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Résumé

Nous somme intéressés dans ce travail a 1’étude des extraits phénoliques avec 1'évaluation de ses propriétés antioxydants
d’une plante médicinale locale (Thapsia gargania) connue par le non de dreass ou bounafaa, récoltée a partir de la région
Tadjemout (Laghouat).La premiére partie de cette étude concerne I’extraction et la quantification des phénols totaux, des
flavonoides par le réactif du Folin-Ciocalteuet par le trichlorure d’aluminium respectivement. La deuxiéme partie concerne
I’étude de I’activité antioxydante des extraits phénoliques de la plante (feuilles, graines) en utilisant deux techniques :
piégeage du radical libre DPPH’, réduction de fer (FRAP). Les résultats obtenus montrent que le rendement d’extraction de la
macération des feuilles et graines dans le méthanol est 9.4% pour les feuilles suivi par ’extrait des graines a raison de 7.6 %.
Les teneurs en phénols totaux variant de 67,295+ 0,09 et 34,035 £+ 0,22 mg EAC/g de résidus sec d’extrait des feuilles et des
graines respectivement. Les teneurs en flavonoides exprimées en équivalent de quercetine sont de I’ordre de 04,574 + 0,24 mg
EQ/g résidus sec d’extrait des feuilles et 03,253 £ 0,50 mg EQ/g résidus sec d’extrait des graines. De méme, les résultats de la
quantification des chlorophylles totaux et des caroténoides varient d’un extrait & une autre. Les méthodes d’évaluation de
I’activité antioxydante montrent que les deux extraits phénoliques de la plante étudiée présentent des propriétés antioxydantes

a différents niveaux. La méme chose pour le test de FRAP.

Mots clés : Thapsia gargania, composés phénoliques, flavonoides, radicaux libres, activité antioxydante, DDPH, FRAP.

Abstract

we are interested in this work to the study of phenolic extracts with the evaluation of its antioxidant properties of local
medicinal plant (Thapsia gargania) known by the not of dreass or bonafaa, harvested from the region Tadjemout (Laghouat).
The first part of this study concerns the extraction and the quantification of total phenolics, flavonoids by the Folin-Ciocalteu
reagent, the aluminium trichloride respectively. The second part concerns the study of the antioxidant activity of phenolic
extracts of the plant (leaves, seeds) using two techniques: DPPH radical scavenging, reducing iron (FRAP). The results
obtained show that the extraction yield of the maceration of leaves and seeds in methanol is 9.4% for sheets followed by the
extract of the seeds at a rate of 7.6%. The polyphenol contents vary from 67.295+ 0.09 and 34.035 + 0.22 mg EAC/g dry
residues from the leaves and seeds respectively. The contents of flavonoids expressed as quercetin equivalent is in the order of
04.574 + 0.24 mg EQ/g dry residues from the leaves and 03.253 + 0.50 mg EQ/g dry residues from the seeds. Similarly, the
results of quantification of total chlorophylls and carotenoids vary from one sample to another. The methods for evaluating the
antioxidant activity showed that two phenolic extracts of the plant have antioxidant properties studied at different levels. The

same for the FRAP test.

Key words: Thapsia gargania, flavonoids, polyphenol, free radicals, antioxidant activity, DDPH, FRAP.
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Introduction

Les radicaux libres sont produits en permanence par notre organisme. Aux doses
faibles, ils sont trés utiles pour 1’organisme et jouent des rdles importants dans divers

mécanismes physiologiques (Meziti, 2012).

Dans les conditions normales, cette production est parfaitement maitrisée par notre
systtme de défense. En effet, sous 1’action des rayons ultra-violet, la déficience en
antioxydants, les polluants tels que la cigarette ; la balance (antioxydants /pro-oxydants)
est déséquilibrée, donc nous aurons une superproduction énorme des radicaux libres qui
entraine ce qu’on appelle «le stress oxydant» qui est impliqué dans 1’apparition de
plusieurs maladies allant de 1’artériosclérose au cancer tout en passant par les maladies

inflammatoires, les processus du vieillissement (Bossokpi , 2003 ; Meziti, 2012).

Pour échapper aux conséquences du stress oxydant, il est nécessaire de rétablir
I’équilibre oxydant / antioxydant afin de préserver les performances physiologiques de
I’organisme. Les antioxydants font actuellement I’objet de nombreuses études pour le

traitement des maladies dans lesquels le stress oxydant est incriminé (Meziti, 2012).

Les risques et les effets néfastes des antioxydants synthétiques utilisés comme additifs
alimentaires et la nécessité de les substituer par des antioxydants naturels issus de plantes

ont été questionnés ces dernieres années (Meziti, 2012).

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable de substances ayant des
activités biologiques et pharmacologiques trés variées (Belyagoubi, 2012). Ils restent
encore le premier réservoir de nouveaux médicaments et la source de matiére premicre
essentielle pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de

futur médicaments (Maurice, 1997).

Les propriétés pharmacobiologiques des plantes médicinales dépendent de la présence
des agents bioactifs variés appartenant a différentes classes biochimiques (les composes
phénoliques, les alcaloides, les huiles essentielles), dont font partie les composes

phénoliques (Smalle et Catling, 2000).

L’évaluation des propriétés phytothérapeutiques comme I’activité antioxydante,
antimicrobienne, antitumorale et antiinflammatoire, demeure une tache trés intéressante et
utile, en particulier pour les plantes ayant une utilisation rare ou moins fréquente ou non

connues dans les traditions médicinales. Ces plantes représenteraient une nouvelle source
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de composés actifs qui se présent généralement par leurs métabolites secondaire.

(Bouhamide et Bounoua, 2012).

La flore algérienne regorge plusieurs espeéces de plantes encore peu ou pas ¢tudiées,
mais dotées de réelles propriétés pharmacologiques. La maitrise totale et parfaite des
différentes propriétés de ces plantes, est aujourd’hui un objectif qui occupe une grande

importance. (Bentabet et al., 2014).

C’est dans cet objectif que s’inscrit notre étude en tentant d’évaluer D’activité
antioxydante des extraits phénoliques d’une plante médicinale endémique : Thapsia
garganica, c’est une plante médicinale trés répondue en Algérie mais non investiguée sur
les plans phytochimique et pharmacologique a cause de 1’ignorance de sa valeur médicale

(Avatoa .2001).

