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Introduction

Introduction

La phytothérapie est I'une des plus vieilles médecines du monde. Elle représente une
alternative intéressante pour traiter et soigner sans créer de nouvelles maladies. Malgré le
développement phénoménal de I’industrie pharmaceutique et chimique, I’intérét populaire
pour la phytothérapie n’a jamais cessé d’évoluer. De nos jours, ces deux types de médications
se retrouvent intimement liés puisque le modele moléculaire de la plupart des médicaments

mis sur le marché, a pour origine la plante (Belkacem, 2009).

Depuis des milliers d'années, I'Homme utilise diverses ressources trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner certaines maladies. Les plantes médicinales sont les
plus utilisées en phytothérapie. La valeur médicinale de ces plantes est liée a leurs composées
phytochimiques (Mohamed et al., 2009). L’organisation mondiale de la santé (OMS) estime
qu'environ 80% des habitants ont recours aux préparations traditionnelles a base de plantes
(Karou et al., 2005).

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’actualité malgré son ancienneté. Cela
tient principalement au fait que le régne végétal représente une source importante d’une
grande variété de molécules bioactives qui le rend un sujet d’intérét scientifique (Falleh et al.,

2008).

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit
dans I’industrie, en alimentation, en cosmétologie et en pharmacologie. (Vercauteren et al.,
1998). Parmi ces composés, on retrouve essentiellement les métabolites secondaires, qui se

sont surtout illustrés en thérapeutique (Bahorun, 1997).

Thapsia garganica L. occupe une place privilégiée dans le traitement de certaines
pathologies. En effet, les racines ont été utilisées pour le traitement de maladies pulmonaires,
de la cataracte et des arthrites rhumatoides (Nelson et Stoltz, 2007). Elle appartient a la
Famille des Apiacées qui forme un ensemble de plantes dicotylédones trés homogene, une des
plus faciles a reconnaitre de la flore, grace a ses inflorescences en ombelles (lariushin, 2012).

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

pathologies dégénératives (Pasquier, 1995).
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Durant le métabolisme énergique, en addition a d’autres voies, des especes dérivées de
I’oxygéne sont générées, tres réactives, assurant habituellement le bon fonctionnement de
I’organisme et la sant¢ des Mammiferes. En outre, ces derniers possédent des systemes
moléculaires de neutralisation du surplus de production de ces especes réactives de 1’oxygene,
grace a leur pouvoir antioxydant. Toutefois, dans des conditions physiopathologiques, la
balance penche en faveur du rehaussement des taux en substances pro oxydantes, ou leur
excés peut étre néfaste en s’attaquant a des biomolécules telles que : les protéines, les
glucides, les lipides et I’ADN (Favier, 2003). A des concentrations élevées, les ROS jouent
un role dans le processus de vieillissement ainsi que dans un certain nombre de maladies
humaines, notamment le cancer, I'ischémie et les défaillances de I'immunité et des fonctions

endocriniennes (Matés, 1999).

Pour cette raison, notre travail portera sur 1’évaluation de 1’activité antioxydante in
vitro des extraits des racines de Thapsia garganica L. Pour cela, nous nous sommes fixés les

objectifs suivants :

» Extraction des composés phénoliques contenus dans les racines de Thapsia
garganica L.

> Dosage des composés phénoliques totaux des extraits obtenus.

» Evaluation de I’activité antioxydante de ces extraits par la mesure du pouvoir
réducteur, la réalisation du test du DPPH, TAC, chélation du fer, test de

I’H202, et blanchissement du 3 carotene.
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Chapitre I: Thapsia garganica L.
I -1- Les Apiaceae

Comprenant 434 genres et environ 3 700 especes, la Famille des Apiaceae est un
ensemble relativement homogéne de plantes dicotylédones. Ses espéces sont souvent
aromatiques et réparties dans la majeure partie du globe, mais elles sont plus communes dans
les régions montagneuses tempérées et relativement rares dans les régions tropicales. Elles se
caractérisent par des tiges creuses, des racines pivotantes et des grappes de fleurs & sommet
plat appelées ombelles, d’ou son nom d’ombellifere (Lariushin, 2012). Certaines sont
toxiques et leur toxicité est due a des carbures acétyléniques (Cigué aquatique), ou des

lactones comme Thapsia garganica L. (Bruneton, 2005).
| -1-1 Caractéristiques des Apiaceae

La majorité des Apiaceae sont des plantes herbacées annuelles, bisannuelles ou vivaces.
La caractéristique principale de cette Famille est I’inflorescence : & ombelles composées ou
simples parfois en cymes. Les fleurs sont blanches ou plus rarement jaunétres, généralement
hermaphrodites. L’appareil souterrain pérenne est tres varié : racines, rhizomes et tubercules.
Les feuilles sont alternes, sans stipules, et le plus souvent composees, a folioles finement
découpées, mais certaines especes ont des feuilles entiéres. Les racines et les feuilles sont
parcourues par des canaux sécréteurs qui contiennent un mélange d’essence et de résine. Les
fruits, secs, sont des schizocarpes (diakenes) qui se scindent en deux a maturité, chaque partie
contenant une graine. lls sont tres diversifiés par leurs formes externes : présence de crochets
ou d'épines, de protubérances ou de poils, parfois d'ailes, qui sont importants a observer pour
la détermination des espéces. Les tiges sont fistuleuses et elles sont a entre-nceuds souvent
creux, a canaux sécréteurs contenant des huiles essentielles et des résines, des saponines
triterpéniques, des coumarines, falcarinone, trisaccharide comme élément de réserve
(Lariushin, 2012 ; Gasse, 1989).

| -1-2 Distribution

Les Genres se répartissent entre les divers continents, avec une prédominance pour
I’Asie (265), ’Amérique (197), I’Europe (139), I’Afrique (126) etl’ Australie (36). Les
Apiaceae occupent une place importante dans la flore algérienne ou elle est représentée par 56

genres, 130 especes (dont 24 endémiques) et 26 sous especes (Jubrane et al., 2009).
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I -1-3- Reproduction

La plupart des Apiaceae sont pollinisées par les insectes, principalement des mouches,
moustiques, ou certaines abeilles et papillons. L'autofécondation est pourtant fréquente.
(Egasse, 1989).

I -2 L’espece Thapsia garganica L.
D’aprés Lauzer (1968) le nom Thapsia garganica L. est composé de deux mots :
- Thapsia : mot tiré de 1’ile de Thapsos ou elle a été découverte pour la premiére fois.

- garganica : épithéte donné par rapport au nom d’une montagne en Italie nommée Gargano

ou elle se trouve en abondance (Cheurfa et Bachagha, 2013).
I-2-1 Taxonomie

Tableau I : Classification de Thapsia garganica L. (Hammiche et al., 2013).

Position systématique Noms vernaculaires
Regne Plante En arabe En frangais
Ordre Apiales
Famille Apiaceae &bis Thapsie
Genre Thapsia BB Thapsie du mont Gargan
Espéce Thapsia garganica L.

I -2-2 Description morphologique

Plante vivace, sa racine est épaisse allongée, grisatre a I’extérieur et blanche a
I’intérieur, remplie d’un suc laiteux, trés caustique (Fig. 1). Sa tige est forte, droite Iégerement
striée et fistuleuse. Elle se ramifie en rameaux laches, étalés, garnis de feuilles pétiolées, deux
ou trois fois ailées, glabres a folioles lanceolées, aigués, d’un vert luisant en dessus, plus
pales, nerveuses et ridées en dessous. Les pétioles s’élargissent a leur base en une gaine ample
et membraneuse. Les fleurs, d’un jaune péle, forment plusieurs ombelles composées de huit a
douze rayons. Les fruits mesurent de 15 a 25 mm x 10 a 15 mm (Roques, 1835 ; Kadda et
al., 2017).
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(1) () ®3)
Figure 1 : Photographies des racines et parties aériennes de Thapsia garganica L.

Photos personnelles (2019).

I -2-3 Composition chimique

Les études photochimiques sur Thapsia garganica L. montrent que la plante est riche
en différents constituants bioactifs. D’aprés Dujardin-Beaumetz et Egasse (1989) ses
racines sont constituées de : Amidon : 22,510%, Gomme : 5,179%, Gomme résine : 5,759%,
Résine : 2, 554%, Albumine : 1,354%, Matiéres inorganiques : 8,760%. La proportion de la
résine varierait de 2% dans les racines fraiches a 15 % dans les racines seches. Par contre,
d’autres études n’en trouvent que 5 %. Aprés une étude chimique de Thapsia garganica L.

Canzoneri (1883), avait obtenu les composés suivants :

1
2- De I’acide caprylique.

