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Introduction

Introduction

Les plantes ont été employées pendant des siecles comme remeédes pour les maladies
humaines et animales grace a leur richesse en composants de valeur thérapeutique. Le pouvoir
de guérison des plantes provient des effets de leurs métabolites secondaires. Ces métabolites
interviennent dans la défense contre les différentes pathologies. Parmi ces métabolites on peut
citer les composés phénoliques (Khadhri, 2013). Elles présentent des avantages dont les

médicaments sont souvent dépourvus (Larousse, 2001).

De nombreux processus physiologiques et biochimiques dans 1’organisme humain
peuvent produire des especes réactives oxygénées (ERO). La surproduction de ces radicaux
libres cause des dommages aux biomolécules (lipides, protéines et acides nucléiques), en
conduisant éventuellement a plusieurs maladies chroniques, telles que 1’athérosclérose, le
cancer, le vieillissement et d’autres maladies dégénératives (Cai et al., 2004). Le stress
oxydant est au centre de ces nombreuses pathologies par 1’intermédiaire de la dénaturation de
nos molécules vitales biologiques (Da Silva, 2004). En s’appuyant sur cette vision, un
renouveau de la phytothérapie vers cette vague verte qui produit une foule d’antioxydants afin

de contrer et piéger ces oxydants (Mghezzi et al., 2016).

Les métabolites secondaires d’origine végétale font I’objet de nombreuses recherches
dans la lutte contre le stress oxydatif, notamment dans la recherche de nouvelles molécules
antioxydantes telles que les composés phénoliques auxquels on attribue différentes propriétés

biologiques (Berri, 2011).

Les avantages lies a la consommation des plantes contenant ces métabolites
secondaires sont associés a leur activité antioxydante (El Hajaji et al., 2011).

Thapsia garganica L. occupe une place privilégiée dans le traitement de certaines
pathologies. En effet, les racines ont déja été utilisees pour le traitement des maladies
pulmonaires, la cataracte et les arthrites rhumatoides (Nelson et Stoltz, 2007). Cette plante est
utilisée en médecine traditionnelle locale comme cataplasme afin de calmer les douleurs
articulaires (Meddour, 2012).
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Introduction

L’objectif de ce travail porte sur I’optimisation des paramétres d’extraction des

polyphénols de Thapsia garganica L., et est divisé en trois parties :

» Premiére partie : Synthese bibliographique comportant des geénéralités sur la plante
étudiée, les composés phénoliques et 1’activité antioxydante.

» Deuxieme partie : Description du matériel biologique, des méthodes et techniques
utilisées, ainsi que les résultats obtenus.

» Troisieme partie : Discussion.

L’étude s’achéve par une Conclusion générale qui résume I’ensemble des résultats

obtenus, les perspectives d’avenir, et les références bibliographiques.
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Chapitre I. Synthése bibliographique

I. Synthése bibliographique
I.1. Généralités sur Thapsia garganica L.

1.1.1. Définition

Thapsia garganica L. (Adheryis en Kabyle et Bounafaa en Arabe) est une espece
végétale poussant spontanément en Algeérie, appartenant de la Famille des Apiacées.
Endémique des pays du Maghreb (Boudghene-Stambouli, 2015). Thapsia garganica L. est
une plante vénéneuse typiquement méditerraneenne qui pousse en Afrique du Nord, et

considérée comme étant une plante médicinale aux mille vertus. (Gomez, 2007).

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

» Thapsia : tiré de I’ile de Thapsos ou elle a été découverte pour la premiére fois.
» Garganica : épithéte donné par rapport au nom d’une montagne en Italie : Gargano, ou

elle se trouve en abondance.

1.1.2. Répartition géographique

Thapsia garganica L. est présente au Maroc, en Algérie, en Tunisie, en Lybie
(Dobignard et Chatelain, 2010, 2011) mais aussi en Turquie, en Espagne, au Portugal en
Italie et en Gréce (Hand, 2011).

Dans la région de I’Achach, au Maroc, elle apprécie les clairieres foresticres, les
paturages sablonneux et rocailleux, les steppes, les plaines et les basses montagnes (Bammi
et Douira, 2004).

1.1.3. Caractéristiques de Thapsia garganica L.

1.1.3.1. Classification botanique

La systématique botanique permet de classer Thapsia garganica L. (Tab.1) aprés
une consultation le 14 Juillet 2015 par Tropicos dans une base de données de taxinomie des

especes (Tropicos, 2015).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Base_de_donn%C3%A9es
https://fr.wikipedia.org/wiki/Taxinomie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A8ce
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Tableau 1 : Classification botanique de Thapsia garganica L. (Tropicos, 2015).

Régne Plantae
Classe Equisetopsida
Sous- classe Magnoliidae

Super- Ordre Asteranae
Ordre Apiales
Famille Apiaceae
Genre Thapsia
Espece Thapsia garganica L

1.1.3.2. Description

C’est une plante vivace avec une tige striée, ramifiée dans sa partie supérieure, d’une
hauteur qui varie entre 90 et 140 centimetres. Ses feuilles sont petites et elliptique. Son
inflorescence forme de grandes ombelles ( Fig. 1) et sa racine est noiréatre ( Pottier-Alapetite,
1979 ; Cazin, 1868).

Figure 1 : Photographie (A) et dessin représentatif (B) de Thapsia garganica L. (Pat],
2011 ; Sibthorp, 1787).
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1.1.3.3. Partie utilisée de la plante

Lorsque I'on déchire ou que I'on rompt une partie quelconque de la plante, il en sort un

suc blanc, laiteux et peu abondant. C'est dans I'écorce de la racine que 1’on en trouve le plus

(Reboulleau, 1856).

Le suc extrait a partir de la racine de cette plante agit sur les téguments comme
attractif, il forme un topique qui efface les meurtrissures, mais au bout de deux heures
d’application, I’emplatre doit étre enlevé et I’endroit doit étre aussitdt lavé avec de I’eau salée
et chaude (Lucas et al., 1867). Pris par voie orale, ce suc sollicite le vomissement et purge. I

convient dans les asthmes, les pleurésies chroniques et dans la goutte (Lauzer, 1868).

La plante était employée dans certains cas par les médecins, mais toujours pour 1’usage
externe, en cataplasme, contre les pertes temporaires des cheveux. De méme, une huile
composée de vin, d’huile d’olive, de feuilles de romarin et de racine de thapsia est employée

contre les rhumatismes (Leleux, 1857).

1.1.4. Usages médicinaux et propriétés biologiques

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
été toujours considérée comme spécifique dans le traitement de la douleur, mais la prudence
est recommandée car elle est toxique pour certains Mammiferes. 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 les bronchites rebelles ainsi que les
rhumatismes, la rage et la stérilité féminine. On l'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).

En Algérie, traditionnellement, Thapsia garganica L., aprés exsudation d'un suc
visqueux obtenu sur des charbons ardents, est frictionnée sur la peau en guise de révulsif
(Reboulleau, 1856).

Thapsia garganica L. est utilisée au printemps pour préparer un plat traditionnel, en
Kabylie, qui est le couscous cuit a la vapeur d’une décoction de racines épluchées et écrasées
avec laquelle les ceufs sont aussi mis a bouillir (Genevois, 1975). Cette racine possede des
vertus thérapeutiques de type vaccin, comme cela a été prouvé, car c'est un veéritable

médicament qui a la vertu de renforcer le systtme immunitaire et de combattre les allergies
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telles que le rhume des foins. Elle posséde encore bien d'autres vertus, particulierement celle
de guérir toutes les maladies intestinales. Elle aurait aussi des vertus anti-stérilite. Pour ceux
qui y croient elle guérirait des maladies psychiques (Gomez, 2007).