Cette ¢tude a comme objectif d’apporter un fondement scientifique a ces utilisations

traditionnelles par des études expérimentales, elle comporte :

e Une analyse bibliographique concernant la phytothérapie, les plantes
meédicinales et leurs métabolites secondaire;
e Une partie expérimentale avec la description du matériel végétal et les
méthodes utilisées .Celles- ci comprennent :
v’ Présentation de protocole d’extraction des polyphénols, flavonoides, chlorophylles
totaux, et leurs quantifications.
v L’évaluation de D’activité antioxydante par deux méthodes (Test DDPH, Test
FRAP).

v’ Présentation des résultats obtenus et leurs analyses.
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La phytothérapie et les plantes médicinales

I. Généralité sur la phytothérapie et les plantes médicinales
1.1 Définition de la phytothérapie

La phytothérapie, du grec phyton= végétal et therapein= soigner, est ¢tymologiquement
I’art de se soigner par les plantes .Autrement dit, contrairement a l'allopathie qui utilise
majoritairement des principes actifs de synthese, la phytothérapie emploie les plantes, donc
des principes actifs végétaux (Berthet, 2014).

Les principes actifs végétaux regroupent les substances végétales et les préparations
végétales. Ainsi, un médicament a base de plantes, ou phyto-médicaments, est un
médicament dont les substances actives sont exclusivement des substances végétales ou

préparations a base de plantes, seules ou en association (Berthet, 2014).

1.2 Différents types de la phytothérapie

» Aromathérapie : est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou
huiles essentielles, substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de
plantes, ces huiles sont des produits complexes a utiliser souvent a travers la peau
(Strang, 2006).

» Gemmothérapie : se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de
végétaux tels que les bourgeons et les radicelles (Strang, 2006).

» Herboristerie : correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la
plus ancienne. L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée; elle utilise soit
la plante entiére, soit une partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation
repose sur des méthodes simples, le plus souvent a base d'eau : décoction, infusion,
macération. Ces préparations existent aussi sous forme plus moderne de gélule de
poudre de plante seéche que le sujet avale (Strang, 2006).

> Phytothérapie pharmaceutique : utilise des produits d'origines végétales obtenus
par extraction et qui sont dilués dans de 1'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces
extraits sont dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide.
Ils sont présentés sous forme de sirop, de gouttes, de gélules, de lyophilisats...

(Strang, 2006).
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1.3 Les avantages de la phytothérapie

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre de
multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps a l'exception de ces cent derniéres
années, les hommes n'ont pas eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse de maladies
bénignes, rthume ou toux ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria
(Bouhamide et Bounoua, 2012).

Les plantes médicinales sont faciles a utiliser, seraient potentiellement efficace et peu
couteuses. Le mode de préparation et d’administration sont des facteurs déterminants dans
un traitement (Bouhamide et Bounoua, 2012).

La phytothérapie qui repose sur des remedes naturels est bien acceptée par l'organisme,
et souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours un renouveau
exceptionnel en occident, spécialement dans le traitement des maladies chroniques comme
I'asthme ou l'arthrite (Iserin et al, 2001).

Selon les estimations de I’OMS (Organisation mondiale de la santé), plus de 80 % de la
population mondiale, surtout dans les pays en voie de développement, ont recours aux
traitements traditionnels pour satisfaire leurs besoins en matiére de santé et de soins

primaires (Hamza, 2011).

1.4 Les risques associés a la phytothérapie

Bien que le public et certains professionnels de santé croient que les phyto-
médicaments sont relativement inoffensifs parce qu’ils sont naturels (Fragroso et al,
2008), plusieurs études, et articles scientifiques récents ont montré les conséquences
séveres des effets secondaires de ces produits (Cseke et al.,2006 ; Fragroso et al., 2008),
d’ou vient I'intérét des ¢études pharmacologiques et cliniques pour évaluer I’efficacité et
siret¢ des phyto-médicaments, et en général des plantes médicinales (Beers,2007 ;
Fragroso et al., 2008).

Les effets secondaires des plantes médicinales et leurs extraits peuvent aller a des
symptomes gastro-intestinaux doux, réactions allergiques, complications neurologique,
hépato-toxicité, néphro-toxicité, et parfois la mort (Berrin et al., 2006 ;Cseke et al.,2006 ;
Shaohua et al.,2006).1ls peuvent avoir lieu a travers différents mécanismes, citant par
exemple la toxicité. Ce sont généralement les alcaloides qui sont responsables de cet effet,

qui s’exprimer par des nausées, diarrhées, réactions cutanées et méme d’une hépato-
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toxicité ou neuro-toxicité¢ (Cseke et al., 2006 ; Fragroso et al., 2008). Cet effet peuvent
étre référé a la consommation des suppléments alimentaires adultérés, non controlés,
contenants des plantes toxiques, des ingrédients actifs de quantité et qualité inconnues
(Cseke et al., 2006 ). Ou a I'utilisation prolongée d’un remede de phytothérapie (Kraft,
2009).

I.5 Les plantes médicinales
I.5.1 Définition des plantes médicinales

Les plantes médicinales regroupent l'ensemble des plantes dont un ou plusieurs de leurs
organes sont utilisés pour leurs vertus thérapeutiques. Il peut s'agir de la tige, des feuilles,
de 1'écorce ou encore des racines qui sont employées a des fins curatives .Parmi les
principes actifs les plus courants des plantes médicinales, on peut nommer les polyphénols,
les terpénes, les stéroides et les alcaloides (Hordé, 2016).

De tout temps les plantes ont été utilisées pour soigner et introduites comme principe
actif ou agent parfumant de topiques médicamenteux (Avenel, 2015).
Les plantes ont fourni a 1'homme les drogues utiles pendant des siecles. Malgré la
disponibilité de différentes approches pour la découverte thérapeutique, les produits
naturels restent I'un des meilleurs réservoirs de la médecine traditionnelle (Malek et al.,
2015). Environ 35 000 espéces de plantes sont employées par le monde a des fins
médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres

humains (Elqaj et al, 2007).