Un acide bibasique de la série oxalique appelé acide thapsique de formule C15H300..

3- Une substance vésicante en lamelles fusibles soluble dans I’alcool et 1’éther.
4

Un peu de cire et de résine (Riche, 1895).
I -2-3-1 Les lipides

L’analyse de I’extrait des fruits de T. garganica L. indique la présence de lipides, dont
deux ont été principalement isolés : le 2-hydroxméthyl-1,4-dioxacycloicosane-5,20-dione et
le 3-hydroxy-1,5-dioxacyclohénicosane-6.21-dione. Ces lipides macrocycliques sont sans

précédent dans le regne végétal (Huizhen et al., 2004).
I -2-3-2 Les huiles essentielles

L’analyse des huiles essentielles de I'écorce des racines (en Algérie), des feuilles, des
fleurs et des tiges (Italie, Tunisie) de T. garganica L. il a permet d’identifié 37 composés
représentant 97,01% de la composition totale de I'nuile. Les composés prédominants dans les
huiles de toutes les parties de la plante sont les hydrocarbures sésquiterpéniques et les
monoterpénes oxygénés. Parmi ces composés, la myristicine, la B-thujone et 1’élémicine

5
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étaient les composants dominants, contribuant a 15,07%, 14,86% et 13,06% du total,
respectivement. Il n’a pas été signalé d’autres cas de B-thujone en tant que constituant majeur
de T. garganica L. (Kadda et al., 2017; Avato, 1991).

I -2-3-3 Les composés phénoliques

Djeridane et al. (2007) ont revélé que la composition phénolique des extraits
éthanoiques de Thapsia garganica L. était relativement faible, soit de 2,5 mg équivalent
d’acide gallique par gramme de matiére séche. L’analyse par HPLC de ces extraits a révélé
que les flavonoides représentent 98% (m/m) des composés phénoliques totaux avec la
détection de la quercétine, et aussi que les dérivés de I’acide hydroxycinnamique représentent
2% (m/m) des composés phénoliques totaux et que les dérivés de 1’acide hydroxybenzoique
sont inexistants (Barri, 2011). L’étude de I’effet cytotoxique de I’extrait des fruits de T.
garganica L. permet d’isoler des esters phénylpropanoides. lls sont identifiés comme étant 4
acyl différents (Fig. 2). Ce sont: I’angeloyl (3A), I’octanoyl (4A), 1’hexanoyl (5A), et le
butanoyl (6A) (Liu et al., 2006).
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Figure 2 : Structure des phénylpropanoides isolés de Thapsia garganica L. (Liu et al., 2006).
I-2-3-4 Les composés terpeniques

Les composeés terpéniques que 1’on retrouve chez le Genre Thapsia sont des lactones
sesquiterpéniques. Les lactones sesquiterpéniques de 1’espéce T. garganica L. sont des
hyxaoxygenées guaianolides appelées thapsigargines (Fig. 3). Des analyses par HPLC
quantitative des thapsigargines, effectuées sur différents organes, indiquent qu’elles sont
principalement riches en thapsigargine, thapcigargicine, nortrilobolide, et thapsivillosine 1 et
J (Smitt et al., 1995 ; Christensen, 2015).
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Figure 3 : Structures des sesquiterpénes de Thapsia garganica L. (Ibrahim et al., 2018)
| -2-4 Usage traditionnel

La partie employée de la thapsie est 1’écorce de la racine, bien que toutes les autres
parties de la plante referment le méme principe actif mais en quantité moindre (Dujardin-
Beaumetz et Egasse, 1989). L’écorce de la racine trouve encore quelques emplois en
médecine traditionnelle maghrébine, pour traiter la stérilitté féminine, les douleurs
rhumatismales, les entorses et surtout pour les maladies pulmonaires graves (Hammiche et
al., 2013).

En grande Kabylie (Algérie), cette plante a été utilisée pour traiter les maladies de
I’appareil respiratoire : 1a bronchite aigie, la pneumonie et la toux. La racine fraiche est lavée
et recouverte de cendres chaudes jusqu’a ramollissement et exsudation de la resine, puis
grossierement broyée et placée dans de la gaze. Le cataplasme ainsi obtenu est appliqué sur le
thorax, préalablement enduit d’huile d’olive, et maintenu par un foulard jusqu’a la sensation
de brllure. Le traitement est renouvelé chaque jour si nécessaire. Pour les enfants, on utilise
Une racine débarrassée de sa partie externe. Lorsque ’affection est moins sévere, 1’huile dans
laguelle on fait cuire une racine fraiche de thapsie est utilisée soit comme révulsif en frictions
sur le thorax, soit en usage interne a raison d’une cuillére a soupe par jour pour 1’adulte et
une cuillére a café pour I’enfant au-dessus de huit ans. Le suc frais est absorbé avec une datte
qui en dissimule I’acreté, comme purgatif drastique et emménagogue (Hammiche et al.,
2014 ; Dujardin-Beaumetz et Egasse, 1989).

En Kabylie, au printemps, il est d'usage de faire une cure dépurative. On procéde de la
manicre suivante : dans la partie inferieure d'un couscoussier, on fait durcir sept ceufs avec
une bonne poignée de racines ; la vapeur traverse la semoule disposée dans la partie
supérieure. Les ceufs accompagnés d'un bol de semoule, sont absorbe chaque matin, a jeun.
Une phase d’excitation proche de l'ivresse précederait la débacle intestinale. D’autre part,
mijotée pendant 10 minutes a plusieurs heures dans un récipient clos, avec de I'eau, de I'huile
ou du beurre, la racine fournit un décocté, un liniment ou une pommade ayant les mémes
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indications thérapeutiques. Un fragment de racine calmerait, par contact direct, les algies
dentaires (Hammiche et al., 2013). Il est a noter aussi qu’une décoction de 150 g de racines
dans un litre de lait, ce breuvage, détermine suivant le patient, des coliques, de la diarrhée et

provoque souvent 1I’avortement (Dujardin-Beaumetz et Gasse.1989).
| -2-5 Propriétés biologiques de Thapsia garganica L.
| -2-5-1 Cytotoxicité

Toutes les parties de la thapsie sont toxiques et irritantes pour la peau, particuliérement
la racine dont la partie externe renferme une résine tres agressive. (Hammiche et al., 2014).
La toxicité de la thapsie est due a la présence de lactones sesquiterpéniques, et notamment de
la thapsigargine. Le contact direct cause une dermatite qui se manifeste par un érythéme, des
démangeaisons et la formation de petites vésicules (Mohamed Ibrahim et al., 2018). Liu et
al., (2006) ont effectué des tests sur des cellules cancéreuses de la leucémie, du carcinome du
sein traité par la thapcigagargine et des phénylpropanoides isolés des fleurs de T. garganica
L. Les résultats ont montré que la thapcigagargine a une cytotoxicité élevée par rapport aux
phénylpropanoides.

| -2-5-2 Effet de la thapsigargine sur la réponse inflammatoire, libération de I’histamine

L’incubation des mastocytes péritonéaux traités par la thapcigargine en présence d'ions
calcium, méme a des faibles concentrations, a provoqué une libération d'histamine. Cette
libération contribue probablement aux effets irritants de la peau (Christensen, 2015). La
fixation de la thapsigargine sur les récepteurs des mastocytes, provoque une vasodilatation et
une augmentation de la perméabilité capillaire, signe d’une réponse inflammatoire. Un effet

similaire a été observé avec la thapsigargicine, mais sans étre aussi efficace (Ali et al., 1985).
I -2-5-3 Action de la thapsigargine sur le calcium

Les effets biologiques de la thapsigargine sont toujours liés a une augmentation de la
[Ca®*] cytosolique (I'homéostasie du Ca®*). Une preuve finale de cette hypothése a été
trouvée lors de I'inhibition de la pompe & Ca** ATPase (SERCA : qui pompe les ions Ca** du
cytosol vers le RE) du réticulum sarcoplasmique. Cette inhibition est due a la présence d’un
site de reconnaissance sur ces pompes (Lytton et al., 1991 ; Christensen, 2015). La
thapsigargine augmenterait la concentration intracellulaire de calcium sans 1’implication de
I’inositol-1, 4,5 triphosphate, messager intracellulaire impliqué dans la libération du calcium
(Takemura et al., 1989 ; Horn, 2018).
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| -2-5-4 Activité anti-tumorale de la thapsigargine

L’activité anti-tumorale de la thapsigargine a été étudiée en tant que pro- drogue dans
un certain nombre de maladies prolifératives, en particulier le cancer de la prostate et des
carcinomes hépatocellulaires (Horn, 2018). Les chercheurs ont congu, a partir de la
thapsigargine, une pro-drogue appelée G202. La G202 est hydrolysée par une
carboxypeptidase membranaire, spécifique des cellules cancéreuses prostatiques ; cette
hydrolyse active la G202 qui inhibe la pompe SERCA, ce qui induit la mort de ces cellules
par apoptose (Hammiche et al., 2013).