La thapsie est également utilisée comme anti-irritant pour le soulagement des douleurs
rhumatordes (Ali et al., 1985 ; Srikrishna et Anebouselvy, 2009) et dans le traitement des
maladies pulmonaires et le catarrhe (Nelson et Stoltz, 2008 ; Srikrishna et Anebouselvy,
2009). Thapsia garganica L. est a l'origine de la drogue G202, testée actuellement avec de

bons résultats contre le cancer de la prostate, du sein et du foie (Wasta, 2012).

1.1.5. Autres usages de Thapsia garganica L.

Dans la région de la Grande Kabylie en Algérie, les bulbes de cette plante sont utilisés
pour la péche en riviere. Aprés avoir pilé les bulbes, la pate obtenue est dispersée a la surface
de I'eau formant un étang de préférence. Au bout de quelques minutes, la macération agit sur
les poissons et les anguilles en les endormant. 1ls remontent alors a la surface du plan d'eau ou
il suffit de les ramasser. Mais le plus remarquable est le fait que cette plante est la base d'une
préparation culinaire (Adheryis) que les Berbéres organisent chaque début de printemps
(Wasta, 2013 ; Meddour, 2012).

1.1.5.1. Usage alimentaire

Meddour (2012) rapporte divers usages alimentaires de Thapsia garganica L. en
Kabylie : les bulbes mis a bouillir servent a préparer un mets typique pour la célébration du
1°" jour du printemps berbére : le couscous au Thapsia ou seksou udheryis. Le couscous seul
est consommeé (et pas les bulbes) pour ses vertus digestives et tonifiantes. Le méme auteur
ajoute d'autres emplois de la thapsie : en usage externe, le bulbe trempé dans de I'huile d'olive
sert a masser les mamelles des animaux pour son effet galactogéne. La thapsie a également la
propriété de "gonfler" la peau, ainsi les vendeurs de bétail malhonnétes en frottent leurs

animaux avant de les vendre.

1.1.5.2. Usage agricole

Les Arabes employaient la thapsie en tant que topique sur certaines affections
articulaires des chevaux grace a un onguent compose de la racine et de goudron (Soubeiran,
1870).

Un usage agronomique notoire est celui de déposer des feuilles de thapsie sur les arbres

fruitiers et les vignes au moment de la floraison ; elles évitent ainsi I'avortement des fleurs et

-6-
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la chute précoce des fruits. Comme le contact direct des feuilles vertes provoque une

dermatite, les paysans se protégent les mains avec de I'huile d'olive (Meddour, 2012).
1.1.6. Composition chimique de Thapsia garganica L.

» Composés phénoliques

Djeridane et al., (2007) ont montré que la composition phénolique des extraits
éthanoliques de Thapsia garganica L. était relativement faible, soit de 2,5 mg équivalent
d’acide gallique par gramme de matieére seéche. L’analyse par HPLC de ces extraits a révélé
que les flavonoides representent 98% (m/m) des composés phénoliques totaux avec une
détection de la quercetine, et que les dérivés de 1’acide hydroxycinnamique en représentent
2% (m/m). Par contre, les dérivés de 1’acide hydroxybenzoique sont inexistants. Liu et al.
(2006) ont quant a eux, montré I’existence d’esters de phénylpropanoides dans les extraits de
Thapsia garganica L. Les flavonoides et anthocyanines sont dominants chez les fleurs, alors

que les tannins condensés sont majoritaires dans les racines (Berri et al., 2011).

» Composes terpéniques

La composition chimique des huiles volatiles obtenues a partir des racines, des feuilles,
des fleurs et des tiges de Thapsia garganica L. d’origine tunisienne a été étudiée par des
analyses GC-FID et GC/MS. Les hydrocarbures sesquiterpéniques et monoterpéniques
oxygeénés étaient prédominants dans les huiles de toutes les parties de la plante. Le
bicyclogermacréne (21,59 — 35,09 %) était le composant principal de la premiere classe de
composés, tandis que le géranial représentait 3,31 — 14,84 % et le linalol : 0,81 — 10,9 % et

étaient les plus importants de la derniére classe de composés (Hassen et al., 2015).

Les racines contiennent principalement les constituants volatils suivants : les lactones
sesquiterpenes, 6-cadinéne, a- et 6-guaiene , élémol, guaiol et la thapsigargine (Drew et al.,
2012).

Ali et al. (1985) ont montré que la thapsigargine est capable d'induire la libération
d'histamine de diverses cellules (classées par ordre de sensibilité : mésentére, poumon et
cceur). Cette propriété est a l'origine du caractére vésicant, mais aussi de l'intoxication
humaine si elle est consommée par voie orale. Elle inhibe les protéines membranaires qui
pompent le calcium a I’intérieur du réticulum endoplasmique. Couplée a un peptide, c’est une
prodrogue qui peut cibler les cellules du cancer de la prostate et, aprés activation de la

molécule, et les tuer par apoptose (Winther et al., 2010).
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> Les huiles essentielles

L'huile essentielle extraite des racines contient principalement de I'élémicine (54 a 73 %) et
de la latifolone (20 a 32 %) (Avato et Rosito, 2002).

Les huiles essentielles ont été extraites de 1’écorce de racine de T. garganica L. par
hydrodistillation. Trente- sept composés représentant 97,01% de la composition totale de
I’huile ont été identifiés par CG- MS. Parmi ces composés, la myristicine, la beta- thujone et
I’élémicine étaient les composants dominants représentant 15,07%, 14,86% et 13,06% du
total, respectivement. Il n’a pas été signalé d’autre cas de B- thujane en tant que constituant

majeur de Tapsia garganica L. (Avato et Rosito, 2002).
1.2. Stress oxydatif
1.2.1. Définition

Les ERO (Especes réactives oxygénées) sont présentes dans la cellule a des doses
raisonnables : leur concentration est régulée par 1’équilibre entre leur taux de production et
leur taux d’élimination par les systémes antioxydants (Halliwell et Gutteridge, 1989). Ainsi,
a I’état quiescent, on dit que la balance antioxydants/pro-oxydants (balance rédox) est en
équilibre. Cependant cette homéostasie rédox peut étre rompue, soit par une production
excessive d’ERO (comme dans le vieillissement ou I’athérosclérose), soit par une diminution
des capacités antioxydantes (chez les personnes souffrant d’obésité et les fumeurs). On parle
alors de stress oxydant (Migdal et Serres, 2011). Ce déséquilibre conduit potentiellement a
des dégats structuraux et fonctionnels (Bensakhri, 2018), il peut contribuer a 1’apparition de
diverses pathologies liées au vieillissement (Fig.2) comme les cancers ou les maladies cardio-
vasculaires et le diabéte (Haleng et al., 2007). Le stress oxydant intervient dans toutes les
phases du développement de 1’athérosclérose et de multiples manicres. On peut citer les effets
mitogéniques des LDL oxydées, les propriétés chimiotactiques et génotoxiques des produits
de la peroxydation lipidique, la formation d’advanced glycation end-products et la production
de monoxyde d’azote. Par ailleurs, le stress oxydant est une conséquence majeure de

I’ischémie myocardique (Baudin, 2006).
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Systéme de défense
par les antioxydants

T

Radicauxlibres
ERO & ERN

T —

Figure 2 : Facteurs inflammatoires et stress oxydatif chez les hémodyalisés (Belaiche et
Boujraf, 2016).

1.2.2 Les radicaux libres

Les lipides et 'ADN sont particulierement sensibles a I'action des radicaux libres
(Goudable et Favier, 1997). Les radicaux libres sont omniprésents dans la vie des
Mammiferes. lls portent un rapport électron-proton non équilibré, ce qui leur confére une
affinité trés active pour les composants cellulaires et une grande variété d’impacts sur les
processus oxydo-réducteurs, nécessaires au développement des organismes vivants. Ils se
forment en permanence et prennent naissance, en particulier, lorsque des électrons
s'échappent de la chaine respiratoire et se combinent a I'oxygéne (Aurousseau, 2002).