1.5.2 Parties utiles des plantes médicinales dans la phytothérapie

Les principes actifs qui sont derricre I’effet thérapeutique des plantes se trouvent
réparties d’une maniére non équitable entre les différentes parties de ces derniéres, dont
quelles que unes en contiennent dans les feuilles par exemple et d’autres dans les racines.
C’est pour cela dans certaines recommandations de leur usage, il y’ lieu a préciser la partie
de la plante a appliquer. Dans le recours a leur utilisation, les feuille sont répandues
(26.3%), suivis par les fruits (11.32%), la plante entiere (9.74%), les racines (8.68%), les
graines (6.58%), les fleurs (4%) (Elbeyrouthy et al., 2008).
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I.5.3 Importance des plantes médicinales

La plupart des espéces végétales contiennent des substances qui peuvent agir, a un
niveau ou un autre, sur l'organisme humain et animal (Iserin et al., 2001).L'action de la
phytothérapie sur l'organisme dépend de la composition des plantes.
Beaucoup de végétaux et de certains compléments alimentaires sont une bonne source
d’antioxydants et d’anti-inflammatoires. (Wargovich et al., 2001).Les plantes médicinales
sont donc importantes pour la recherche pharmaceutique et comme matiére premiére pour

la synthése des médicaments (Decaux, 2002).

L’importance économique des plantes médicinales occupe une place importante dans
les marchés nationaux des pays en développement. Ainsi, 1’Allemagne importe chaque
année plus de 75 millions d’euros de plantes médicinales, provenant majoritairement de
payes en développement et en transition. La vente durable de matériel végétal peut donc
considérablement améliorer la balance commerciale des pays exportateurs et représente un

facteur important de développement (Kasparek et al-Janabi, 2008).
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I1. Les composés phénoliques

I1.1 Généralités sur les métabolites secondaires

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a reproduire des
substances naturelles trés diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides, acides nucléiques) (Macheix ef al., 2005), les plantes
produisent un grand nombre de composes. Ces composes ne sont pas produits directement
lors de la photosynthése mais résultent de réactions chimiques ultérieures, d’ou le nom de

« métabolites secondaires» (Cheriet, 2011).

Ces molécules ont été identifiées dans presque toutes les parties de la plante : les
feuilles, les racines, les tiges, les fleurs, les graines et I’écorce (Lee et al., 1994), cependant
d’autres seront au contraire localisés préférentiellement dans une seule catégorie d’organes

(Guignard et al., 1985). Cette distribution varie d’une espece a I’autre (Seghiri, 2007).

Les métabolites secondaires végétaux peuvent étre définis comme des molécules
indirectement essentielles a la vie des plantes, par opposition aux métabolites primaires
qui alimentent les grandes voies du métabolisme basal, mais ils sont essentiels dans

I’interaction de la plante avec son environnement (Harrar, 2012).

La plupart des métabolites secondaires des végétaux sont phytoalexines, c'est-a-dire

des molécules biologiquement actives (Bourgaud, 2001).

Chez ’homme ces éléments trace représente une source importante de molécules
utilisables dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou 1’agroalimentaire

(Macheix et al., 2005).

Selon leur origine biosynthétique, les métabolites secondaires sont classés en trois
groupes majeurs (alcaloides, terpenes, composes phénoliques), qui sont trés inégalement
répartis (Macheix et al., 2005) , chacune de ces classes renferme une trés grande diversité
de composés qui possedent une trés large gamme d'activités en biologie humaine (Krief,

2003 ; Haven et al., 2000).
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I1.2 Les composés phénoliques
I1.2.1 Définition des composés phénoliques

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des produits du métabolisme
secondaire des végétaux, caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique
auquel est directement lié¢ au moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une
autre fonction tels que : éther, ester, hétéroside...etc (Bruneton, 1999 ; Lugasi et al .,
2003).

En effet les composés phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus
largement distribué¢ dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures
phénoliques connus (Lugasi et al ., 2003).

Les composés phénoliques sont synthétisées par les plantes au cours de leurs
développements naturels et en réponse a des conditions de stress : infection, blessure,
radiations UV et autres (Benarous, 2014).

Les polyphénols sont présents partout dans tous les organes de la plante et les
principales sources alimentaires sont les fruits et les légumes, les légumes secs...

(Middleton et al., 2000).

I1.2.2 Classification des composés phénoliques

Plusieurs milliers de composés phénoliques ont été caractérisés jusqu’a aujourd’hui
chez les végétaux. Bien qu’étant trés diversifiés, ils ont tous en commun la présence d’un
ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonction hydroxyles

(Macheix et al., 2005). Ces composés peuvent étre classés de plusieurs fagons

D’aprés Macheix et al (2005), les composes phénoliques sont regroupées en

nombreuses classes qui se différencient par :

e La complexité du squelette de base (allant d’un simple Cs a des formes tres
polymérisées).

e Le degré de modifications de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation, de
méthylation....).

e Les liaisons possibles de ces molécules de bases avec d’autres molécules (glucides,
lipides, protéines, autres métabolites secondaires pouvant étre ou non des composés

phénoliques...).
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I1.2.2.1 Les formes les plus simples

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques allant du

simple phénol C¢ aux flavonoides C;set a des molécules proches (Macheix ez al., 2005).
I1.2.2.1.1 Les acides phénoliques

Le terme acide-phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et hydroxyle phénolique (Bruneton, 1999). Ce terme

réservé aux dérivés de 1’acide benzoique et de 1’acide cinnamique (Macheix et al., 2005).

Les acides phénoliques participent directement aux réactions de stress
environnementaux comme les attaques par les ravageurs et contribuent au processus de

guérison de la plante par la lignification des tissus endommagés (Manach et al., 2004).
» Acides hydroxbenzoiques

Sont des dérivés de ’acide benzoique et ont une structure générale de base de type
(C6-C3). Ces molécules existent souvent sous forme d’esters ou des glycosides. Les acides

hydroxbenzoiques les plus abondants sont répertoriés dans le tableau 1 (Harrar, 2012).

Tableau 1.Principaux acides hydroxbenzoiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

R1 R2 R3 | R4 Exemples

H H OH |H Acide hydroxbenzoique
R2 R1
O H OH OH |H Acide protocatechique
R3 / H OCH; |OH |H Acide vanillique
bH H OH OH | OH Acide gallique
R4 H OCH; | OH | OCHj | Acide syringique

OH H H H Acide salicylique

OH H H OH Acide gentisique
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» Acides hydroxycynnamiques

Dérivaient de 1’acide cinnamique et ont une structure générale de base de type (Cs-Cs).
Existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques. Les degrés
d’hydroxylation et de méthylation du cycle benzoique, conduisent une réactivité chimique
importante de ces molécules (Harrar, 2012). Les principaux acides hydroxycynnamiques
sont représentés dans le tableau 2.