La thapsigargine a été couplée a un petit peptide, substrat d’'une enzyme de type
carboxypeptidase le PSMA (carboxypeptidase prostate-specific membrane antigen). Cette
thapsigargine modifiée (appelée G202) ne peut inhiber la pompe calciqgue membranaire
qu’aprés son activation, elle-méme provoquée par I’hydrolyse du peptide par 1’enzyme.
L’astuce est que cette enzyme spécifique de la prostate est par ailleurs exprimée par de
nombreuses cellules cancéreuses. Elle a ainsi été identifiée dans 66 % des cancers gastriques,
85 % des carcinomes colorectaux, et 100 % des cancers de la vessie. La G202 serait donc sans
danger dans la circulation sanguine ou pour les tissus sains, mais induirait de facon spécifique

et efficace la mort de cellules tumorales de différentes origines. (Denmeade et al., 2012).
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Chapitre 11 : Les radicaux libres et les antioxydants
11-1- Stress oxydatif

Le stress oxydant est classiquement défini comme un déséquilibre en faveur de la
production des ROS qui conduit & une oxydation accrue des composants cellulaires essentiels.
Ce déséquilibre pro-oxydant/antioxydant peut avoir une origine exogene : molécules
oxydantes, toxines comme les métaux lourds toxiques, ou une origine endogene
disfonctionnement de certaines sources de production et systémes d’élimination des ROS
(Melila et al., 2012).

11-2- Les radicaux libres (pro-oxydants)

Un radical libre est une espece chimique, neutre ou chargée, qui a la particularité de
porter un électron célibataire sur sa couche externe, ce qui le rend généralement instable, a
durée de vie tres courte, mais pendant ce laps de temps il est capable de réagir plus ou moins

rapidement avec d’autres molécules chimiques (Carriére et al., 2006).

En biologie, les radicaux libres sont généralement formés par un gain d’électrons issus
de I’oxygéene (Koechlin-Ramontaxo, 2006). Parmi eux on distingue un ensemble restreint de
composés 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 (Favier, 2003). Ces pro-oxydants sont
généralement soit des espéces réactives de I'oxygene (ROS) ainsi que des espéeces réactives de
l'azote (RNS) résultant du processus d'oxydo-réduction cellulaire. Les ROS et RNS
regroupent des espéces radicalaires, comme le radical super oxyde (O2¢—), hydroxyle (OH®),
peroxyde (RO,¢), hydro peroxydyle (HO;*), alkoxyle (RO¢), peroxyle (ROO¢), oxyde nitrique
(NO-»), dioxyde d’azote (NO,*) et peroxyle d’hydrogene (LOO¢). Des espéces non radicalaires
existent en tant qu’oxydants comme le peroxyde d’hydrogéne (H,0;), I’acide hypochlorique
(HOCI), I’0zone (0O3), I’oxygeéne singulet (-10,), le peroxynitrate (ONOO-), I’acide nitrique
(HNO,), le trioxyde di nitrogene (N,O3) et le peroxyde lipidique (LOOH) (lrshad et
Chaudhuri, 2002).

11-3 Sources des radicaux libres
11-3-1 Sources endogenes

Par sa configuration électronique, 1’oxygeéne moléculaire est un radical libre. Il
possede en effet deux électrons non appariés. Dans 1’organisme, une partie de cet oxygene

moléculaire peut capter de maniere univalente et séquentielle un électron conduisant alors la
10
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formation du chef de file des espéces oxygénées réactives : I’anion superoxyde. (Koechlin-

Ramontaxo, 2006).
(02 + 1e—0,°-).

Les oxydases (xanthine oxydase, NO synthase, eicosanoides ...etc. et la réaction de
transition des métaux, constituent également des sources cellulaires de la production d’anion
superoxyde (Fig. 4). Ce radical superoxyde va alors conduire, au cours de Véritables chaines
d’oxydoréductions, a la formation de nombreuses especes trés réactives. C’est ainsi que dans
la mitochondrie, a I’état physiologique, il existe lors du transport électronique le long de la
chaine respiratoire, une fuite d’électrons au niveau du complexe Il issus du NADH et du

succinate, a I’origine de la production de 1’02~ (Koechlin-Ramontaxo, 2006).

NADH

NAD* -
- succinate . .

fumarate . % 0, Matrice

9 \/“ aH+| H.0 mitochondriale
F Al w > ,

50.1 &3 V o4

aHe .
o EIM

0,"—— H,0, —— OH"
- e

Figure 4 : Production d’O,- lors du mécanisme de la respiration mitochondriale.
(Giudicelli, 2012).
Cl:Complexel C2:Complexe2 C3:Complexe3  C4:Complexe 4
CYT C : cytochrome ¢
11-3-2 Sources exogenes :

D’apres Bagchi et Puri (1998) et Sen (2010), on peut citer :

e Lesrayons UV, les rayons X, les radiations gamma et les micro-ondes.

e L’interaction avec les produits chimiques, les échappements d’automobiles et la fumee

de cigarette.

e Les brhlures de matiéres organiques pendant la cuisson, incendies de forét, activités

volcaniques.
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e Les effluents industriels, les produits chimiques en excés, la consommation de certains
médicaments et de produits alcooliques, certains pesticides et herbicides, des ions

métalliques, des toxines fongiques et xénobiotiques (Fig. 5).

Lumiére UV oxydases
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ONOO | — | OH°
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>
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protéines des cascades des protéines lipidique I'ADN
de kinases

Figure 5 : Différents mécanismes de production des ROS (Favier, 2003).

11-4 Conséquences du stress oxydatif
11-4-1 Roéle physiologique

Les radicaux libres considérés comme des espéces indispensables a la vie, participent
au fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la défense
immunitaire contre les agents pathogénes, a la destruction par apoptose des cellules
tumorales, au cycle cellulaire, a la différentiation cellulaire, a la régulation de la dilatation
capillaire, au fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire, a la
fécondation de l'ovule, a la régulation des génes, phénomene appelé contréle redox des génes.
(Favier, 2003). Comme exemple, au niveau musculaire, les travaux de Reid et al., (2001),
montrent que 1’exposition de fibres musculaires au H,O, augmente toutes les caractéristiques

de la contraction musculaire.

Enfin, les ROS régulent de nombreux facteurs de transcription tels que la protéine

activatrice (AP-1) qui active des génes dits « protecteurs » pour la cellule. En effet, ces genes
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régulent 1’expression de molécules de défense telles que les antioxydants contribuent aux

processus de réparation et de régénération cellulaire (Koechlin-Ramontaxo, 2006).
11-4-2 Role pathologique

Grace a leur réactivité, les EOA ont des cibles différentes dans I’organisme, ce qui le

rend dangereuses.
11-4-2-1 Principales cibles biologiques des ROS
11-4-2-1-1 Oxydation de ’ADN

L’ADN est une cible privilégiée pour les ROS. La guanine, par exemple, peut réagir
avec OHe pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguano- sine (8-OH-dg) qui, au lieu de s’apparier
avec la cytosine, s’associera avec I’adénine, entrainant des mutations au sein de I’ADN et
conduisant a des altérations du message génétique, impliquées dans le déclenchement du
cancer et dans le vieillissement (Haleng et al., 2007).

11-4-2-1-2 Oxydation protéique

Les acides aminés possédent des susceptibilités différentes vis-a-vis des ROS. Les plus
réactifs sont I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute attaque
radicalaire d’un acide aminé provoquera 1’oxydation de certains résidus avec, pour
conséquences, I’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et
des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines. La plupart des dommages sont irréparables et
peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes : non- reconnaissance d’un

récepteur par un ligand, perte d’activité enzymatique (Haleng et al., 2007).
11-4-2-1-3 Oxydation lipidique

Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogene sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés (AGPI) : c’est la phase d’initiation. Le
radical lipidique réagit avec une molécule d’oxygene pour former un radical peroxyle
(ROOe), suffisamment réactif pour arracher un H + a un AGPI voisin, propageant ainsi la
réaction. 1l en résulte une altération de la fluidité membranaire qui conduit inévitablement a la

mort cellulaire (Haleng et al., 2007).
11-4-2-1-4 Les lipoprotéines

L’attaque radicalaire des lipoprotéines circulantes aboutit a la formation de LDL
oxydées, qui seront captées par des récepteurs spécifiques des macrophages. L’activité de ces

récepteurs n’étant pas régulée par la concentration intracellulaire en cholestérol, les
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macrophages se transforment petit a petit en cellules spumeuses (réle important dans
I’athérosclérose). En outre, ces LDL oxydées sont immunogénes et les immuns complexes
formés peuvent activer la voie classique du complément et générer la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires par les macrophages (Haleng et al., 2007). Des concentrations élevées de
ROS jouent un role dans le vieillissement et dans un certain nombre de maladies comme le

cancer, l'ischémie et les défaillances de I'immunité et des fonctions endocrines (Matés, 1999).