En biologie, parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les
cellules, il convient de distinguer un ensemble restreint de composeés radicalaires qui jouent
un role particulier en physiologie : les radicaux primaires. Les autres radicaux libres, dits
radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés
biochimiques de la cellule. Ces radicaux primaires derivent de I'oxygéne par des réductions a
un électron tels l'anion superoxyde O2e- et le radical hydroxyle OHe, ou de l'azote tel le
monoxyde d'azote NOe. D'autres especes dérivees de l'oxygene dites espéces actives de
I'oxygéne, comme I'oxygene singulet 102, le peroxyde d'hydrogéne (H202) ou le
nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent
étre des précurseurs de radicaux. L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est

souvent appelé especes réactives de I'oxygeéne (Fig.3) (Favier, 2003)
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Figure 3 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives I’oxygeéne
impliqués en biologie (Djouadi et Touhami, 2012).

1.2.3. Les antioxydants
» Définition

Les antioxydants sont des substances naturellement présentes dans I’organisme végétal
et animal (dont I’homme), capables de le protéger d’influences néfastes, notamment des
réactions d’oxydation également appelées stress oxydatif (Berger et Chioléro, 2001).

Les systemes antioxydants sont soit des molécules qui captent rapidement les ERO
(antioxydants proprement dits), soit des systemes enzymatiques qui catalysent la conversion
des molécules pro-oxydantes (Negres Salvayre et Salvayre, 2005).

L’organisme est équipé de tout un systetme complexe de défense antioxydant

enzymatique et non enzymatique, localisé dans les compartiments intra- et extracellulaire
(Berger, 2006).
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» Les polyphénols

Les polyphénols, groupe de molécules de structures variées, trouvent d’ores et déja une
large utilisation en phytothérapie. Ils suscitent actuellement beaucoup d’intérét en raison du
bénéfice qu’ils pourraient apporter en termes de prévention des maladies liées au

vieillissement (Hennebelle et al., 2004 ).

Les polyphénols constituent une famille de molécules organiques largement présentes
dans le régne végetal. Ils sont caractérisés, comme 1’indique leur nom, par la présence d'au
moins deux groupes phénoliques associés en structures plus ou moins complexes,
généralement de haut poids moléculaire. Ces composés sont les produits du métabolisme
secondaire des plantes. (MeSH database, 2015)

Les polyphénols prennent une importance croissante, notamment grace a leurs effets
bénéfiques sur la santé (Stanley et al., 2003). En effet, leur role d’antioxydants naturels
suscite de plus en plus d'intérét pour la prévention et le traitement du cancer (Chen et al.,
2004), des maladies inflammatoires (Laughton et al.,1991), cardiovasculaires (Frankel et al,.
1993) et neurodégénératives (Orgogozo et al., 1997). lls sont également utilisés comme

additifs pour les industries agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique (ISANH, 2006).

» Mécanisme d’action des antioxydants

Dans ’organisme, il existe plusieurs types de molécules a activité antioxydante dont les

mécanismes d’action sont différents (Tab. 2) (Pastre, 2005).

Tableau 2. Principaux modes d’action de quelques antioxydants (Pastre, 2005).

NATURE MODE D’ACTION

Vitamine E

Vitamine C

Béta caroténe Fixation des métaux de
Défenses non enzymatiques Transition

Ubiquinone, acide urique...

Superoxyde dismutase Catalyse la dismutation de
I’anion superoxyde
Défenses enzymatiques Catalase Meétabolise H20:
Glutathion peroxydase Action réductrice sur H202 et
sur

les hydroperoxydes
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Un antioxydant est une substance qui, ajoutée a faible dose a un produit naturellement
oxydable a l'air, est capable de ralentir le phénomene d'oxydation en augmentant le temps au
bout duquel il y a une altération décelable du produit (Hamza et al., 2013). L'antioxydant

peut agir de trois maniéres différentes (Karray et al., 2013) :

e En inhibant la formation des radicaux libres, on parle d'antioxydant de rupture de chaine
désigné aussi sous forme d’« antioxydant vrai ».
¢ En fixant directement I'oxygene préférentiellement dans la phase de propagation.

e En chélatant les métaux catalyseurs d'oxydation, on parle alors d’« antioxydant
secondaire » (Fig. 4).

Pour gue l'antioxydant (AH) soit tres actif, il est nécessaire que le radical qui en dérive
(A°) soit plus stable que le radical lipidique (RO° ou ROO®) ou soit facilement transformé en
un produit stable. C'est ainsi que les antioxydants les plus actifs sont de nature phénolique.
En effet, ils donnent naissance a des radicaux tres stables suite a la délocalisation de I'électron

célibataire sur le noyau aromatique correspondant (Medjoujda, 2014).

En ce qui concerne les antioxydants secondaires, ils agissent soit en chélatant les
métaux ou bien en captant I'oxygeéne. C'est ainsi que la chélation des ions métalliques diminue
I'effet pro-oxydant de ces ions et augmente I'énergie d'activation des réactions d'initiation

bloquant ainsi les réactions radicalaires d'oxydation (Hamza-Karray, 2013).

Caroténoides

Vitamine C et E
+ caroténoides

Vitamine E
Cu/Zn
$65"

Catalase
Viﬁminc E

Mn SOD
Glutathion
Vitamine E péroxydase

+ caroténoides

Figure 4 : Sites d’action des nutriments antioxydants (en rouge) et des enzymes
antioxydantes (en noir) (OPARA, 2002).
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1.3. Généralités sur les composés phénoliques

Le terme « polyphénols » a été introduit en 1980, en remplacement de I'ancien terme
de « tanin végetal ». L'expression « composés phénoliques » est aussi employée avec la méme
valeur (MeSH database, 1980).

Ils ont tous en commun la présence d'un ou plusieurs cycles benzéniques portant une ou
plusieurs fonctions hydroxyles. La désignation « polyphénols » est consacrée par l'usage et,
alors qu'elle ne devrait concerner que les molécules portant plusieurs fonctions hydroxyle
phénolique, elle est habituellement utilisée pour l'ensemble de ces composés (Sarni-
Manchado, 2006).

1.3.1. Biosynthése des composés phénoliques

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des plantes. Ils sont

synthétisés a partir de trois voies biosynthétiques (Fig. 5) :

» 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 (Brunetto, 1999).

» Voie des acétates : qui conduit a des poly B-coesters (polyacétates) de longueur variable
menant par cyclisation a des composés polycycliques tels que les dihydroxy- 1,8

anthraquinones ou les nophtoquinones (Manallah, 2012).

» Voie des phénylpropanoides : elle commence par la phénylalanine (Phe) qui fournit en
plus des principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoides, flavonoides,
acide salicylique, précurseurs de la lignine, qui est quantitativement le second biopolymere le

plus important apres la cellulose (Hoffmann et al., 2004).
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Figure 5 : Représentation des voies de biosynthese des polyphénols (Med Chaouche,

2014)

1.3.2. Classification des structures phénoliques

Les polyphénols naturels peuvent aller de molécules simples, comme les acides

phénoliques (acide gallique), a des composés hautement polymérisés, de plus de 30000

Daltons, comme les tanins (acide tannique). Les polyphénols sont communément subdivisés

en phénols simples, acides phénoliques et coumarines, en naphtoquinones, en stilbénoides

(deux cycles en Cs liés par deux atomes de carbone), en flavonoides, isoflavonoides et
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anthocyanes, et en formes polymérisées : lignanes, lignines, tanins condensés ces squelettes
carbones de base sont issus du métabolisme secondaire des plantes, élabores par la voie du
shikimate (Dewick, 2012).

1.3.2.1. Polyphénols simples
» Acides phénoliques

Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes, les dérivés de 1’acide
hydroxybenzoique (C6-C1) (Fig. 6 a) et les dérivés de I’acide hydroxycinnamique (C6- C3)
(Fig. 6 b) (lamarene et Mekhazni, 2016).