Tableau 2.Principaux acides hydroxycynnamiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

R1 R2 R3 Exemples
OH H H H Acide cinnamique
R >~ _:‘"“HD H OH H Acide p-coumarique
OH OH H Acide caféique
R, OCH3 | OH H Acide férulique
Ry OCH3 | OH H Acide sinapique

> Coumarines

Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la
chaine latérale (Macheix et al., 2005). Les coumarines ont un squelette en C4-Cs, mais ils
possedent un atome d’oxygene hétérocyclique dans le cadre de ’'unit¢ Cs; (Vermerris et
Nicholson, 2006) .Appartiennent au groupe des composés connus par des benzo-a-pyrone
(O’Kennedy et Thornes, 1997) ils sont substituées en 7 par un hydroxyle. Ce sont des
substances organiques aromatiques caractérisées par une saveur amere et qui se présentent
chez les végétaux aux niveaux des différents organes sous forme de cristaux blancs ou
jaunatre (Bruneton, 2009). Elles se trouvent dans la nature soit a I’état libre ou bien
combiné avec des sucres (Cowan, 1999). Le tableau 3 regroupe les principaux types de

coumarines.
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Tableau 3. Principaux types de coumarines (Macheix et al., 2005).

R6 R7 RS Acides phénoliques
H OH H Umbelliférol

OH OH H Aescultol

OCH3 | OH H Scopolétol

OCH3 | OH OH Fraxétol

H OH OH Daphnétol

11.2.2.1.2 Les flavonoides

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des
écorces d’orange, cependant d’autres auteures supposaient que le terme flavonoide a été

plutdt prété du flavus qui signifie jaune (Prochazkova D ef al , 2010).

De nos jours, plus de 8000 flavonoides ont été identifiés. Ils ont une origine
biosynthétique commune et par conséquence, possedent tous un méme squelette de base a
quinze atomes de carbones constitué¢ de deux unités aromatiques : deux cycles en Cg (A et

B) reliés par un hétérocycle en C; (Figurel) (Bruneton 1999 ; Pitta, 2000).

Figure 1. Structure de base des flavonoides (Krishna et al., 2001).
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Structuralement les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon
le degré d’oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle C (Pitta, 2000).
quatorze groupes différents ont été identifiés dont six groupes sont particulicrement les
plus répondus et les mieux caractérisés : flavones, isoflavones, flavanones, flavanols,

flavonols, anthocyanidines (Heim ez al., 2002 ; Hendrich,2006).

Les composés de chaque classe se distinguent entre eux par le nombre, la position et la
nature des substituants (groupement hydroxyles, et autres) sur les deux cycles aromatiques

A et B (Heim et al., 2002).

De fagon générale les flavonoides se trouvent soit a 1’état libre, dans ce cas ils sont dits
aglycones soit sous forme glycosides et dans ce cas une ou plusieurs de leurs fonctions
hydroxyles ils sont liés a des sucres tels que le glucose, I’arabinose, galactose,
glucorhamnose, ils peuvent en outre des monomeres ou des oligomeres (Dacosta, 2003).
La partie du flavonoide autre que le sucre est appelée aglycone ou génine (Heim et al.,

2002).

Il est important de noter, que les flavonoides sont rencontrés dans les fruits et les
légumes, et ils constituent des pigments responsables de colorations jaune, orange et rouge
des différents organes végétaux. Les travaux sur les flavonoides confirment leurs diverses
propriétés antioxydants, vasculoprotectrices.... (Boussoussa, 2011). Le tableau 4 regroupé

quelques classes des flavonoides et leurs propriétés biologiques.
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Tableau 4.Quelques classes des flavonoides (Bellebcir, 2008).

Classe Formule Sources Propriétés
Flavanols 7z raisins, Thé, cacao -Antioxydants naturels.
-anticancéreuses.
flavonols Oignon, pomme, - antihistaminique, anti-
brocoli, fruits rouges inflammatoire et
antioxydante.
flavanones . 2 . Les Agrumes : orange, | - neutralisation des radicaux
8 (13 \‘1\\.©5 citron, pamplemousse, | libres.
! jz & mandarine, orange - amélioration de I’absorption
° z ¢ : amere de la vitamine C.
O - la prévention des cancers de
la peau.
flavones oignon, brocoli, pomme | - Anti-inflammatoires.
, 8 - Anticancéreux.
6
5 -
O
Isoflavones 8 o Soja - phytoestrogéniques.
' - Source de phytoestrogenes.
’ 5
Anthocyanes Mpyrtille, mare, raisin - la lutte contre le
OH noir, aubergine, vieillissement cellulaire en
o prune... améliorant 1’¢lasticité et la
HO Oy densité de la peau.
y - Présente comme des
o or couleurs brillant dans les
fruits et les 1égumes.
- antiseptiques urinaire.
[ =)
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11.2.2.2 Les formes condensées

Ces composés résultant généralement de la condensation de certaines formes simples
précédemment évoquées. Selon la nature des constituants impliqués et selon le type de

condensation, on obtient des composes plus ou moins complexes (Macheix et al., 2005).
11.2.2.2.1 Les tannins

Les tannins ou tanins sont des polyphénols polaires d’origine végétale existent dans
différentes parties de la plante : écorces, bois, feuilles, fruits et racines. Ayant un poids

moléculaire (PM) compris entre 500 et 3000 Da (Brunet, 2008).

Les tannins sont des substances qui ont la propriété¢ de transformer la peau fraiche en
un matériau imputrescible : le cuir (Bruneton, 1999). Cette propriété de tannage provient
de la création de liaisons entre les molécules de tannins et les fibres de collagéne de la
peau. Les tannins sont des macromolécules qui se divisent selon leur structure en deux
groupes distincts. Les tannins hydrolysables et les tannins condensés (Harvey et Allan,

1992).