II-5 La thapsigargine inducteur prototypique du stress oxydatif au réticulum

endoplasmique(ER)

La thapcigargine est 1'un des indicateurs de stress oxydant dans le réticulum
endoplasmique (Fig. 6), grace a sa capacité¢ d’inhiber les pompes SERCA, cette inhibition
entrainer une augmentation du Ca++ libre (Foufelle et Fromenty, 2016). Le Ca++

intracellulaire élevé peut étre critique pour la toxicité des oxydants (Liu et al., 1998).
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Figure 6 : Mécanisme d’action de la thapsigargine sur le stress oxydatif au niveau du

réticulum endoplasmique (Foufelle et Fromenty, 2016).
11-6 Définition des antioxydants

Les antioxydants sont des inhibiteurs du processus d’oxydation, méme a une
concentration relativement faible, et jouent donc divers réles physiologiques dans le corps.
Les constituants antioxydants du mateériel végétal agissent en tant que piégeurs de radicaux et
contribuent a la conversion des radicaux en especes moins réactives. Une variété
d'antioxydants éliminant les radicaux libres, se trouve dans des sources alimentaires telles que

les fruits, les Iégumes et le thé (Mandel et al., 2009).
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11-7 Systeme de défense antioxydant

Les antioxydants peuvent étre classés en deux groupes principaux, a savoir les
antioxydants enzymatiques et non enzymatiques. Certains sont produits de maniere endogeéne,
notamment des enzymes, des molécules de faible poids moléculaire et des cofacteurs
enzymatiques. Parmi les antioxydants non enzymatiques, beaucoup sont obtenus a partir de
sources alimentaires. Les antioxydants alimentaires peuvent étre classés dans différentes
classes, les polyphénols étant la plus grande classe. lls sont constitués d’acides phénoliques et
de flavonoides. Les autres classes d'antioxydants alimentaires comprennent les vitamines, les

caroténoides, les composés organosulfurés et les minéraux (Ratnam et al., 2006).
11-7-1 Le systeme antioxydant enzymatique

Les antioxydants enzymatiques considérés comme la premiére ligne de défense de
notre organisme contre les ROS (Fig. 7) telles que le superoxyde dismutase, la catalase, la

glutathion peroxydase et la glutathion réductase (Blandine, 2006).

Systémes enzymatiques
Superoxyde dismutases (SOD)
Catalase
GSH peroxydases (Gpx)
produlssnt Anion superoxyde (02*)
Peroxyde d’hydrogéne (H,0,)
i Radical hydroxyle (OH*)
degradent Oxygéne singulet (10,)
Radicaux hydroperoxyles (ROO*)

Figure 7 : Mode d’action des antioxydants enzymatiques sur les ROS. (Giudicelli, 2012)
11-7-1-1 Super oxyde dismutase

Les SOD éliminent les radicaux superoxydes par dismutation du radical en H,O, et en
OH+ et OH- (Mn SOD dans la mitochondrie, CuZn SOD dans le cytosol et les érythrocytes).
Elles permettent d'éliminer les radicaux superoxydes mais provoquent l'apparition de

peroxyde d'hydrogéne diffusable et dangereux a distance (Goudable et al., 1997).
11-7-1-2 Catalase

La catalase est une enzyme tétramere constituée de quatre sous-unités identiques
agenceées de maniére tétraedrique de 60 kDa. Le CAT reéagit trés efficacement avec H,0, pour

former de I'eau et de I'oxygéne moléculaire. Chez les animaux, le peroxyde d’hydrogene est
15



Partie bibliographigue

détoxifié par le CAT et le GPX. La catalase protége les cellules du peroxyde d'hydrogéne
qu'elles génerent. Elle joue un rdle important dans I'acquisition de la tolérance au stress
oxydant dans la réponse adaptative des cellules (Mates, 1999).

11-7-1-3 Les glutathion peroxydases (GPxs) :

La GPx est une sélénoprotéine qui réduit les peroxydes aux dépens de son substrat
spécifique, le glutathion réduit (GSH). Son rdle principal consiste en 1’élimination des
peroxydes lipidiques résultant de I’action du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés.
La GPx s’effondre en cas de déficit majeur en sélénium, elle est donc un bon reflet de cette
carence (Fig. 8). Toutefois, pour un apport adéquat en sélénium, les teneurs en GPx atteignent

un plateau (Haleng et al., 2007).

02l-
SOD
Catalas Fez e
altalase -
H,O + O, H,O, —> OH

GSH ] GPx

GSSG
H,O

Figure 8: Piégage des ROS par differnts oxydants : SOD, catalase, GPX (Giudicelli, 2012)
11-7-2 Le systeme antioxydant non enzymatique

Les antioxydants non enzymatiques sont également divisés en antioxydants
métaboliques (endogénes) et antioxydants nutritifs (exogénes). Les antioxydants produits par
le métabolisme dans I'organisme sont I'acide lipoide, le glutathion, L-ariginine, coenzyme
Q10, mélatonine, urique acide, protéines chelatant les metaux, etc., bien quil existe les
antioxydants nutritifs comme la vitamine E, la vitamine C, les caroténoides, les traces de
métaux (sélénium, manganese, zinc), flavonoides, oméga-3et acides gras oméga-6, etc.
(Pham-Huy1, 2008).

11-7-2-1 La vitamine C

La vitamine C est avant tout, un excellent piégeur des ROS (HO ¢ ou O 2¢-), en

oxydant I’acide ascorbique en acide déhydrascorbique. Elle inhibe également la peroxydation
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lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la forme radicalaire issue de sa réaction avec

des radicaux lipidiques (Haleng et al., 2007).
11-7-2-2 La vitamine E

Elle agit in vivo et in vitro en neutralisant les radicaux libres, devenant elle-méme un
radical non toxique. La réduction de la vitamine E oxydée est assurée par la vitamine C. La
vitamine E permet de diminuer la peroxydation lipidique dans la membrane cellulaire et au
sein des LDL (Goudable et Favier, 1997).

11-7-2-3 Oligoéléments

Les oligoéléments ou éléments traces (fer, azote, soufre, phosphore, magnésium et
calcium) jouent un rdle, soit en tant que composant d’enzyme, soit comme activateurs
d’enzymes (Coic et Coppenet, 1989). Certains oligoéléments comme le cuivre, le zinc et le
sélénium sont indispensables pour 1’activité antioxydante. Le zinc est également un inducteur
des métallothionéines, protéine a activité antioxydante et un inhibiteur des réactions de
production d’ROS induite par le cuivre (Pincemail et al., 2002).

11-7-2-4 Glutathion

Le glutathion (gamma-glutamyl-cystényl-glycine ou GSH) est un tri-peptide contenant
de la cystéine, doté de propriétés réductrices et nucléophiles, qui joue un réle important dans
la protection cellulaire des dommages oxydatifs des lipides, des protéines et des acides
nucléiques. Le GSH régule le métabolisme des protéines et leurs activités au moyen d’un
échange thiol-disulfure. Au cours du stress oxydatif, le GSH joue un réle clé de protection et
de détoxification en tant que cofacteur de la glutathion peroxydase et de la glutathion-S-
transférase (GST). Il existe des interactions synergiques entre le GSH et d’autres composants
du systeme de défense antioxydant, tels que la vit C, vit E et le superoxyde dismutase
(Monnier et Chaudiére, 1996).

11-7-2-5 Les polyphénols

Ce sont des molécules possédant plus de deux groupes aromatiques OH™ et au moins
un noyau aromatique benzeéne. Les polyphénols sont impliqués dans la prévention de diverses
pathologies associees au stress oxydant grace a leur propriétés antioxydantes (Rock, 2003).
Les polyphénols ont la capacité de capturer et de désactiver les radicaux libres. Ils agissent
par empéchement de la fixation des radicaux libres sur I’ADN, par I’activation du systéme de

détoxication et par protection des parois capillaires (Lahouel et al., 2004). lls peuvent inhiber
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la peroxydation lipidique et détruisent certaines espéces réactives telles que HO et NOy
(Halliwell et Gutteridge, 2008).