R Rl

R3 COOH

R4

() (b)

Figure 6 : Structure chimique des acides hydroxybenzoiques (a) et structure chimique des
acides hydroxycinnamiques (b). (lamarene B et Mekhazni L, 2016).

a) Acides hydroxycinnamiques

Ils dérivent de I'acide cinnamique. lls ont une structure générale de base de type (C6-

C3) et sont souvent sous forme combinée avec des molécules organiques (Brianceau, 2015).

b) Acide hydroxybenzoiques

Ce sont des dérivés de I’acide benzoique et ont une structure générale de base de type

(C-C). Ces molécules existent souvent sous forme d’esters ou de glycosides (Berra, 2015).
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> Les flavonoides

Le nom flavonoide proviendrait du terme latin flavus (jaune) (MaleSev et Kuntic,
2007). Les flavonoides sont des métabolites secondaires ubiquistes des plantes (Lhuillier,
2007). Plus de 4000 variétés de flavonoides ont été identifiées chez les plantes (Medié¢-Sari¢
et al., 2004). Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et, de ce fait,
possedent le méme élément structural de base a quinze atomes de carbones (Fig. 7) qui sont
arrangés en une configuration C6-C3-C6 (Belyagoubi-Benhammou, 2012 ; Bruneton,
1999).

] :EI
2 ,f”ﬁ:jh 4
8 B
7.~_-0 NS 5
A c 2 &'
Es Mo “H_.”'##?:a
5 4

Figure 7 : Structure générale des flavonoides (Balasundram et al., 2005).

1.3.2.2. Polyphénols complexes

> Les tanins

Les tanins ont le potentiel d’étre la classe la plus importante des métabolites
secondaires dans la défense des plantes contre I’herbivorité. Ils sont généralement considéres
comme une substance défensive généralisée dont les effets néfastes ne sont que tres peu

dépendants de la structure moléculaire (Hagerman et al., 1992).

» Les lignines

Ces composés de haut poids moléculaire servent a former, avec la cellulose et les
dérivés hemicellulosiques, la paroi des cellules végétales. Ce sont des polymeres

tridimentionnels résultant de la condensation (Bendjabeur, 2012).
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1.3.3. Propriétés des polyphénols

Les polyphéenols semblent jouer un réle important a la fois dans la protection contre le
cancer et les maladies cardio-vasculaires (Habauzit et Morand, 2012). L'action protectrice
contre le cancer s'expliquerait par un mécanisme assez semblable a celui des prébiotiques par
leur capacité a sélectionner un type particulier de microbiote, en particulier pour les cancers

du systeme digestif ( estomac, colon, etc.) ( Tugba Ozdal, 2016).
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1. Matériel et méthodes

I1.1. Préparation du matériel végétal

Cette etude a porté sur Thapsia garganica L., une espece de plante de la Famille des
Apiacées. (Fig. 8).

Figure 8 : Photographie de la plante Thapsia garganica L. a Tasarat.
Mansoura (2019)

11.1.1. Récolte de la plante

Les deux parties de Thapsia garganica L. (feuilles et racines) ont été récoltées au
mois de décembre 2018 dans le village de Mansoura, a Bordj Bou Arreridj, située a 45 km du
chef lieu de la wilaya, loin de tout impact de pollution. Aprés la récolte, les racines de la
plante sont séparées des tiges et sont ensuite bien lavées pour les débarrasser de la terre, et

découpées en rondelles.

11.1.2. Séchage :

Un premier séchage est effectué a I’air libre et a 1’abri de la lumiére, suivi d’un
deuxieme séchage a I’étuve a 40° C pendant 2 jours avant D’extraction des composés
phénoliques. Les racines ont été coupées en petits morceaux dans le but d’accélérer leur

séchage
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11.1.3. Broyage

Le matériel végétal (racines) destiné a 1’extraction des composés phénoliques a été

broyé a I’aide d’un broyeur électrique, en une poudre fine qui sera ensuite tamisée.

11.1.4. Tamisage :

Aprés broyage, la poudre obtenue est tamisée a 1’aide d’un tamis de 125 pum jusqu’a
I’obtention d’une fine poudre & une température ambiante (25°C), qui sera conservée dans des
flacons opaques a I’abri de la lumiére et de I’humidité avant d’étre utilisée pour la réalisation

des expériences de la présente étude.

11.2. Mode opératoire

11.2.1. Optimisation des conditions d’extraction des plyphénols

Afin d’évaluer les meilleures conditions pour ’extraction des polyphénols de la plante
Thapsia garganica L., 5 parametres ont été pris en considération : la nature du solvant
(éthanol, méthanol, acétone et eau distillée), la concentration du solvant (25%, 50%, 75% et
100%), la quantité de poudre (0,19, 0,2g, 0,4g et 0,6g), le temps d’extraction (5Smin, 15min,
30min, 60min, 90min et 120min) et la température d’extraction (25° C, 40° C, 50° C, 70° C
et 90° C).

Pour chague essai, nous avons fait varier un parameétre et nous avons fixé tous les parametres

restants.

I1.2.2. Principe d’extraction

Cette étape consiste a extraire le maximum de molécules polyphénoliques contenues
dans cette plante en utilisant soit de 1’eau distillée, soit des solvants organiques. Les
polyphénols sont extraits par macération de 100 mg de poudre de Thapsia garganica L. dans
10 ml de solvant sous agitation. Aprés une heure, a la température ambiante de 25° C le

mélange est filtré et conservé.
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11.2.3. Dosage des polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par la méthode utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu décrite par Singleton et Rossi (1965).

Le réactif de Folin Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est
réduit, lors de I’oxydation des composés phénoliques, en un mélange d’oxyde bleu de
tungsténe (W2PW23) et d’oxyde de molybdene (MOsOz23) (Kayumba, 2001). Ce produit bleu
a une absorbance proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon
(Ribéreau-Gayon et al., 1982).

Pour le dosage des composés phénoliques totaux, 0,1 ml de I’extrait brut de Thapsia
garganica L., est introduit dans des tubes a essais, auquels on rajoute 0,5 ml du réactif de
Folin-Ciocalteu dilué 10 fois. Aprés 3 a 5 minutes, on ajoute 0,4 ml de carbonate de sodium a
7,5%. Les tubes sont agités et incubés pendant 120 min. L’absorbance est mesurée a 760 nm a
I’aide d’un spectrophotometre, le dosage est effectué¢ en quadruple. Une courbe d’étalonnage
est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en utilisant I’acide gallique
comme contrdle positif. Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent d’acide

gallique par gamme de matiére séche (mg EAG /g MS).

» Préparation de la courbe d’étalonnage

La solution mere d’acide gallique est préparée en dissolvant Img d’acide gallique pur
dans 10 ml d’eau distillée. Puis, on fait des dillutions selon le nombre des points que I’on veut
obtenir, et généralement nous utilisons 5 points pour réaliser la courbe. Donc nous avons

réalisé les dilutions suivantes :

- Concentration 0/5 0,1 mlED + 0,5mldu réactif de Folin Ciocalteau ( 1/10) +
0,4 ml de carbonate de Sodium ( 7,5%).

- Concentration 1/5 0,08 mMIED + 0,02 ml de solution mére d’acide gallique +
0,5 ml du réactif de Folin Ciocalteau (1/10) + 0,4 ml de carbonate de Sodium (7,5%).

- Concentration 2/5 > 0,06 mlED + 0,04 ml de solution mere d’acide gallique
+ 0,5 ml du réactif de Folin Ciocalteau (1/10) + 0,4 ml de carbonate de sodium (
7,5%).