» Les tannins hydrolysables

Les tannins hydrolysables (THs) sont des polyesters de glucides et d’acide phénol
(Figure 2), ils sont facilement scindés par les enzymes de tannase en ose et en acide phénol

(Paris et Hurabielle, 1982).

OH OH

S f\%\,op“

OH HO
OH

gallic acid 7 \ OH
HO

(-1,2,3,4,6-pentagalloyl-0-D-glucose

Figure 2. Exemple de tannins hydrolysables Pentagalloylglucose (Brunet, 2008).
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> Les tannins condensés

Les tannins condensés (TCs) sont des oligoméres ou des polyméres de flavon-3-ols
(éventuellement de flavon-3,4-diols) dérivés de la catéchine ou de ses nombreuses
isomeres. Sont liées entre elles par des liaisons carbone-carbone (Figure 3). Contrairement
aux tanins hydrolysables, ils ne possédent pas de sucre dans leur molécule, ils sont
résistants a 1I’hydrolyse et seules des attaques chimiques fortes permettant de les dégrader

(Macheix et al., 2005 ; Bruneton, 1999).

Catechin

Proanthocyanidins

Figure 3. Exemple de tannins condensés (Lucia, 2012).

11.2.2.2.2 Les lignines

La lignine est un polymére trés complexe que 1’on retrouve dans toutes les plantes
vasculaires, assurant les propriétés de rigidité et d’hydrophobicité des parois des tissus
vasculaires. Ce polymere tridimensionnel est synthétisé au niveau de la paroi (Wertz,
2010).

Les lignines résultent de la polymérisation tridimensionnelle de trois molécules
phénoliques de bases dénommées monolignols et qui sont les alcools coumarylique,
coniférulique et sinapylique, correspondant respectivement aux acides p-coumarique,

férulique et sinapique (Macheix et al., 2005).

15

——
| —



Les composés phénoliques

I1.2.3 Biosynthése des composes phénoliques
I1.2.3.1 Voie d’acide shikimique

Les acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) sont a 1’origine de la plupart
des molécules phénoliques chez les végétaux, ces acides aminés sont formés a partir des
sucres simples issus du métabolisme primaire par la voie de I’acide shikimique. La
désamination de la phénylalanine donne naissance au précurseur direct des phénols :

I’acide cinnamique. (Yahiaoui, 2012).
I1.2.3.2 Voie d’acide acétique

Cette voie donne naissance aux flavonoides dont le squelette de base a une double

origine :

v" Trois molécules d’acétyl COA (cycle A)
v" Une molécule de p-coumaryl COA (cycle B et hétérocycle C)

La condensation de ces unités donne naissance aux flavonoides et particuliérement aux
pigments anthocyanes et flavonols ou encore certaines monomere de types flavanols dont

la polymérisation conduit aux tanins condensés (Yahiaoui, 2012).

I1.3 Propriétés biologiques des composés phénoliques

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides en
particulier sont tres poussées en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme les
activités antiallergique, anti-inflammatoire, hépatoprotective, antimicrobienne, antivirale,
cardioprotective et vasodilatoire (Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al.,2007).

Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particulierement deux domaines : la

phytothérapie et ’hygiene alimentaire (Leong et Shui, 2002).

D’apres les études multiples attestant de 1’impact positif de la consommation de
polyphénols sur la santé et la prévention des maladies, les industriels commercialisent
maintenant des aliments enrichis en polyphénols ou des suppléments alimentaires

(Hennebelle ez al., 2004).
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I1.3.1 L’activité antioxydant des composés phénoliques

Notre organisme produit en permanence des molécules oxydantes qui sont des formes
hautement réactives dérivées de I’oxygeéne. Ces derni¢res molécules dont font partie les

radicaux libres qui sont trés nocives pour 1’organisme (Favier, 2003).
I1.3.1.1 Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des espéces chimiques, atomiques ou moléculaires, contenant
un ou plusieurs €lectrons libres non appariés sur leurs couches externes (Lehucher-Michel
et al., 2001), ces molécules sont tres instables et réagies rapidement avec d’autres
composants, essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une
réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche
en lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre

(Martine-Cayuela, 1995).

Parmi les espéces radicalaires les plus intéressantes se trouvent les espéces réactives de
I’oxygene qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule d’oxygéne, par addition

d’un électron. les principales especes réactives de 1’oxygéne sont: le radical superoxyde

(02.'), le radical hydroxyle (OH. ), le monoxyde d’azote (NO.), et aussi certains dérivés
oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde
d’hydrogene (H,0;) et le peroxynitrite (ONOOQO"), se forment par réaction de ces radicaux
primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Jacques et André, 2004 ;
Gutteridge, 1993 ; Favier, 2003).

Dans tous les systémes vivants, ces especes sont produites habituellement par voie
endogéne durant le métabolisme cellulaire (Kumari et Kakkar, 2008). Les ERO sont
aussi produites dans des circonstances pathologiques intrinséques telles que le
dysfonctionnement de la mitochondrie (Montagnier, 2009). Des facteurs exogeénes a
savoir les polluants environnementaux, les radiations, les solvants organiques, le tabac
ainsi que les agents pathogenes sont aussi incriminés dans la production des ERO (Figure

4) (Ansari, 1997).
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Inflammation

Adaptation

-/
} \ =

ADN/ARN ,
Protéines Pathologie

Toxique Lipides Vieillissement

Sucres

Figure 4. La double vie des ERO (Barouki, 2006).

I1.3.1.2 Le stress oxydatif

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par
un nouveau concept, celui du « stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation ou la cellule ne
contrdle plus la présence excessive de radicaux oxygénés toxiques, situation que les

chercheurs impliquent dans la plupart des maladies humaines (Favier, 2003).

I1.3.1.2.1 Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif est le déséquilibre entre la génération des especes réactives de
I’oxygene et la capacité du corps a les neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs
(Boyd et al., 2003). Il correspond a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire
(Morel et Barouki, 1999).

Dans les circonstances normales, on dit que la balance antioxydants/ pro-oxydants est
en équilibre. Si tel n’est pas le cas, ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d’une
surproduction énorme de radicaux libres, 1’exces de ces radicaux est appelé stress oxydant

(Favier, 2003).