11-7-2-5-1 L’activité antioxydante des polyphénols

Des nombreuses études existent sur ’activité antioxydant des polyphénols in vitro sur

des enzymes ou des cultures cellulaires.

v" In vivo, I’activité des polyphénols, le plus souvent est de former des métabolites
conjugués dans le plasma (Halliwell et al., 2005).

v' La consommation des aliments riches en polyphénols (thé, vin, fruits rouges)
permettent 1’augmentation de la capacité antioxydante au niveau du plasma (Rein et
al., 2000). Cela montre que certains métabolites formés conservent une activité
antioxydante au niveau du sérum (Serafini et al., 2000), et méme que les polyphénols
peuvent agir aprées déconjugaison des métabolites au niveau cellulaire (O’Leary et al.,
2001).

11-8 Application des polyphénols
11-8-1 Dans I’industrie agroalimentaire

Les polyphénols sont utilisés comme additifs alimentaires pour la conservation des
aliments, en les protégeant contre les réactions d’oxydation qui accélérent leur dégradation
(vieillissement). Ceci est di essentiellement a I’oxygene de I’air, la lumiére, les traces de
métaux et éventuellement certaines enzymes. Egalement, les polyphénols exercent un effet
majeur sur les caractéres organoleptiques des produits (rancissement, changement de couleur).
(Marc et al., 2004).

11-8-2 Dans I’industrie cosmétique

Les flavonoides font partie des nombreux produits cosmétiques sous la forme
d’extraits de plantes. Une activit¢ biochimique favorable des flavonoides est la raison
principale de la croissance constante de leur popularité. Le facteur essentiel qui influence
I’activité des flavonoides dans la peau est leur capacité de penétration dans le tissu cutané
(Arctetal., 2002).

IIs sont également utilisés dans les domaines anti-age, anti-cellulite, anti-couperose et
éclaircissants. D’autres formes d'activités importantes des flavonoides sont : le renforcement
des capillaires, 1’effet anti-inflammatoire, la protection contre les radiations, 1’effet

humidifiant, adoucissant, apaisant, antiseptique et autres (Prakash et al., 2003).
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Chapitre 111 : Matériels et méthodes
I11-1 Préparation du matériel végetal

L’¢étude expérimentale a été réalisée sur les racines de Thapsia garganica L. Le choix
de cette plante fut basé sur son utilisation en cuisine et en médecine traditionnelle kabyle (Fig.
9).

111-1-1 Récolte de la plante

Les plantes de Thapsia garganica L ont été récoltés en janvier 2019 dans la région de

Tasarast (Mansoura) de la wilaya de BBA. Loin de tout impact de pollution.
111-1-2 Nettoyage

Apres la récolte, les racines de la plante ont été lavées a I’eau courante afin de les
débarrasser des poussieres et autres particules contaminants. A l'aide d'un éplucheur on a pelé

tous les parties externes de la racine pour garder juste la partie blanche.
I11-1-3 Séchage

Aprés le nettoyage, les racines ont été d’abord coupées en petits morceaux dans le but
d’accélérer le séchage, aprés mises a sécher dans un endroit sec, a température ambiante et a
I’abri de la lumiére pendant trois semaines, et un deuxieme séchage est effectué dans 1’étuve

pendant 48h a 40 °C.
111-1-4 Broyage et tamisage

La matiere séche obtenue est réduite en poudre a I’aide d’un broyeur électrique jusqu'a
obtention d’une poudre fine qui sera tamisée a I’aide d’un tamis de 0.2mm de diametre pour
avoir a la fin. La poudre a été conservée dans des flacons opaques jusqu’a leur utilisation
ultérieure.

I11-2 Préparation des extraits

Les polyphénols sont extraits par macération de 100 mg de la poudre dans 10 ml de
I’éthanol a 25% sous agitation pendant 1 heure, le mélange est filtré a 1’aide d’un papier filtre

puis conservé dans des tubes en verre.
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3-Broyage

4- Tamisage

5-Macération 6-Filtration

Figure 9: Les différentes étapes de la préparation de la poudre et des extraits

de Thapsia garganica L.
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111-3 Dosage des polyphénols totaux
111-3-1 Principe
Le dosage des polyphénols totaux a été réalise par la méthode utilisant le réactif de

folin-ciocalteau décrite par Singleton et Rossi (1965).

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PM01,040). 1l est
réduit, lors de 1’oxydation des polyphénols en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe
(WgO23) et de molybdene (MogO,3) (kayumba, 2001). Le blanc a été préparé de la méme
maniére en remplacant 1’extrait par 1’éthanol a 25%. Le dosage des polyphénoles totaux a été

réalisé selon les étapes décrite dans la figure 10.

0.2ml d’extrait
+

1ml folin-ciocalteau a 10%

Aprés 3a5 min

l

0.8ml carbonate de sodium a 7.5%

Agitation

¢

Incubation 120 min

\ 4
Lecture au spectrophotometre a 765 nm

Figure 10: Diagrame décrivant les principales étapes pour le dosage des polyphénols.
(Singleton et Rossi, 1965).

111-3-2 Expression des résultats

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 équivalent d’acide gallique par cent grammes de matiére seche de thapsie
(mgeEAG/100g MS).
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I11-4 Activité antioxydante

Dans notre étude, la mise en évidence de I’activité antioxydante in vitro de nos extraits
des composés phénoliques a été realisee par 6 techniques : la capacité antioxydante totale
(TAC), la réduction du fer, le piégeage du radical libre DPPH, le pouvoir chélateur du fer, le
test de I’inhibition de H202 et le test de blanchissment de B carotene.

111-4-1 Activité antioxydante totale (TAC)
111-4-1-1 Principe

La capacité antioxydante totale (TAC) des extraits est évaluée par la méthode du
phosphomolybdéne de Prieto et al. (1999). Cette technique est basée sur la réduction du
molybdéne Mo (VI) présent sous la forme d’ions molybdates MoO4* en molybdéne Mo (V)
MoO?* en présence de I’extrait pour former un complexe vert de phosphate/ Mo (V) a pH
acide (Benhammou, 2012). Le blanc a été préparé de la méme maniére en remplacant
I’extrait par 1’éthanol a 25%. La démarche expérimentale pour la réalisation de ce test est
résumé dans la figure 11.

0,3 ml de I’extrait
+
3 ml de Solution contient : (H2SO4 0,6 M
+NaH2P04 28 mM + H8MoN204 4 mM).

A\ 4
Incubation 90 min a 95°C

Apres refroidissement

!

Lecture a 695 nm

Figure 11: Diagrame décrivant les principales étapes pour 1’évaluation de [Dactivité

antioxydant totale. (Prieto et al., 1999).
111-4-1-2 Expression des résultats

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant I’acide gallique comme controle positif. Les résultats sont exprimés en
milligrammes (mg) équivalent d’acide gallique par cent gramme de matiére séche de thapsie
(mg EAG/100g MS).
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111-4-2 Pouvoir réducteur
111-4-2-1 Principe

Le test a été déterminé en utilisant la technique d’Oyaizu (1986). Le pouvoir
réducteur est la capacité des antioxydants a réduire le fer ferrique (fe3+) en fer ferreux (fe2+)
(Blazovics et al., 2003). En solution, cette forme réduite prend une couleur vert-bleue, dont
I’intensité est proportionnelle au pouvoir réducteur des extraits (Ferruzzi et Blakeslee, 2007).
Le blanc a été préparé de la méme maniere en remplacant I’extrait par 1’éthanol a 25%. La

démarche expérimentale pour la réalisation de ce test est résumé dans la figure 12.

1 ml d’extrait
+
1 ml de tampon phosphate (0,2 M ; pH= 6,6)
+
1 ml de ferricyanure de potassium a 1%

\ 4
Incubation a 50°C pendant 20 min

\ 4

1 ml d’acide trichloracétique TCA (10%)

\ 4

Centrifugation a 700 g pendant 10 min a 25°C.

\ 4
Prélever 1 ml de surnageant est additionné a 1 ml ED
+
0,2 ml de chlorure ferrique (0.1%)

\ 4
Lecture a 700 nm

Figure 12: Diagrame décrivant les principales étapes pour 1’évaluation du pouvoir réducteur.
(Oyaizu, 1986).

111-4-2-2 Expression des résultats

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions

opératoires en utilisant I’acide gallique comme controle positif. Les résultats sont exprimés en
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milligrammes (mg) équivalent d’acide gallique par cent gramme de matiere seche de thapsie
(mg EAG/100g MS).