- Concentration 3/5 > 0,04mlED + 0,06 ml de solution mere d’acide gallique

+ 0,5 ml du réactif de Folin Ciocalteau (1/10) + 0,4 ml de carbonate de sodium (
7,5%).
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- Concentration 4/5 : 0,02mlED + 0,08 ml de solution mére d’acide gallique
+ 0,5 ml du réactif de Folin Ciocalteau (1/10) + 0,4 ml de carbonate de sodium
(7,5%).

- Concentration 5/5 : 0,1 ml de la solution mére + 0,5 ml du réactif de Folin

Ciocalteau (1/10) + 0,4 ml de carbonate de sodium (7,5%).

Apres D’agitation de I’ensemble pendant environ 2 min, suivie de I’incubation a
I’obscurité et a la température ambiante pendant 2 heures, la lecture de I’absorbance se fait au

spectrophotometre a 760 nm. Ces étapes nous permettent de tracer une courbe d’étalonnage.

11.2.4. Pouvoir réducteur :

L’évaluation du pouvoir réducteur est basée sur la réduction du complexe fer ferrique
(Fe3+) du complexe ferricyanure en fer ferreux (Fe2+), en présence des antioxydants
réducteurs, dont la couleur verte est proportionnelle au pouvoir réducteur de 1’extrait (Gulgin

et al., 2003; Bijoy et al., 2008).

Le test a été réalisé selon la technique d’Oyaizu (1986). Un volume de 1 ml de tampon
phosphate (0,2M de pH= 6,6) et 1 ml de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)s) a 1%) est
ajouté a 1ml de chaque extrait. Aprés incubation a 50 °C pendant 20 min, 1ml d’acide
trichloracétique TCA (10%) est ajouté au mélange avant d’étre centrifugé a 700g pendant
10min a température ambiante. 1ml de surnageant est additionné a 1ml d’eau distillée et 0,2
ml de chlorure ferrique (FeCl3, 0,1%). L’absorbance est lue a 700 nm. Toutes les mesures

sont répétées 4 fois.
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Iml de solution d’acide gallique (2 tubes pour chacune des 5
concentrations) + tube de blanc (1 ml d’ED)

l Ajout de

1 ml tampon phosphate (0,2M, pH= 6,6) + 1 ml Ferricyanure de potassium (1%)

l Incubation de 20 min a 50 °C

Ajout de 1 ml d’acide trichloracétique (10%)

l Centrifugation

1 ml surnageant + 1ml eau distillée + 0,2 ml FeCls (0,1% )

!

Lecture au spectrophotomeétre a 700 nm

Figure 9 : Protocole d’établissement du pouvoir réducteur et de la courbe d’étalonnage

11.3. Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés en moyenne + écart-type (SD) a I’aide du logiciel Graph
pad Prism 7. Les analyses statistiques ont été effectuées par analyse de la variance a un critere

de classification ( ANOVA One-Way ). Le test de Tukey a été réalisé et la différence

significative a été détectée a p < 0,05.
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I11. Résultats

Ce travail a conduit a étudier, a partir de Thapsia garganica L., la méthode
d’extraction des polyphénols totaux, et a optimiser les conditions d’extraction de ces derniers
en fonction de la nature du solvant (acétone, éthanol, méthanol et eau distillée), la quantité de

poudre, la température d’extraction et la durée d’agitation.
111.1. Courbes d’étalonnage
111.1.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en composés phénoliques totaux de nos échantillons est déterminée a partir

d’une courbe standard utilisant I’acide gallique comme étalon de référence (Fig. 10).

1,2
y = 14,17x + 0,007
- R* = 0,997
-
0,8
2
W
8 06
2
e 04 -
B
=
02 -
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Acide gallique mg/ml

Figure 10 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols
totaux

111.1.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur obtenu a partir des extraits de Thapsia garganica L. a été

déterminé a partir d’une courbe standard utilisant 1’acide gallique comme étalon de référence

(Fig. 11).
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Figure 11 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le pouvoir réducteur

II1.2. Choix du solvant d’extraction :
111.2.1. Polyphénols totaux

Dans cette partie de notre travail, quatre types de solvants ont été utilisés, a savoir :
I’acétone 50%, 1’é¢thanol 50%, méthanol 50% et 1’eau distillée, pour réaliser 1’extraction des
composés phénoliques a partir de Thapsia garganica L. Les résultats obtenus sont présentés

dans la Figure 12.
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Figure 12 : Effet du type de solvant sur le dosage des polyphénols totaux dans le
protocole d’extraction
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Les résultats de la représentation graphique nous laissent remarquer que pour les
extraits phénoliques de Thapsia garganica L obtenus, la teneur la plus élevée en polyphénols
totaux est enregistrée pour I’acétone en moyenne 727. 370 = 25.116 mg EAG/100g MS,
suivi par I’extrait de méthanol avec 557.520 + 8.678 mg EAG/100g MS, puis I’extrait de
éthanol 525.910 + 22.286 mg EAG/100g MS, et enfin I’extrait qui donne la plus faible
teneur est celui a base d’eau distillée 428.130 + 11.485 mg EAG/100g MS.

L’analyse statistique, d’aprés le test Anova One way, indique une différence
significative entre les quatres solvants utilisés pour l’extraction concernant la teneur en

polyphénols.
111.2.2. Pouvoir réducteur

Les résultats pour le choix du solvant sont exprimés dans la Figure 13.
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Figure 13 : Variation du type de solvant d’extraction pour le pouvoir réducteur

L’¢tude statistique indique une différence non significative entre le méthanol a 50%
avec une moyenne de 185,010 = 2,313 mg EAG/100g MS ) et I’acétone a 50% : 184,420 +
2,142 mg EAG/100g MS ), alors qu’il y a une différence significative entre 1’eau distillée :
145,830 £ 2,350 mg EAG/100g MS ) et le méthanol a 50%, entre I’acétone a 50% et 1’éthanol
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a 50% (136,97 + 0,549 mg EAG/100g MS ), entre 1’eau distillée et 1’éthanol a 50%, I’eau

distillée et I’acétone a 50%, et entre 1’éthanol a 50% et le méthanol a 50%.
111.3. Choix de la concentration du solvant d’extraction :
111.3.1. Polyphénols totaux

Pour le deuxiéme parametre, afin d’extraire le maximum de composés phénoliques
nous avons utilisé le meilleur solvant qui est 1’acétone, a des concentrations différentes: 25%,
50%, 75%, 100%. Les résultats de la quantification des polyphénols totaux sont illustrés sous

forme d’histogrammes (Fig. 14).
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Figure 14 : Dosage des polyphénols totaux en fonction de la concentration de I’acétone

D’apres les résultats de I’analyse statistique, la teneur la plus élevée en composés
phénoliques a été enregistrée pour I’acétone a 50%, : 831,280 + 18,140 mg EAG/100g MS,
alors que la teneur la plus faible a été enregistrée pour 1’acétone a 100% : de 696.09 + 7.239
mg EAG/100g MS.

Les résultats obtenus pour les autres concentrations sont en moyenne de 703,08 +
27,997 mg EAG/100g MS pour la concentration de 25%, et de 794,18 + 23,577 mg
EAG/100g MS pour la concentration de 75%. Ainsi, la concentration de 50% d’acétone est

celle qui permet d’obtenir le meilleur taux d’extraction des polyphénols totaux.
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L’étude statistique montre une différence significative entre toutes les concentrations

testées.

111.3.2. Pouvoir réducteur

Les résultats obtenus ont montré que le pouvoir réducteur varie en fonction des ratios

du solvant choisi (I’acétone) pour I’extraction (Fig. 15).
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Figure 15 : Pouvoir réducteur en fonction de la concentration du solvant

la concentration d’acétone de 50% est celle qui présente le meilleur résultat en maticre
de pouvoir réducteur avec une moyenne de 171,81 + 1,683 mg EAG/100g MS. Pour les autres
concentrations, les moyennes observées sont de : 152,83 + 5,240 mg EAG/100 g MS pour la
concentration de 25% : 149,23 + 6,657 mg EAG/100g MS pour 75%, et de 62,44 + 3,800 mg
EAG/100g MS pour 100%.

