, (2010) a montré que les
extraits des feuilles et des racines de Thapsia garganica ont exhibé une inhibition positive du
radical DPPH.

L’ acide ascorbigque a exhibé une activité scavenging du radica DPPH avec une ICs = 1.61ug/ml
(figure 36) qui est proche a celle retrouvée par les chercheurs Rached et ses collaborateurs, (2010),
qui est de 2.66 pg/mi.

Aussi nous déduisons que c’est I’ extrait éthanolique des feuilles qui a donné le pourcentage le plus
élevé parce que C'est I extrait brut, il a montré la plus grande teneur en phénols totaux (97.05+1.9

mg équivalent acide gallique /g d’ extrait).

Nous constatons également que ce sont les extraits agueux qui ont manifesté une activité
scavenging du radica DPPH la plus importante par rapport aux extraits
organiques proportionnellement & leurs concentrations en flavonoides qui constituent de puissants
agents antioxydants (Harvsteen, 2002). Par ailleurs, il existe une corrélation positive entre les
teneurs en tanins condenses et les pourcentages scavenging du radical DPPH (R=0.77) vue leur

abondance en groupements hydroxyles donneurs d’ é ectrons et d’ hydrogene.

Il est important de noter que I’ activité scavenging du radical DPPH dépond de la concentration des
extraits, plus la concentration est élevée plus le pourcentage d’inhibition augmente et I'ICso de
I’ extrait é&hanolique des feuilles a été de 9.24 pg/ml (figure 37) légérement supérieure a celles des
standards utilisés : laBHA et I’ acide ascorbique qui sont respectivement de |Cs,=0.98 pg/ml et 1Cs
=1,61 pg/ml (figure 36).
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Figure 36 : Activité scavenging de radical DPPH des différentes concentrations de I’ acide ascorbique et de laBHA.
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Figure 37 : Activité scavenging du radical DPPH des différentes concentrations de |’ extraits éthnolique des feuilles de

Thapsia garganica.

[1-3-2-Pouvoir réducteur

Les valeurs du pouvoir réducteur des extraits de Thapsia garganica sont représentées dans la figure

suivante:
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Figure 38 : Représentation graphique de I’ absorbance de I’ion ferreux (Fe®*) du pouvoir réducteur des extraits des

feuilles et des racines de Thapsia garganica et du standard.
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Partie pratique résultats et discussion

Desvaeurs adlant de 0,01+00 a 0,24+0,03 de I’ activité réductrice des extraits de Thapsia garganica
ont été enregistrées. Nous déduisons que ces valeurs ont été faibles par apport a celle du standard, la

BHA qui amontré un pouvoir réducteur de 0,62+0,03.

Nous faisons remarquer que I’ extrait éhanolique des feuilles est au sommet avec une absorbance de
0,24+0,03 étant donné qu’il posséde la teneur la plus élevée en phénols totaux qui sont riches en
groupements hydroxyles donneurs d’ électrons; cela justifie également la bonne corrélation positive

existante entre le pouvoir réducteur et |les teneurs en phénols totaux des extraits (R=0,81).

Finalement, nous constatons que les extraits des feuilles ont montré un pouvoir réducteur plus élevé
gue celui des extraits des racines, une conséguence de la richesse des feuilles en composés

phénoliques.

[1-3-3-L activité chélatrice du fer
Les pourcentages de I’ activité chélatrice du fer des extraits de Thapsia garganica sont figureés ci-

dessous :
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Figure 39 : Pourcentages de |’ activité chélatrice du fer des extraits des feuilles et des
racines de Thapsia garganica et du standard.

Une vue générale de la représentation graphique, nous permet de constater que les extraits de
Thapsia garganica ont une tres faible activité chéatrice du fer (7,45%+2,11% a 12,33%=*4,65%)
comparativement au standard utilisé, ’'EDTA qui est connu pour sa forte activité chéatrice du fer,

avec un pourcentage d’ inhibition de 84,42%:+1,74%.




Partie pratique résultats et discussion

Cest I'extrait éthanolique parmi les extraits des feuilles qui a donné une valeur maximae
(12,04%+2,07%) résultant de sa forte teneur en phénols totaux (97,05+1,90 mg équivalent acide
gdlique/g d extrait).