Le stress oxydant se traduit au niveau des mitochondries par une peroxydation
lipidiques, oxydation des protéines, oxydation et des mutations dans ’ADN qui peuvent

étre a I’origine de la survenue de certains cancers (Boussoussa, 2011).
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11.3.1.2.2 Les conséquences moléculaires du stress oxydatif

La production excessive des radicaux libres provoque des I1ésions directes de molécules
biologiques : oxydation de I’ADN, des protéines, de lipides et des glucides, mais aussi des
Iésions secondaires dues au caracteére cytotoxique et mutagene des métabolites libérés
notamment lors de l'oxydation des lipides (Favier, 2003). Les principales cibles
radicalaires sont:
A) Oxydation de ’ADN

Les radicaux libres peuvent induire des effets mutagenes ou I’arrét des réplications de
I’ADN.L'attaque radicalaire peut étre directe et entrainer l'oxydation des bases, ce qui

donne naissance a un grand nombre de bases modifi¢es (Krippeit-Drews et al., 1994).

B) Oxydation des protéines

Les structures (primaire, secondaire et tertiaire) et les fonctions des protéines sont aussi
altérées par les ERO. Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout
celles qui comportent un groupement sulthydryle (SH). C'est le cas de nombreuses
enzymes cellulaires et protéines de transport qui vont ainsi étre oxydées et inactivées

(Ahsan et al., 2003).

C) Oxydation des lipides

Parmi les cibles les plus susceptibles a I’action des ERO sont les acides gras
polyinsaturés comme 1’acide linoléique et I’acide arachidonique. L’abstraction d’un atome
d’hydrogene a partir d’une molécule d’acide gras polyinsaturé initie le processus de la
peroxydation lipidique. Un atome d’hydrogene est pris d’une deuxieme molécule d’acide
gras polyinsaturé résultant en un nouveau radical libre (Ahsan et al., 2003). Ces radicaux
peuvent déclencher une chaine de réactions de peroxydation au niveau des acides gras des
phospholipides membranaires, conduisant a 1’altération de la membrane et la perte de
I’organisation de sa structure de bicouche lipidique qui est nécessaire a la fonction des

enzymes liées et des récepteurs (Evans, 2000).

D) Oxydation des glucides
Le glucose peut s'oxyder en présence des ions métalliques conduisant a la libération
des cétoaldéhydes, H,O, et OH qui peuvent entrainer la coupure des protéines ou leur

glycation par attachement du cétoaldéhyde. Ce phénomeéne de glycosoxydation est trés
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important chez les diabétiques et contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de

leur rétine (Favier, 2003).
I1.3.1.3 Les antioxydants
I1.3 .1.3.1Définition

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les
dommages causés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au
niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS. L'ensemble de ces
molécules susceptibles d'inhiber directement la production, de limiter la propagation ou de

détruire les espéces réactives de 1'oxygene (Favier, 2003).
I1.3 .1.3.2 Systémes de défenses antioxydants

La nature des systémes antioxydants différe selon les tissus et les types cellulaires et
selon qu’on se trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire. Les défenses
antioxydantes de notre organisme peuvent se diviser en systémes enzymatiques et systémes

non enzymatiques (Goudable et Favier, 1997).

A. Systémes enzymatiques

L’organisme humain possede un systeme enzymatique, constitué principalement de
trois enzymes: la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase
(GPx) (Avissar et al., 1989). Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade
radicalaire au niveau du superoxyde et du peroxyde d’hydrogeéne, conduisant finalement a

la formation d’eau et d’oxygeéne moléculaire (Marfak, 2003).

» La superoxyde dismutase

Les superoxydes dismutases (SODs) sont une classe d'enzymes apparentées qui
catalysent la dégradation de 'anion superoxyde en oxygene et peroxyde d’hydrogeéne selon
la réaction suivante (Favier, 2003).

20, +2H° 222, H,0,+ 02

» La catalase

Présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques. Elle agit en
synergie avec la SOD puisque son rdle est d'accélérer la dismutation du peroxyde

d'hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire selon la réaction suivante (Sorg, 2004).

2H,0, AT | H,0,+ 0,
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» Les glutathions peroxydases

La glutathion peroxydase est une enzyme qui constitue I'un des plus importants
systémes enzymatiques de protection car elle est capable non seulement de détoxifier le
peroxyde d’hydrogéne, mais aussi d’autres hydroperoxydes résultant de 1’oxydation du
cholestérol ou des acides gras (Ganther, 1999). La glutathion peroxydase se trouve dans le
cytoplasme et dans les mitochondries, elle catalyse la transformation de peroxyde
d’hydrogene en deux molécules d’eau. Tandis que les glutathion peroxydases éliminent le
H,O par son utilisation dans I’oxydation du glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé

(GSSQG) et requicrent le sélénium dans leur site actif pour cette activité (Aruoma, 1999).

H,0, + 2GSH — S 5 2H,0+ GSSG

B. Systémes non enzymatiques

» La vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique est une molécule hydrosoluble présente dans la
plupart des fruits et Ilégumes. Elle est connue pour son action protectrice contre 1’oxydation
membranaire (Retsky et al., 1999). Ses propriétés antioxydantes sont attribuées a sa
capacité d’étre réduit en radical ascorbyle aprés la perte d’un électron ou d’un proton
(Valko et al., 2006 ; Van Antwerpen, 20006).

» La vitamine E

La vitamine E ou a-tocophérol, est un antioxydant liposoluble, elle se localise entre les
chaines d'acides gras des phospholipides qui constituent les membranes et les
lipoprotéines. Le role essentiel de la vitamine E est de capter les radicaux peroxyles
lipidiques RO, qui propagent les chaines de peroxydation (Gardés-Albert et al., 2003).

» Les caroténoides

Les caroténoides tels que le B-caroténe constituent une vaste famille de composés qui
sont généralement des bons capteurs de radicaux hydroxyles et peroxyles ce qui les rend
susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique. En outre, les caroténoides ont
un role spécifique de capter l'oxygene singulet, 10,, ce qui leur permet d'exercer une
protection vis-a-vis des dommages induits par les rayons ultraviolets de la lumiére solaire

(Gardés-Albert et al., 2003).
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» Les polyphénols

Plusieurs ¢tudes épidémiologiques ont montré qu’il y a un rapport inverse entre la prise
d’aliments riches en polyphénols (les fruits et les 1égumes) et le risque des maladies reliées
a I’dge comme les maladies neurodégénératives (Hu, 2003 : Bubonja-Sonje et al., 2011).
Cette relation est souvent attribuée aux puissantes activités anti-oxydantes des flavonoides
et d’autres polyphénols associées a leurs propriétés redox permettant d’éliminer les effets

d’especes réactives de I’oxygene (Ketsawatsakul ez al., 2000).