L’analyse statistique indique une différence significative entre toutes les concentrations

testées.
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I11.4. Optimisation de quantité du poudre (rapport solide / liquide )
111.4.1. Polyphénols totaux

L’impact du rapport solide/ liquide sur I’extraction des polyphénols de Thapsia
garganica L. est mesuré avec les rapports 0,1/10, 0,2/10, 0,4/10, 0,6/10 ; P/V (Fig. 16). En

augmentant le rapport solide/liquide, celui-ci a eu un effet négatif sur 1’extraction.
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Figure 16 : Effet de la quantité de poudre de la plante sur le rendement d’extraction.

En effet, le rapport solide/liquide de 0,1/10 est celui qui permet d’extraire le meilleur
taux de polyphénols, avec en moyenne 790,05 + 13,211 mg EAG/100 g MS, alors que la
teneur en polyphénols totaux la plus faible a été enregistrée pour le rapport 0,6/10 de, 509,32
* 8,358 mg EAG/100g MS, avec une moyenne de 605,43 £ 9,563 mg EAG/100g MS pour le
rapport 0,2/10, et de 596,70 = 5,298 mg EAG /100g MS pour le rapport 0,4/10.

L’analyse statistique indique une différence significative entre les différents rapports

employeés.
111.4.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est de 186,90 + 4,318 mg EAG/100g MS pour 0,1/10; de
151,43 £ 5,597 mg EAG/100g MS pour 0,2/10; de 156,54 + 8,256 mg EAG/100g MS pour
0,4/10 ; et de 128,98 + 1.600 mg EAG/100g MS pour 0,6/10 (Fig. 17).
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Figure 17 : Pouvoir réducteur en fonction de la quantité de poudre

Le test ANOVA One Way montre une différence significative concernant la teneur en
polyphénols totaux pour les différentes quantités de poudre testées pour 1’extraction.

I11.5. Optimisation du temps d’extraction :
111.5.1. Polyphénols totaux

Afin d’extraire le maximum de polyphénols, différents temps de macération ont été
adoptés : 5 min, 15 min, 30 min, 60 min, 90 min et 120 min. Les résultats obtenus sont

présentés dans la Figure 18.
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Figure 18 : Représentation graphique des variations de la durée d’agitation sur
I’extraction des polyphénols
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D’apres les résultats obtenus dans la représentation graphique ci dessus, le meilleur
temps d’extraction est de 30 min, qui a donné la meilleure teneur en polyphénols avec une
moyenne de 670,42 = 15,103 mg EAG/100g MS, suivi par le temps de 90 min avec 667,53 +
12,560 mg EAG/100g MS, puis 120 min de 656,40 £ 14,757 mg EAG/100g MS, ensuite 60
min avec 653,89 + 23,871 mg EAG/100g MS, aprés 15 min avec 641,93 + 8,415 mg
EAG/100 g MS, et enfin 5 min qui donne la plus faible teneur : 593,14 + 18,076 mg
EAG/100g MS.

Les résultats illustrées sur la Figure 18 indiquent une différence significative entre la
durée d’extraction de 5 min qui donne la moyenne la plus faible et les autres valeurs,

contenant la durée d’extraction de 30 min exprimant la valeur la plus élevée.
111.5.2. Pouvoir réducteur

Dans cette étape, les durées d’extraction ont été de I’ordre de 5 minutes, jusqu’a 50

minutes, et les résultats sont présentés dans la Figure 19.
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Figure 19 : Effet du temps d’extraction sur le pouvoir réducteur
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Les résultats obtenus et ’analyse statistique révelent une différence significative entre
le pouvoir réducteur a un temps de 5 minutes et a un temps de 30 minutes. On observe aussi

une différence significative entre le temps de 60 minutes et le temps de 90 minutes.

Le pouvoir réducteur est de 153,99 + 4,730 mg EAG/100g MS pour un temps de 5
minutes, de 164,17 + 3,651 mg EAG/100g MS pour 15 minutes, de 165,42 + 8,448 mg
EAG/100g MS pour 30 minutes et de 168,32 + 6,005 mg EAG/100g MS pour 60 minutes. On
note en outre un pouvoir réducteur de 160,52 + 5,353 mg EAG/100g MS pour 90 minutes et
de 160,36 + 5,100 mg EAG/100 g MS pour 120 minutes.

111.6. Détermination de la température
111.6.1. Polphénols totaux

Afin d’extraire la plupart des polyphénols totaux a partir des racines de la plante,
différentes températures ont été testées: 25°C, 40°C, 50°C, 70°C, 90°C . Les obtenus résultats

sont présentés dans la Figure 20.
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Figure 20 : Variation de la température dans le protocole d’extraction des polyphénols
totaux

En ce qui concerne I’analyse statistique, le test ANOVA One Way indique que la
température impacte de manicre significative sur I’extraction des composés phénoliques. On
remarque que 25°C est la température qui donne un rendement maximal (740,21 + 14,368 mg

EAG/100g MS). Par contre, 40°C est la température qui donne le rendement le plus bas
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(608,00 + 10,022 mg EAG/100g MS). Les autres résultats sont : pour 50°C (648,35 + 11,023
mg EAG/100g MS), pour 70°C (719,81 = 5,254 mg EAG/100g MS), et pour 90°C (729,25 +
6,370 mg EAG/100g MS).

Il existe une différence significative entre toutes les températures testées sauf entre

25°C et 70°C et 90°C, qui ne présentent pas de différence significative entre elles.
111.6.2. Pouvoir réducteur

La température est un facteur influengant le pouvoir réducteur, et ¢’est pour cette raison
que nous avons procedé a différentes extractions avec différentes températures. La Figure 21

illustre les résultats de ces essais.
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Figure 21 : Effet de la température sur le pouvoir réducteur dans le protocole
d’extraction

Le pouvoir réducteur le plus élevé est obtenu a la température de 25°C avec une
moyenne de 165,33 + 2,839 mg EAG/100g MS. Elle est suivie par la température de 90 °C
avec 162,43 + 1,409 mg EAG/100g MS, puis a 70°C avec 156,29 + 4,359 mg EAG/100g MS,
et celle de 131,40 + 2,931 mg EAG/100g MS. La moins importante est 40°C qui donne
129,29 + 3,190 mg EAG/100g MS.

L’¢étude statistique montre qu’il y a une différence significative entre toutes les

températures utilisées, sauf entre 40°C et 50°C ou on note une différence non significative.
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V. Discussion :

Le but du présent travail est d’évaluer les meilleures conditions d’extraction des
composés phénoliques totaux chez Thapsia garganica L. L’extraction de principes actifs a
haute valeur ajoutée a partir de la matiére végétale, notamment le cas des polyphénols, qui
suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a leur pouvoir antioxydant, est une étape trés
importante dans l'isolement aussi bien que dans I'identification des composés phénoliques. En
conséquence, beaucoup d'auteurs ont étudié 1'influence de différentes conditions d’extraction
sur les rendements d’isolement des composes phénoliques de source végétale (Khali et al.,
2013).

En observant les résultats que nous avons obtenus au test des polyphénols totaux,
I’acétone est considérée comme étant le meilleur solvant pour I’isolement des composés
phénoliques, car le test du pouvoir réducteur a laissé apparaitre une teneur de 184,42 + 2,142
mg EAG/100g MS ; qui est plus proche de celle du méthanol (185.01 + 2.313 mg EAG/100g
MS). Pour cette raison nous avons choisi 1’acétone au lieu du méthanol, car il présentait le
taux de polyphénols totaux le plus élevé. De plus, il n’y a pas de différence significative entre

eux concernant la détermination du pouvoir réducteur.