Les extraits agueux ont chélaté le fer avec des pourcentages supérieurs a ceux des extraits
organiques car ils sont riches en flavonoides qui sont de bons chélateurs du fer (Cillard et Cillard,
2006) et en tannins condensés (gréce a leur abondance en groupements hydroxyles chélateurs du
fer).

Concernant les racines, I'extrait agueux d hexane chéate le fer avec un taux de 12,33%+2,11%
|égérement supérieur acelui de I’ extrait éhanolique (7,45%+2,11%) ; cela serait en relation avec le
contenu en flavonoides, car bien que I’ extrait éthanolique contienne la totalité des flavonoides, ces
derniers ne seraient pas purifiés au niveau de cet extrait contrairement a I’ extrait aqueux d’hexane
(concentration de I’ extrait agueux d’hexane est supérieur a celle de I’ extrait éthanolique), et de ce
fait, ils ne seraient pas trés susceptibles ala chéation du fer.

Il est & souligner que I’ activité chéatrice du fer de nos extraits ne varie pas en fonction de la
concentration, ¢’ est pourquoi les 1Csy de nos extraits 0’ ont pas été déterminées.
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Conclusion et perspectives

Thapsia garganica a été considérée comme spécifique dans le traitement de la douleur, a
un effet purgatif et les racines possedent une activité diurétique et émétique.
Notre étude réalisée sur les feuilles et les racines de Thapsia garganica nous a permis d’ aboutir aux

résultats suivants:

» Les teneurs en phénols totaux de la plante ont été élevées et ce sont les feuilles qui ont
exhibé les teneurs | es plus dominantes.

» Thapsia garganica contiendrait des quantités modérées en flavonoides, et ce sont les extraits
aqueux qui ont présenté les concentrations les plus importantes. D’ autre part, les feuilles ont
été plus riches que les racines.

» Lesextraits de Thapsia garganica ont dévoilé des taux appréciables en tanins condensés.

» Les extraits des feuilles et des racines ont exhibé une trés forte activité scavenging du
radical DPPH. De plus, les extraits aqueux ont exprimé des pourcentages d'inhibition plus
élevés gque les extraits organiques ; cela a éé en bonne corrélation avec le contenu en tanins
condensés.

» Lesextraits de Thapsia garganica n’ ont pas été de bons chéateurs du fer.

» Thapsia garganica possederait un faible pouvoir réducteur, ces résultats sont en corrélation
positive avec les teneurs en phénols totaux.

» En fin, vue les corrélations existantes entre les activités anti-oxydantes testées et les
composés phénoliques, cela suggérerait que les composés phénoliques seraient
probablement responsables de ces activités.

Ce travail nous a permis d' avoir un apercu général sur I'activité anti-oxydante des extraits des
feuilles et des racines de Thapsia garganica. Ainsi, nous souhaitons aler au-dela des tests des
extraits bruts, et de tenter d'isoler, de purifier et didentifier les constituants biochimigques
responsables de ces différentes activités.

En outre, les tests antioxydants réalisés: |'activité scavenging du radica DPPH, le pouvoir
réducteur et la chéation du fer sont tres importants pour la sante humaine, il serait trés intéressant
d aller plus loin en essayant de réaliser cestests in vivo afin de s assurer de I’ efficacité et de lanon
toxicité des extraits ou des constituants biochimiques isol és.
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Annexes

Annexes N° 1 : Courbes d’ éalonnage utilisées pour le calcul desteneurs en phénolstotaux, en
flavonoides et en tanins condensés .
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Figure 01 : Courbe d’étalonnage avec ’acide gallique pour le dosage des phénols totaux (A =765nm).
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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 : Courbesdecalcul del’ |C50 dans|’activité scavenqging du radical DPPH
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Figure 04: courbe pour le calcul de 'l Csy dela BHA.
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Figure 05 : courbe pour le calcul del’1Cso de I’ extrait ethanolique des feuilles de Thapsia garganica.
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Figure 06 : courbe pour le calcul del’1Cs, de I’ acide ascorbique dans |’ activité scavenging du DPPH.