111-4-3 Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)
111-4-3-1 Principe

Le pouvoir anti radicalaire, par la neutralisation du radical DPPH- de 1’extrait est
évalué selon la méthode décrite par Blois (1958). Dans le test du DPPH, les antioxydants
réduisent le radical DPPH (diphénylpicryl-hydrayl) ayant une couleur violette en un compose
jaune (diphénylpicryl-hydrazine) dont I'intensité de la couleur est inversement proportionnelle
a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Sanchez-
Moreno, 2002). Le blanc a été préparé de la méme maniere en remplacant 1’extrait par
I’éthanol a 25% (Fig. 13).

Q s O ¥
N—N@—NO, + | Antioxydant —{ OH | ———p N—N NO, + Ann'oxydam'—{ 07*' |
<& o=

DPPH DPPHH
(violet) (jaune)

Figure 13: Réaction du test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl). (Liang et Kitts, 2014).

La démarche expérimentale pour la réalisation de ce test est résumé dans la figure 14.

500 pl d’extrait
+

1 ml d’une solution de DPPH (60 uM)

'

Agitation pendant 1 min

A\ 4
Incubation a I’obscurité a 25°C pendant 30 min

\ 4
Lecture a 517 nm

Figure 14: Diagrame décrivant les principales étapes pour I’évaluation de 1’activité scavenger
du radical DPPH. (Blois,1958).
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111-4-3-2 Expression des resultats

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions
opératoires en utilisant I’acide gallique comme contréle positif. L’activité scavenger est
exprimée en milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par cent grammes de matiere
séche de thapsie (mg EAG/100g MS).

111-4-4 Chélation du fer ferreux
I11-4-4-1 Principe

La capacité chélatrice des extraits a été estimée par la méthode modifiée de Dinis et al.
(1994). Le blanc a été préparé de la méme maniéere en remplacant 1’extrait par 1’éthanol a

25%. La démarche expérimentale pour la réalisation de ce test est résumé dans la figure 14.

1 ml de l'extrait
+

2,7 ml d'eau distillée
+
0,1 ml de chlorure ferreux (2 mM)

Apres 3 min

}

200 ul de Ferrozine (5 mM)
I
Agitation

y

Incubation pendant 10 min a 25°C

A

Lecture a 562 nm

Figure 15: Diagrame décrivant les principales étapes pour la réalisation du test de chélation
du fer ferreux. (Dinis et al., 1994).

111-4-4-2 Expression des résultats

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant ’EDTA comme contrdle positif. La capacité de chélation exprimée en

milligramme (mg) équivalent d’EDTA par cent grammes de matiere séche de thapsie (mg
EEDTA/100g MS).
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111-4-5 Détermination de I’activité inhibitrice du peroxyde d’hydrogéne
111-4-5-1 principes

La capacité de I’extrait a piéger le peroxyde d’hydrogene est mesurée selon la méthode

rapportée par Atmani et al. (2009).

Le blanc a été prépare de la méme maniére en remplagant 1’extrait par 1’éthanol a 25%. La

démarche expérimentale pour la réalisation de ce test est résumé dans la figure 16.

0.15ml d’extrait
+
1ml peroxyde d’hydrogéne
+
1.35ml tampon phosphate (0.1M ; PH=7.4)

Incubation 20 min

}

Lecture a 230 nm

Figure 16 : Diagrame décrivant les principales étapes pour 1’évaluation de I’activité

inhibitrice du peroxyde d’hydrogéne. (Atmani et al., 2009).
111-4-5-2 Expression des résultats

Le pouvoir antioxydant est exprimé en % d’inhibition du peroxyde d’hydrogeéne selon

la formule suivante :
Pourcentage d’inhibition (%) = [(At-Ae) / At] X100
At : Absorbance du témoin.
Ae : Absorbance de 1’échantillon.
111-4-6 Test de blanchissement du f caroténe
111-4-6-1 principe

Le test de blanchiment de B-carotene a été réalisé par la méthode de Sun et Ho (2005).
L’acide linoléique qui est dans un systétme d’émulsion aqueuse, geénere des radicaux
peroxydes qui vont par la suite oxyder le B-carotene en neutralisant les radicaux libres dérives
et permet donc de prévenir 1’oxydation et le blanchissement de B-carotene (Unten et al.,
1997). Le blanc a été préparé de la méme maniére en remplacant 1’extrait par 1’éthanol a 25%.

La démarche expérimentale pour la réalisation de ce test est résumé dans la figure 17.
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)
1 ml de mélange est ]
ajouté a tube contient :
N
2 mg de B-caroténe + 200 mg de tween20 +20 Evaporation d(,a‘la
10ml de chloroforme Ml de I'acide linoleique solution jusqu’a
disparition de I’odeur de
chloroforme

e Puis, un volume de 100 ml de peroxyde d’hydrogéne a 10% ajouté dans la fiole et le

mélange (I’émulsion) résultant est agité vigoureusement.

100 pl d’extrait
+

2ml de I’émulsion

A

Incubation 120°min a 50°C

\ 4

Lecture a 470 nm

Figure 17 : Diagrame décrivant les principales étapes pour la réalisation du test de

blanchissement du B-caroténe. (Sun et Ho, 2005).
111-4-6-2 Expression des réesultats

Le pouvoir antioxydant est exprimé en % de blanchissement du 3 caroténe selon la formule

suivante :

Pourcentage de blanchissement du B-caroténe (%) = [(Aa(20)-Cc120)/(Cc(0)-Cci20)] %100
An120) : représente I’absorbance en présence de I’extrait

Cc20) : représente I’absorbance du contrdle a t = 120 min

Cc(o) : représente I’absorbance du contréle at = 0 min
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Chapitre 1V : Résultats et discussion
V-1 Résultats

Les résultats ont été exprimés en moyenne * écart type en utilisant Microsoft Excel
2013, et sont présentés dans le Tableau 2. Compte tenu des résultats obtenus, nous concluons
que T. garganica a une teneur en polyphénols remarquable, avec une activité antioxydante
totale importante par rapport aux autres activités évaluees.

Tableau N° Il : Résultats des différents tests réalisés sur 1’extrait de Tapsia garganica L.

Test Moyenne (mg EAG/100g MS) | Ecart type
Dosage des polyphénols totaux 507.79 +10.104
Pouvoir réducteur 110.777 +11.976
Activité antioxydant totale 1809.243 +105.708
Activité anti-radicalaire 17.677 +1.355
Chélation du fer 95.633 +15.3

En pourcentage %

L’activité inhibitrice de H>O2 29.603 4.1
Blanchissement du p-carotene 83.889 7.4

En ce qui concerne la teneur en polyphénols totaux de nos échantillons, les résultats,

exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par cent grammes de matiere seche (mg

EAG/100g MS

Le résultat que nous avons obtenu pour le pouvoir réducteur a I’issue des analyses est

exprimé en milligramme équivalent d’acide gallique par cent grammes de matieére séche (mg

EAG/100g MS) : 110,777 + 11,976 mg EAG/100g MS.

En ce qui concerne la capacité antioxydante totale de nos échantillons, les résultats

exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par cent grammes de mati¢re séche (mg

EAG/100g MS) sont de : 1809.243+105.708 mg EAG/100g MS.

D’apres les résultats obtenus, nous constatons que les extraits des racines de Thapsia
garganica L. présentent une activité antioxydante remarquable. Ce résultat peut étre expliqué

par la présence des antioxydants, notamment les polyphénols, dans notre extrait.
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En ce qui concerne I’activité scavenger du radical DPPH de nos éechantillons, les

résultats, exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par cent grammes de maticre

séche (mg EAG/100g MS), sont de : 17.677+1.355 mg EAG/100g MS.

Pour Dactivité chélatrice du fer de notre extrait, les résultats sont exprimés en
milligramme équivalent d’acide gallique par cent grammes de matic¢re séche (mg EAG/100g

MS) : 95.633+15.3 mg EAG/100g MS.

Le pouvoir antioxydant est exprimé en % d’inhibition du peroxyde d’hydrogéne :
29,603 = 4,1 %. Ce résultat prouve I’activité inhibitrice de I’extrait des racines de T.
garganica L. de H202. A notre connaissance, il n’y a pas de travaux sur cette activité pour

cette espece.

Le pouvoir antioxydant est exprimé en % d’inhibition du blanchissement du -

carotéene : 83,889+7.4 %.
1VV.2 Discussion

IV.2.1 Teneur en polyphénols totaux

Une couleur bleue apparait aprés 1’ajout du carbonate de sodium, confirmant la
présence des polyphénols qui réduit le réactif de Folin-Ciocalteu. L’intensité de la coloration

est proportionnelle a la quantité de polyphénols (Boizot et Charpentier, 2006).