I1.3 .1.3.3 Les antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques sont utilisés depuis de nombreuses années. Mais,
récemment beaucoup d’études ont porté sur la toxicité ¢élevée des antioxydants
synthétiques utilisés dans 1’industrie alimentaire, comme, par exemple, le
butylhydroxytoléne (BHT), I’hydroxyanisol butyle (BHA), le tert-butylhydroquinone
(TBHQ) (Khelfallah , 2013).

I1.3 .1.3.4 Mode d’action des polyphénols

Les composés phénoliques agissent comme donneurs de protons ou d’électrons,
comme chélateurs de métaux de transition (Marquez-Garcia et al, 2009), et comme
inhibiteurs d’enzymes génératrices de radicaux libres et inducteurs de la synthese
d’enzymes antioxydantes (Hennebelle ez al., 2004). Grace a leur diversité structurale, les
composés phénoliques exercent une activité antioxydante via plusieurs mécanismes et
agissent a différents niveaux des réactions radicalaires (Derbel et Ghedira, 2005). Cette
activité est étroitement liée a leurs propriétés structurales, a savoir le nombre et la position
des groupements hydroxyles et le degré de méthylation, de glycosylation et de
polymérisation (Heim et al., 2002).
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L’objectif de travail

Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de Biochimie, département de Biologie
université Amar Telidji -Laghouat-, il a pour objectif d’évaluer I’activité anti-oxydante des
composes phénoliques de I’espéce Thapsia garganica (les feuilles et les graines) par le

biais de deux méthodes : la méthode de DPPH’ et la méthode de FRAP.

Le matériel et les méthodes expérimentales utilisés dans ce travail, sont décrits dans

cette partie.

I.1Présentation de la plante étudiée
I. I.1 Description botanique, répartition géographique

Thapsia garganica (Adrias, bounafaa) est une plante vivace, de la famille des Apiécée
(ombelliferes), a tige florifere dressée, peu ramifiée, environ de 1,50 m d’hauteur. Elle a
des grandes feuilles en touffe, trés découpées, pourvues d’un pétiole en gaine a la base. Les
feuilles supérieures sont réduites a une gaine large et épaisse, les fruits sont ovales et longs
de plus de deux centimetres, et largement ailés. La racine est volumineuse, noiratre a

I’extérieur et blanche a I’intérieur (Figure 5) (Mohammedi et al., 2014).

Thapsia garganica est une plante méditerranéenne, abondant surtout dans le Maghreb
et en Algérie ou il est adapté a la sécheresse et a I’aridité des steppes et des montagnes

sahariennes (Hammiche et al., 2013).
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I. .2 Classification
La classification compléte de Thapsia garganica est donnée comme suit (Hazerchi, 2013).

Régne : Plantes

Embranchement : Spermatophytes
Sous embranchement : Angiosperme
Classe : Dicotylédones

Ordre :Apiales

Famille : Apiaceae

Genre: Thapsia

Espéce: Thapsia garganica. L

Source : http://www.teline.fr

Figure 5. Photographie de Thapsia

garganica.

I. 1.3 Usages
I. 1.3.1 Usages traditionnels

L’¢écorce de racine trouve encore quelques emplois en médecine traditionnelle
maghrébine, pour traiter la stérilit¢ féminine, les douleurs rhumatismales, les entorses et
surtout, pour les maladies pulmonaires graves (Hammiche et al. 2013).

Les racines et les graines de Thapsia garganica sont utilisées en médecine
traditionnelle en Europe et dans certains pays arabes de la cote méditerranéenne : des
onguents sont ainsi préparés dans le but de soulager des rhumatismes ou certains maux
pulmonaires (Macé, 2012).

En médecine populaire algérienne, l'usage de cette plante toxique est réservé aux
traitements externes, généralement sous forme de décoction aqueuse ou de macération
huileuse de racine, en applications locales contre les douleurs rhumatismales, ou
quelquefois sur le thorax pour traiter les bronchites (Khacheba, 2008).

On l'utilise aussi, mélangé a la farine du son, contre les morsures d'animaux

(Bellakhdar, 1997).
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I.1.3.2 Usages thérapeutiques

L’étude des constituants chimiques principaux a 1’origine de la propriété thérapeutique
de Thapsia garganica a conduit 1’équipe danoise de Christensen a 1’isolement en 1978 de
deux molécules : la thapsigargine et la thapsigargicine, leur activité libératrice d’histamine
a ensuite été démontrée, ce qui expliquait les réactions inflammatoires observées sur la

peau (Macé, 2012).

La complexité structurale des thapsigargines (extraite des racines et des feuilles) et
leurs activités biologiques cytotoxiques, ainsi que d’autres pro-drogues issu de celle-ci
sont actuellement en cour d’étude pour la lutte contre le cancer. L’une des pro-drogues (G-

202) est particulierement active contre le cancer avancé de la prostate (Macé, 2012).
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1.2 Extraction des composés phénoliques
1.2.1 Récolte et séchage

Les feuilles de I’espece Thapsia garganica ont était récoltées en février 2016 dans la
région de Tadjmout (Laghouat) et les graines a était récoltés 1’année passée. Les feuilles et
les graines de la plante sont ensuite séchées, broyées et conservées dans des sacs en papier

a I’abri de la lumiére et I’humidité jusqu’aux des analyses ultérieurs (Figure 6).

r - T = -
. - . -~
Feuilles [+ o Graines
- |

s = e

Figure 6. La poudre obtenue aprés le broyage du matériel végétal.

1.2.2 Préparation des extraits bruts
» Macération par I’hexane (dépigmentation)

Une quantité de 5 g des feuilles et des graines broyée est macérée dans 50 ml du
I’hexane pendant 48 heure (2 macération successive, en renouvelant le solvant chaque 24
heure) a température ambiante et a 1’obscurité afin d’éliminer toutes traces de composés

apolaire (pigments, lipides). Les mélanges sont ensuite filtrés.