Annexes N°3: Courbes de corréation de I’activité antioxydant avec les teneurs en phénols
totaux, flavonoides et tanins condensés :
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Figure 07: Courbe de corrélation entre |’ activité scavenging du radical DPPH et la teneur en phénols totaux des extraits
desfeuilles et des racines de Thapsia garganica.

03 1 y = 0,0026x - 0,0785
0,25 - R2=0,6629 2
02 -
8
S 015 -
=
g 01 - e
0,05 - 2
0 — ; ; ; . .
005 20 40 60 80 100 120
' Concentrations (mg EAG/g d'extrait)

Figure 08: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur et la teneur en phénols totaux des extraits des feuilles et des
racines de Thapsia garganica.
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Figure 09: Courbe de corrélation entre la chélation du fer et la teneur en phénols totaux des extraits des feuilles et des
racines de Thapsia garganica.
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FigurelO: courbe de corrélation entre I activité scavenging du radical DPPH et la teneur en flavonoides des extraits des
feuilles et des racines de Thapsia garganica.
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Figure 11: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur et la teneur en flavonoides des extraits des feuilles et des
racines de Thapsia garganica.
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Figure 12: Courbe de corrélation entre le la chélation du fer et la teneur en phénols totaux des extraits des feuilles et
des racines de Thapsia garganica.
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Figure 13: Courbe de corrélation entre |’ activité scavenging du radical DPPH et la teneur en proanthocyanidines des
extraits des feuilles et des racines de Thapsia garganica.
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Figure 14: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur et la teneur en proanthocyanidines des extraits des feuilles
et des racines de Thapsia garganica.

100 ~
90 -
80 -
07 y = 0,0359x + 8,6987
60 | R?=0,0213
50 A
40 -
30 A
20 -

10 - Pe & ’T *

0

% d'inhibition

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Concentrations(mg EC/g d'extrait)

Figure 15: Courbe de corrélation entre le lachélation du fer et lateneur en proanthocyanidines des extraits des feuilles
et des racines de Thapsia garganica.






Régume

Les antioxydants jouent un role fondamental dans I’élimination de |’excés toxique en
especes réactives de |I’oxygene al’ origine de diverses maladies dégénératives. Ainsi, I’ exploitation
des molécules végétales naturelles serait trés bénéfique pour la santé humaine. Par conséquent, on
Sest intéressé a |’ évaluation de I’ activité anti-oxydante des composés phénoliques extraits a partir
d une plante médicinale locale, Thapsia garganica, et cela en faisant deux 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
ala mesure de I’ activité anti-oxydante des extraits en réalisant trois tests : |’ activité scavenging du
radical DPPH, le pouvoir réducteur et |’ activité chélatrice du fer. Les résultats expérimentaux ont
révélé que les extraits de Thapsia garganica ont éé riches en phénols totaux, ont montré des
concentrations modérée en flavonoides et ils ont exhibé des teneurs appréciables en tanins
condensés. Quant aux activités antioxydantes de la plante, les extraits ont é&é de tres bons
scavengeurs du radical DPPH (I'1Cso de |’ extrait éthanolique des feuilles a éé de 9.24ug/ml). En
revanche, |’ activité chéatrice du fer et le pouvoir réducteur ont été faibles. Ces constatations nous
laissent imaginer des éudes plus poussées sur des extraits d’ une panoplie de plantes médicinales

afin d en bénéficier d’ avantage.
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 beneficia for the human
health. Therefore, we were interested by the evaluation of the anti-oxidant activity of the phenolic
compounds extracted from our loca medicinal plant, Thapsia garganica, and that by doing two
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 radical scavenging activity, the reducing power and the iron
chelating activity. The experimental results revealed that Thapsia garganica extracts were rich in
total phenolics, showed moderate levels of flavonoids and they exhibited significant levels of
condensed tannins. As for the antioxydant activities of the plant, the extracts were very good
scavengers of radical DPPH (the 1Csp of the leaves ethanolic extract was 9.24ug/ml). Whereas, the
iron chelating activity and the reducing power were low. These observations leed us toward more

studiesin thisfield, so that we get more benefits from our local medicinal plants.
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