Une étude réalisée par Rached et al. (2010) a montré qu’un extrait de la racine de
Thapsia garganica L. d’origine algérienne a laissé apparaitre une teneur en polyphénols
totaux de 95,88 £ 1,09mg EAG/g d’extrait. Nos résultats sont largement inférieurs a cette
valeur. Par contre, une étude faite par Kacem et al. (2014), qui ont dosé les polyphénols
totaux dans un extrait méthanolique de racines de Thapsia garganica L., indique une valeur
de 42,00 £ 0,14mg EAG/g MS. Cette teneur reste relativement élevée par rapport a nos
résultats. En outre, selon Outroune et Ramini, (2012), I’extrait éthanolique des racines de
Thapsia garganica L., est de faible concentration en polyphénols totaux, de I’ordre de 1,20 £
0,10mg EAG/g MS, ce qui est inférieur aussi a nos résultats (507,79 + 10,104 mg EAG/100g
MS). Djeridane et al. (2006), ont obtenu une teneur en composés phénoliques des parties
aériennes de Thapsia garganica L. de 7.63mg EAG/g MS, ce qui est supérieur a la valeur
obtenue dans notre étude avec les racines. Une autre étude de Djeridane et al. (2007), donne
une valeur différente en composés phénoliques des parties aeriennes de Thapsia garganica L
estimée a 2,5 mg EAG/g MS, ce qui reste aussi inférieur de nos résultats obtenus avec les

racines.
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Ces variations peuvent étre expliquées par la variation de plusieurs facteurs a savoir :

- La différence de solvant d’extraction : Dans notre travail nous avons utilisé 1’é¢thanol a 25%
pour D’extraction. Cela montre que d’autres solvants comme 1’acétone et d’autres
concentrations d’éthanol pourraient étre plus efficaces pour 1’extraction que 1’éthanol a 25%.
La différence dans la polarité des solvants d’extraction semble aussi influencer la solubilité
des constituants chimiques des échantillons, ainsi que le rendement d’extraction (Sulaiman et
al., 2011). Pour une bonne extraction des composés phénoliques il est préférable d’utiliser les
solvants acétoniques plutdt que le méthanol ou I’éthanol, car ils ont I’avantage de précipiter
les protéines est d’extraire faiblement les sucres, ou peuvent interférer avec le Folin (Boizot et
Charpentier, 2006).

- La région de récolte : Par exemple, Djeridane et al. (2006) ont récolté la plante dans le
Sahara algérien en juin a Laghouat, ou les conditions climatiques difficiles (températures
chaudes, forte exposition solaire, sécheresse, etc.) augmentent le métabolisme phénolique de
ces plantes, alors que nos échantillons ont été récoltés en région méditerranéenne, plus au

Nord, et durant I’hiver (au mois de janvier 2019).

- La meéthode spectrale du dosage, qui peut amener a une surestimation de la teneur en
composés phénoliques totaux dans 1’échantillon, et cela serait d0 au chevauchement des
réponses spectrales aux interférents, et au diamétre des particules de 1’échantillon (Naczk et
Shahid, 2004).

- La méthode d’extraction : Elle est I’un des facteurs importants influencant le rendement
d'extraction (Turkmen et al., 2006 ; Rached et al., 2010), et pour le dosage des polyphénols,
il est nécessaire de passer par une délapidation de I’extrait de maniére a ne doser que les

polyphénols, car le Folin n’est pas spécifique aux polyphénols (Tawaha et al., 2007).

- La partie analysée de la plante : Des évaluations sur le rendement des polyphénols de
Thapsia garganica L. indiquent que les feuilles sont les plus riches en composés phénoliques
que les racines. Cette différence peut étre expliquée par la répartition des composés
phénoliques qui varient d’une partie a une autre au sein de la méme plante (Macheix et al.,
2005), alors que les feuilles sont le siége principal de la synthése de ces métabolites (Del Rio
et al., 2003).
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IV.2.2. Activité antioxydante

1VV.2.2.1. Pouvoir réducteur

Pour nos échantillons nous constatons que 1’extrait des racines de Thapsia garganica
L. a un faible pouvoir réducteur. Cette activiteé a fait 1’objet de plusieurs travaux :
- Une étude réalisée par Idir et Ouadir (2012) confirme nos résultats, en obtenant des
absorbances allant de 0,01 a 0,4 nm pour les extraits des feuilles, racines et fleurs de Thapsia
garganica L, avec des solvants d’extraction différents, ou I’extrait hexatonique des racines a
un pouvoir réducteur de 0.01 nm qui est la méme valeur obtenue pour nos extraits .
- D’autres études faites par Barri (2011), Alghazeer et al. (2012), Cheurfa et Bachagha,
(2013), ont montré que les extraits des feuilles et des fleurs présentent une meilleure activité

réductrice que I’extrait des racines.

Selon Moreira (2008), les différences de pouvoir réducteur constatées entre les
extraits pourraient étre liées a la teneur en composes donneurs d’électrons (polyphénols), ainsi
que le nombre de groupements hydroxyles des composés phénoliques et leur position spatiale
controlant I’intensité du pouvoir réducteur (Kranl et al., 2005). Selon Ozturks et al. (2006),
le pouvoir réducteur d’un extrait permet une évaluation semi quantitative des composés
participant a la réaction réductrice. De nombreux auteurs considérent la capacité réductrice

d’un composé comme indicateur significatif de son pouvoir antioxydant (Huang et al., 2005).
1V.2.2.2. Activité antioxydante totale (TAC)

Les polyphénols sont des molécules possedant plus de deux groupements aromatiques
OH (Rock, 2003), leur permettant de capturer et de désactiver les radicaux libres (Lahouel et
al., 2004). L’addition d’un second OH sur le cycle aromatique augmente fortement I’activité
antioxydante des acides phénoliques, particulierement quand le second OH est en ortho ou
para du premier : ortho = para > méta46 ou para > ortho > méta39 un troisieme OH sur le

cycle renforce également le caractere antioxydant (Nkhili, 2009).

D’autre part la nature des polyphénols présents dans un extrait influence leur capacité
antioxydante, ou la présence de composés O-diphénols (acide caféique) et des acides
hydroxycinamiques et leurs esters, augment la capacité antioxydante. Par contre, la liaison
glycosidique des O-diphénols diminue cette activité. Les acides hydroxycinamiques et leurs

esters sont a I’origine des activités antioxydantes (Nkhili, 2009).

Djeridane et al. (2010), ont estimé ’activité antioxydante totale de plusieurs plantes

dont T. gargania L. La meilleure activité a été obtenue avec Anthemis arvensis et la plus
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faible avec Ruta montana, classant ainsi T. garganica en sixiéme position sur les 11 plantes

testées.

Il est important de noter que 1’extrait éthanolique ne contient pas que les polyphénols.
On trouve aussi des lipides, de la chlorophylle, etc. qui peuvent influer négativement sur
I’activité des substances antioxydantes (Garcia Alonso et al., 2004).

1VV.2.2.3. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

Le radical DPPH (diphénylpicryl-hydrazyl) est largement utilisé pour étudier les
activités de piégeage de plusieurs composés naturels tels que les composés phénoliques et
anthocyanidines ou des mélanges bruts tels que ’extrait d’éthanol des plantes. Le radical
DPPH est pié¢gé par les antioxydants par le biais de la donation d’un proton formant le DPPH
réduit (diphénylpicryl-hydrazyne). La couleur passe du violet au jaune aprés la réduction.
(Huang et al., 2005), dont P’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la

capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Sanchez-M, 2002).

D’aprés les résultats obtenus, nous constatons que les extraits des racines de Thapsia
garganica L. présentent une activité faible vis-a-vis du piégeage du radical DPPH. En effet,
Rached et al. (2010) ont montré que les extraits des écorces des racines, et les feuilles de
Thapsia garganica L. ont exprimé une inhibition positive du radical DPPH, mais négative
pour la partie racinaire centrale. Une autre étude réalisée par Idir et Ouadir (2012) a montré
que toutes les parties de T. garganica L. ont une activité anti-radicalaire tres forte avec une
Iégere différence entre les extraits organiques et aqueux, contrairement a ce que nous avons
trouvé. Chibani et al. (2014) ont évalué I’activité anti-radicalaire des feuilles et des fleurs de
T. garganica L. en fonction de la concentration, qui a donné des valeurs de 28,5 & 73,2% pour
les fleurs et de 28,3 a 68,7% pour les feuilles. Selon (kuda et Ikemori, 2009), il y a une
corrélation forte entre la capacité scavenger du radical DPPH et le contenu phénolique de

I’extrait.