L’étude menée par Sait et al. (2012) a montré que le méthanol était le meilleur solvant
d’extraction des polyphénols parmi deux autres solvants de polarités différentes
(dichlorométhane et hexane). D’un autre coté, Cheurfa et Bachagha (2013), ont montré que
la teneur la plus élevée en phénols totaux des extraits de feuilles et de racines a été marquée
par les extraits éthanoliques respectivement de 57,53+2,01 et 57,46+2,46 (mg EAG/g
d’extrait). Par contre, I’étude de Idir et Ouadir (2012) a montré que la teneur la plus élevée
en phénols totaux des racines a ét¢ marquée par 1’extrait d’hexane (79,1+2.26 mg équivalent
acide gallique/g d’extrait) qui est supérieure a celle de 1’extrait éthanolique (59,7+2,42 mg

équivalent acide gallique/g d’extrait).

Une autre étude effectuée par Djeridane et al. (2006), a montré que le taux de
polyphénols dans I’extrait éthanolique est plus bas que celui trouvé dans nos résultats, mais
un peu plus élevé que pour I’eau distillée. Par contre nos résultats sont similaires a ceux
enregistrés par Al-Farsi et Lee (2008) qui ont constaté que 1’acétone a 50% est le meilleur
solvant pour I’extraction des composés phénoliques des dattes, de méme que pour Metrouh

(2018) chez Chamaemelum nobil.

-33-



Chapitre V. Discussion

D’apres Khali et al. (2013), divers solvants ont été utilisés pour 1’extraction des
principes actifs, englobant I’eau, I’acétone, 1’éthanol et le méthanol. Puis ils ont montré que la
macération est la meilleure méthode pour I’extraction des polyphénols totaux (19,88 mg
équivalent d’acide gallique /g PS en moyenne) et des flavonoides (8,25 mg équivalent de
quercétine /g PS en moyenne). En outre, Ils sont résumé que I’éthanol et 1’acétone sont

préférables pour 1’extraction de ces biomolécules.

Il apparait évident alors qu’il n’existe aucune méthode commune pour déterminer la
nature du solvant a utiliser, que ce soit entre les taxons, ou dans le méme taxon, a cause des
conditions environnementales qui sont capables de générer des variations dans les taux de
composés phénoliques, bien que les types de composés soient génétiquement fixés (Srick et
al., 2007).

L’altération dans les teneurs en composés phénoliques entre nos échantillons de
Thapsia garganica L. et ceux de ces auteurs, pourrait étre attribuée aux méthodes
d’extraction, a la région de récolte, a la période de récolte, en plus de I’influence de plusieurs
facteurs comme la profondeur, la lumiere, les nutriments, la salinité, la nature du sol, le climat

et la pression des herbivores (Zubia et al., 2007).

Idir et Ouadir (2012) ont remarqué que 1’extrait éthanolique des racines a donné un
taux d’extraction supérieur a celui de 1’extrait éthanolique des feuilles. Cela suggérerait la
richesse des racines en composés phytochimiques autres que les composés phénoliques

(lipides, gommes, etc.).

Donc la solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique dans la
plante, qui varie de composés simples, a fortement polymérisés. Les matieres végétales
peuvent contenir des quantités variables d'acides phénoliques, phénylpropanoides,
anthocyanines, et tanins. Cette diversité structurale est responsable de la grande variabilité des
propriétés physico-chimiques influencant I'extraction des polyphénols (Mahmoudi et Khali,
2013).

La dissolution des composés phénoliques est gouvernée par le type de solvant utilisé
(polarité), du degré de polymérisation des polyphénols, ainsi que des interactions des
composés phénoliques avec d’autres composés de la plante et la formation des complexes

insolubles (Kitoune et Outmazirt, 2018).
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Plusieurs auteurs, comme Youcefi et Djeridane (2008), ont montré que non seulement
les organes de plante différent par la composition chimique, et la nature des polyphénols, mais
chaque plante différe de ’autre par ces compositions, et chaque composé chimique est
extractible par un solvant approprié. Dans notre étude 1’acétone est le bon solvant pour
I’extraction. D’apres Chaalal et al., (2012), 1’acétone est le solvant le plus adéquat pour
extraire les composés phénoliques a partir de la figue de Barbarie , ce qui concorde avec les

résultats de ce travail.

L’intérét du présent travail est port¢ d’une part, sur le dosage des composés
phénoliques des racines de Thapsia garganica L. dont les polyphénols totaux, flavonoides et
tannins condensés en utilisant comme solvant d’extraction 1’éthanol aqueux a 96%. Le résultat
du dosage pour les polyphénols totaux est de 1,20+0,10 mg EAG/g MS (Outroune et
Ramini, 2018).

Khacheba et Benamar (2008) et Djeridane et al. (2010), ont exposé six plantes, dont
Thapsia garcanica L. a une succession d’extractions des polyphénols par 1’eau distillée et le
méthanol pur, pour obtenir finalement des extraits aqueux et des extraits méthanoliques a
100%. Apres avoir comparé les teneurs en composés phénoliques des extraits méthanoliques
et aqueux des six plantes étudiées, ils ont remarqué que les extraits aqueux de quelques
plantes renfermaient des teneurs en phénols totaux plus élevées par rapport aux extraits
méthanoliques de ces plantes. Ce qui fait qu’une simple explication peut étre envisagee, du
fait que I'extraction méthanolique a été précédée par une extraction aqueuse et elle n'a extrait
que le reste qui n'est pas passé dans l'eau distillée. Par contre, I'extrait méthanolique d’autres
plantes a présenté une teneur en phénols totaux supérieure a celle de I'extrait aqueux, ce qui
peut étre expliqué par le fait que ces plantes contiennent d'autres composés phénoliques non

extractibles par I'eau et qui sont passes dans le méthanol.

Ainsi, Mohammedi et Atik (2011) ont trouvé que I’utilisation de solvant mixte
aboutit a un fort enrichissement des extraits en polyphénols. En outre, les résultats rapportés
par Bourgou et Serairi Beji et al. (2018) ont montré que les extraits aqueux et ceux mixtes,
possedent des teneurs élevées en composés phenoliques, et ceci indépendamment du solvant
utilisé. De plus, selon Yap et al. (2009), une proportion élevée en eau dans le systeme du

solvant favoriserait I'extraction des composés phénoliques totaux.

Les résultats obtenus par ces auteurs, soutenus par nos résultats, ont montré que la plus
importante teneur en polyphénols venait de 1’extrait acétonique a 50%, alors que la plus faible

teneur était pour 1’extrait d’acétone pur, les mémes résultats étant valables pour le pouvoir

-35-



Chapitre V. Discussion

réducteur. La raison en est que l'eau distillée a la capacité d'extraire plusieurs composes
polaires, autres que les polyphénols, tels que les alcaloides, les protéines, les sucres et
d'autres composes qui sont dosables par le réactif de Folin-Ciocalteu, ce qui entrainerait une
augmentation des teneurs en composé€s phénoliques et d’autres composés chimiques comme
les composés apolaires, peut-étre beaucoup plus solubles dans le solvant d’extraction que dans

I’eau distillée. Donc il serait préférable de les mélanger.

D’apreés Youcefi et Djeridane (2008), le rapport 0,5/10 est celui qui donne un
rendement maximal pour I’extraction des polyphénols de Thapsia garganica. Dans une autre
étude, Sebaihi et al (2012) a montré que le rapport de 2,5/10 est le meilleur pour donner un
rendement maximal de polyphénols chez Thapsia. Notre étude, en comparaison avec les
auteurs mentionnés ci-dessus, a montré que le rapport 0,1/10 est le meilleur pour 1’extraction,
bien que nous ayons utilisé le rapport 0,6. Mais aucun extrait n’a été obtenu dans notre cas

que ce soit dans le dosage des polyphénols ou dans le pouvoir réducteur.