L’activité inhibitrice du radical DPPH peut étre attribuée a la présence d’un
groupement hydroxyle, a la structure moléculaire du composé Dawidowies et al. (2006), mais
aussi aux interactions existent entre les différentes formes (Turkmen et al., 2006). Kang et
al. (2003) ont suggéré que les extraits des vegetaux qui contiennent des molécules polaires
montrent une activité anti-radicalaire élevée. Les acides cinnamiques ont une activité anti-

radicalaire supérieure a celle de 1’acide benzoique correspondant (NKhili, 2009).
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1VV.2.2.4. Chélation du fer ferreux

Ce résultat nous permet de constater que 1’extrait éthanolique des racines de T.
garganica L. a une tres faible activité chélatrice du fer, ce qui peut étre expliqué par la nature
des composés qui les constituent, et par la teneur faible de notre extrait en polyphénols,
cependant, des rapports indiquent que il y a pas de corrélation entre le contenu phénolique et

I’activité chélatrice, et ils sont pas résponsables de 1’activité antioxydante. Wang et al., 2012

Divers polyphénols sont considérés comme de bons chélateurs des ions métalliques.
La chélation des ions métalliques par les polyphénols induit typiquement un déplacement
batho-chrome de leur bande d’absorption dans le domaine UV-Visible. (Nkhili, 2009).

Les études menées par Van Acker et al. (1996) sur la chélation des ions du fer par
certains flavonoides, ont mis en évidence les sites essentiels pour la chélation des ions

métalliques

Figure 18 : Les flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des ions métalliques
(Mn+). (NKhili, 2009).

Une étude réalisée par Idir et Ouadir (2012), a montré que les extraits aqueux et
organiques des feuilles et des racines de T. garganica L. sont caractérisés par une faible
activité chélatrice du fer, les extraits aqueux ayant 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).

I1VV.2.2.6. Test de blanchissement du g-carotene

Les résultats obtenus dans cette étude ont montré que ’extrait a un pourcentage
d’inhibition important. Cela serait dii a la polarité et la composition chimique de 1’extrait.
Rached et al. (2010), ont montré que les extraits des racines de Thapsia garganica L. ont
donné un resultat positif pour le test de blanchissement du p-caroténe.
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Un extrait qui inhibe le blanchissement du p-carotene peut étre décrit comme un
piégeur des radicaux libres et comme un antioxydant primaire (Liyana-Pathirana et al.,
2006). Selon plusieurs auteurs, le test d’inhibition de 1’acide linoléique couplé a celui du B-
carotene, parait utilisé comme un modele mimétique de la peroxydation lipidique dans les

membranes biologiques (Ferrerai et al., 2006).
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Conclusion

Dans le présent travail nous nous sommes intéressées a 1’évaluation de la teneur en

composés phénolique des racines de Thapsia garganica L. et la détermination de 1’activité

antioxydant de ces substances bioactives.

Les racines de Thapsia garganica L. présentent une fiable teneur en composés

phénoliques totaux de 507.79+10.104 mg EAG/100g MS.

Par ailleurs, 1’évaluation de I’activité antioxydante a révélé que :

L’extrait de Thapsia garganica L. n’a pas été un bon chélateur du fer.
Thapsia garganica L. posséde une faible activité réductrice.

L’extrait de Thapsia garganica L. a une activité antioxydante totale
remarquable et une activité anti-radicalaire faible.

L’extrait de Thapsia garganica L. a une activité inhibitrice du B-caroténe
faible.

En perspective, il serait important

De confirmer I’effet antioxydant in vitro des racines et des feuilles sur des animaux de
laboratoire.

De faire des études a I’échelle moléculaire pour déterminer, d’une part les composés
de la plante Thapsia garganica L. et notamment en ce qui concerne 1’identification et
la purification des composés terpéniques (tapsigargin) qui ont un effet thérapeutique
important et d’autre part, le mécanisme par lequel ces composés accomplissent leurs
effets biologiques.

D’évaluer I’activité de la plante contre les maladies telles que la bronchite, les
maladies de I’appareil digestif, rhumatisme ...etc.

De faire 1’étude de la toxicité aigiie et chronique chez les rats.

D’approfondir les constituants actifs responsables de ’activité sur une gamme de
souche microbienne et d’identifier les constituants actifs responsables de 1’activité

bactérienne antifongique de cette ecpece.
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Annexe

Annexe 1 : Courbe d’étalonnage utilisé pour le calcul de teneur en phénols totaux
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FigureOl : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des phénols totaux
(A=765).

Annexe 2 : Courbe d’étalonnage utilisé pour le calcul I’activité antioxydant totale (TAC)
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Figure 02 : Courbe d’étalonnage avec 1’acide gallique pour le calcul de I’activité antioxydant
totale (A=695).



Annexe

Annexe 3 : Courbe d’étalonnage utilisé pour le calcul du pouvoir réducteur
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Figure 03: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le calcul de 1’activité réductrice

Annexe 4 :

(A=700)

Courbe d’étalonnage utilisé pour le calcul 1’activité chélatrice de fer

y =-7.0071x + 0.573
R2=1
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Figure 04 : Courbe d’étalonnage de ’EDTA pour le calcul de I’activité chélatrice du fer

(\=562).



Annexe

Annexe 5 : Courbe d’étalonnage utilisé pour le calcul I’activité anti-radicalaire
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Figure05 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le calcul de I’activité anti-

radicalaire (A =517).
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Résumé

Thapsia garganica L. est une plante de la famille des Apiacées, largement répandue en Algérie. Ses
multiples effets pharmacologiques sont dus a sa richesse en substances actives. Les antioxydants
jouent un role fondamental dans 1’élimination de 1’excés toxique en espéces réactives de 1’oxygene a
I’origine de diverses maladies dégénératives. Par conséquent, nous nous sommes intéressés a
I’évaluation de I’activité anti-oxydante des composés phénoliques extraits a partir de cette plante
médicinale locale. D’abord, nous avons effectué le dosage des composés phénoliques, puis la mesure
de D’activité antioxydante des extraits des racines de Thapsia garganica L. en réalisant six tests :
I’activité antioxydante totale, le pouvoir réducteur, ’activité scavenger du radical DPPH, D’activité
chélatrice du fer, le test d’inhibition du peroxyde d’hydrogene et le test de blanchissement du f-
carotene. Les résultats expérimentaux ont révélé que les extraits des racines de Thapsia garganica L.,
ont une teneur en composés phénoliques totaux de 507,79 = 10,104 mg EAG/100g MS. L’activité
antioxydante totale est de 1809,243 + 105,708 mg EAG/100g MS, le pouvoir réducteur est de
110,777+ 11,976 mg EAG/100g MS, I’activité scavenger du radical DPPH de 17,677 + 1,355 mg
EAG/100g MS. En outre, I’activité chélatrice du fer est de 95,633 + 15,3 mg EAG/100g MS, le test
d’inhibition du peroxyde d’hydrogeéne a donné 29,603 % + 4,1 et le test de blanchissement du f3
carotene est de 83,889 % + 7,4).

Mots clés : Thapsia garganica L, Apiacées, Activité antioxydante, DPPH, Effet scavenger,
Peroxyde d’hydrogéne, p-caroténe, Polyphénols totaux.

Summary

Thapsia garganica L. is a plant of the Apiaceae Family, widely distributed in Algeria. Its multiple
pharmacological effects are due to its richness in active substances. Antioxidants have a fundamental
role in eliminating the toxic excess of reactive oxygen species that causes various degenerative
diseases. Therefore, we were interested in evaluating the antioxidant activity of total phenolic
compounds extracted from this local medicinal plant, Thapsia garganica L. First, we performed the
determination of phenolic compounds, then measuring the antioxidant activity of the extracts of the
roots of Thapsia garganica L. by carrying out six tests: the total antioxidant activity, reducing power,
the scavenger activity of the radical DPPH, the chelating activity of the iron, the test of inhibition of
hydrogen peroxide and p-carotene bleaching test. Experimental results revealed that the extracts of the
roots of Thapsia garganica L., have a total phenolic compounds content 507.79 + 10.104 mg EAG /
100g MS. The total antioxidant activity is 1809,243 £ 105,708 mg EAG / 100g MS, the reducing
power is 110,777 + 11,976 mg EAG / 100g MS, scavenger activity of the radical DPPH of 17,677 +
1,355 mg EAG /100g MS. In addition, the iron chelating activity was 95.633 + 15.3 mg EAG / 100 g
MS, the hydrogen peroxide inhibition test yielded 29.603 + 4.1 and the f-carotene bleaching test
83.889 % + 7.4,

Key words: Thapsia garganica L., Apiaceae, Total phenolic compounds, Antioxidant activity,
Scavenger effect, DPPH.