L’augmentation du rapport solide/liquide a un effet négatif sur I’extraction. En effet, le
rapport solide/liquide de 0,1/10 est celui qui permet d’extraire le meilleur taux quelque soit le
solvant étudié. Au-dela de ce rapport, les taux diminuent. Pradal (2016), a énoncé que pour
I’obtention d’une extraction efficace, le solvant devait pénétrer la matrice solide pour
atteindre les solutés. Ainsi, le volume de solvant doit étre suffisant pour permettre un transfert
plus facile du soluté vers le solvant. Donc dans notre étude, le volume de 10 ml de solvant est
suffisant par 0,1g de poudre, ce qui permet une bonne diffusivité des solutés a I’intérieur. Un

exces, méme léger, peut entrainer une saturation.

Dans notre travail, les meilleurs temps d’extraction obtenus se situent entre 30 min et
60 min, que ce soit dans le dosage de polyphénols ou pour le pouvoir réducteur. Néanmoins,
plusieurs chercheurs ont attiré 1’attention sur la possibilité de 1’oxydation des composés
phénoliques si le temps d’extraction est long, ce qui peut mener a I’inverse des résultats

escomptes (teneurs tres basses).

Boudjeneh et al. (2010) ont montré qu’une durée de 7 heures est le meilleur temps
pour extraire le maximum des polyphénols. Le temps de 24 heures est la valeur optimale pour
un meilleur rendement pour Thapsia garganica d’aprés Cheurfa et Bachagha (2013). Par
contre, le temps qui donne un meilleur rendement en polyphénols selon Sait et Smaoun
(2012) est de 2 heures. D’aprés nos résultats, un temps de 30 min est considéré comme étant

un optimum pour I’optimisation de 1’extraction des composés phénoliques. Ceci est en accord
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avec les resultats de Tajnuba et al. (2016), qui indiquent que 1’extraction des composés
phénoliques a un temps de 30 min semble le plus efficace pour augmenter les taux
d’extraction. La diminution des teneurs en composes phénoliques au dela de ce temps, peut
étre expliquée par la dégradation des composés phénoliques solubilisés, ou a une éventuelle
condensation des composés bioactifs au cours de I’extraction prolongée (Belmahdi, 2018).
On peut déduire que, la taille de moléculaire, la quantité ou bien le rapport entre le solvant et
le soluté et la structure chimique des polyphénols dans 1’échantillon, déterminent le temps

nécessaire pour 1’extraction.

Selon nos résultats et ceux de plusieurs autres auteurs (Chiang et al., 1994 ;
Boudriess et Belmahedi, 2018), le meilleur résultat pour le pouvoir réducteur et le dosage
des polyphénols, correspond a la température de 25°C. Il est remarquable qu’il y ait une
diminution du taux de polyphénols a 40°C et 50°C, puis un retour avec une augmentation de
ce taux aux températures de 70°C et 90°C donnant une teneur proche a celle de 25°C.

Spigno et al. (2007) ont rapporté que la température a un effet sur Il'efficacité de
I'extraction, car la température d'extraction affecte la solubilité, le taux de transfert de masse,

et la stabilité des composes phénoliques.

D’aprés tout ces résultats, il est facile de comprendre que la température joue un
double rdle, d’une part une augmentation de cette derniere permet [’amélioration des
rendements d’extraction en composés phénoliques et 1’activité antioxydante en augmentant la
solubilité et le coefficient de diffusion des composés (Dent et al., 2013), et d’autre part toute
¢lévation de température provoque la diminution du taux d’extraction en raison de la
déstabilisation et la dégradation des composés phénoliques par hydrolyse, réactions

d’oxydoréduction ou par polymérisation (Medina-Torres et al., 2017).
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Conclusion et perspectives

Durant la présente étude nous nous sommes proposés d’optimiser 1’extraction des
antioxydants par le dosage des polyphénols et de déterminer le pouvoir réducteur des extraits
de poudre de Thapsia garganica L.

Le plan d’expérience a permis d’identifier les meilleurs paramétres d’extraction :
acetone 50% a un volume de 10ml a une température ambiante, sous agitation, pendant un

temps d’extraction de 30 min.

Le présent travail montre que les teneurs en polyphénols et que le pouvoir réducteur
de D’extrait optimisé sont respectivement de 740.21 + 14.368 mg EAG/100g MS. et 165,33 +
2,839 mg EAG/100g MS.

Afin d’obtenir une extraction efficace et optimale des polyphénols de Thapsia
garganica L., et en résumant les différentes étapes d’extraction menées sous différentes

conditions, certaines conclusions s’imposent :

L’extraction des composés phénoliques a partir des racines de Thapsia garganica L. a
indiqué que ce sont les extraits par 1’acétone qui ont montré les taux d’extraction les
plus élevés, ce qui nous a permis de constater sa richesse en composés de polarité

réduite.

- Les extraits aqueux ont donné le rendement le plus élevé en composés phénoliques,

étant donné que ces derniers constituent la moitié des petites molécules trés polaires.

- La teneur en polyphénols est influencée par le rapport solide/liquide de fagcon
significative, le meilleur rapport trouvé étant de 0,1/10.

- La température optimale pour I’extraction des polyphénols de Thapsia garganica L.
est de 25°C. sans oublier le paramétre du Temps d’extraction qui affecte aussi

I’extraction.

Enfin, afin de compléter ce travail, il serait trés intéressant :
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D’optimiser d’autre parameétres influengant 1’extraction des polyphénols tels que : le
pH, lintensité d’agitation, la taille des particules de poudre, la granulométrie, mais
aussi la variété et le climat qui pourraient éventuellement améliorer le rendement de
I’extraction.

D’utiliser d’autres techniques d’extraction dans le but d’extraire le maximum des
composés phénoliques.

De déterminer I’effet des extraits optimaux sur la santé par la réalisation des tests in
Vivo.

De purifier, identifier et quantifier les antioxydants, en utilisant des techniques
d’analyses avancées (HPLC, RMN, etc.).

Elargir le panel des activités antioxydantes avec d’autres études sur les tests

biologiques en tant que plante anti- inflammatoire et anti-cancéreuse.
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Résumé

La présente étude a consisté a optimiser les paramétres d’extraction des composés
phénoliques a partir de la partie souterraine d’une plante médicinale endémique du nord
algérien, issue de la région de Bordj Bou Arreridj : Thapsia garganica L. de la famille des

Apiaceae.

L’effet du solvant (acétone, méthanol et éthanol et 1’eau distillée), du rapport
solvant/eau, échantillon/solvant, de la durée d’extraction, et de la température sont ont été

étudiés.

Les résultats du dosage des polyphénols et du pouvoir réducteur ont montré que les
conditions expérimentales optimales permettant une maximisation de 1’extraction des
polyphénols de Thapsia garganica sont ; le solvant (acétone) a une concentration de 50% et la
quantité de poudre de plante de 0,1 g pour une durée de macération de 30 minutes a une

température ambiante (25°C).

Mots-clés : Thapsia garganica, Apiaceae, Composés phénoliques, Optimisation d’extraction,

Conditions d’extraction.

Summary

The present study consists to optimize extraction parameters of phenolic compounds
of the underground part of medicinal endemic plant Thapsia garganica L. (Apiaceae), in north
Algeria from the region of Bordj Bou Arreridj] :

The effect of the solvent type (acetone, methanol, ethanol and distilled water), solvent/

water ratio, sample/ solvent ratio, extraction time, and temperature were studied.

The polyphenol content and reducing power assay showed that the optimal experimental
conditions allowing a maximization of the Thapsia garganica L. polyphenols extraction are;
the solvent (acetone) at the concentration of 50% and 0.1 g plant powder for a maceration
time of 30 minutes in ambient temperature (25°C).

Keywords : Thapsia garganica, Apiaceae, Phenolic compounds, Extraction optimization.

Extraction conditions.
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