» Macération par le méthanol

La phase résiduelle obtenue aprés la filtration de chaque extrait est macérée dans 100
ml de méthanol pendant 48heures (2 macération successive) a I’obscurité et a température
ambiante. Apres filtration, les solutions méthanoliques des feuilles et des graines (Figure
7) ont été évaporées a sec dans un rotavapeur a 45°C. Les résidus secs sont repris par le

méthanol et conservés jusqu’ au déroulement de 1’analyse (Figure 8).
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Figure 7. Les extraits méthanoliques.

Figure 8. Les résidus secs solubilisés dans le méthanol.
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10 g du poudre de la plante (5g feuilles et 5g graines)

A 4

2 macérations successives dans 50 ml Hexane

(Pendant 24 H, a T ambiante, a 1’obscurité)

Filtration
A 4 A 4
Fraction hexanique Résidus de la macération
l 2 macérations successives
Rejetée dans 50 ml MeOH
A 4
Filtration
A 4 A 4
Fraction méthanolique Résidus de la macération

A

y

Evaporation a sec a 45C°

!

Rejetés

A 4

secs dans

Solubilisation des résidus

le MeOH

A 4

Conservation des extraits

Figure 9. Protocole d’extraction des composés phénoliques.
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1.2.3 Calcul du rendement d’extraction
Le rendement d’extraction (%) est calculé en appliquant la formule suivante :

R(%) = (m/my) x 100
R (%) : Rendement exprimé en %.
m :masse de 1’extrait sec résultant exprimé en (g).

my :masse du matériel végétal exprimé en (g).

1.3 Dosage des quelques des métabolites secondaires
1.3.1 Dosage des phénols totaux
1.3.1.1 Principe de 1a méthode

En pratique, plusieurs méthodes sont appliquées pour estimer la teneur en phénols
totaux, mais aucune n’est apte seule de détecter tous les composes phénolique. Parmi elles,
la méthode de Folin-Ciocalteu est utilisée depuis environ un si¢cle pour dosser la quantité

des phénols dans les plantes (Vermerris et Nicholson, 2006).

Le principe est basé sur la réduction du réactif Folin-Ciocalteu de couleur jaune, qui est
un mélange de 1’acide phosphotunstique (H3PW,,049) et 1’acide phosphomolybdique
(H3PMy12049), par les groupements hydroxyles des polyphénols, en oxydes bleus de
tungstene (W30O,3) et de molybdeéne (MogO»3). Pour cette méthode spectrophotométrique, il
faut établir une courbe d’étalonnage qui relie les absorbances aux différentes
concentrations, comme celle de 1’acide gallique ou chlorogénique. Les concentrations en
composés phénoliques sont alors rapportées en équivalent d’acide gallique ou

chlorogénique respectivement (Vermerris et Nicholson, 2006).

Pour estimer la teneur en phénols totaux dans nos extraits, nous avons utilisé cette
méthode, suivant le protocole décrit par Slinkard et Singleton (1977). Le phénol standard
utilisé dans cette méthode est 1’acide gallique dont la formule chimique est présentée dans

la figure 10.
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HO

HO

OH
HO

Figure 10. Structure de I’acide gallique.

1.3.1.2 Protocole expérimental

Pour la réalisation de la courbe d’étalonnage, différentes concentrations de 1’acide
gallique allant de 0,1 a 1 g/L ont été préparées. Par la suite, 40ul de chaque solution
préparée et 3,16 ml d’eau distillée sont ajouté a 200 pl de réactif Folin-Ciocalteu, apres 3
min d’incubation, 600 pl de la solution Na,CO; (20%) est ajouté (favoriser un milieu
alcalin pour déclencher la réaction d’oxydoréduction), la solution final est incubé pendant
30 min a 40°C. La lecture d’absorbance est effectuée a une longueur d’onde de 765 nm

contre le blanc 40 ul MeOH (méme solution sans la solution de 1’acide gallique).

L’analyse quantitative des phénols totaux des extraits phénoliques (Feuilles et graines)
a ¢été réalisée par la méme procédure (méme protocole sauf que 1’acide gallique est

remplacé par I’extrait dilué).

Les résultats ont été¢ exprimés en milligrammes équivalent d’acide gallique par gramme

du poids sec de la plante en poudre en appliquant la formule suivante :

C=(cxV)/m (Debbeb, 2015)

C : La teneur en phénols totaux (mg d’acide gallique/ g de matiére séche).

¢ : La concentration de 1’acide gallique établie a partir de la courbe d’étalonnage
(mg/ml).

V : Volume de I’extrait.

m : Le poids de la matiere séche (g).
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1.3.2 Dosage des flavonoides
1.3.2.1 Principe de la méthode

Le contenue en flavonoides a été déterminé en adaptant le procédé modifié, décrit par
Djeridane et al (2006). Cette méthode utilise le trichlorure d’aluminium (AlCl;) qui
interagit spécifiquement avec les flavonoides en donnant une couleur jaune foncée.
L’intensité de la coloration est évaluée par spectrophotometre a A = 420 nm. De méme que
le dosage des phénols totaux, le dosage des flavonoides nécessite aussi 1’établissement
d’une courbe d’étalonnage d’un flavonoide standard. Le flavonoide standard utilisé dans

cette méthode est la quercétine dont la formule chimique est représentée dans la figure 11.

Figure 11. Structure de la quercétine.

1.3.2.2 Protocole expérimental

A partir de la solution mére de la quercétine préparée dans le méthanol de
concentration massique 0,5 g/I, on prépare des solutions filles de concentration différentes
varient entre 0,01 g/l et 0,05 g/l. On met un volume de 20 pl de chaque solution préparée
de la quercétine ou de I’extrait dilué lors de la quantification des flavonoides, 30 pl de
MeOH, 1ml d’AICI3 (2%) et 0,95 ml d’eau distillée, le tout est incubé pendant une heure a
I’obscurité. La lecture d’absorbance est effectuée a une longueur d’onde de 420 nm contre
le blanc 20 ul MeOH. A partir des valeurs des absorbances obtenue, nous avons tracé la

courbe d’étalonnage de la quercétine.

La teneur en flavonoides totaux des extraits est exprimée en milligramme équivalents

de quercétine par gramme du poids de la matiére seche (mg EQ/g).
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1.3.3 Dosage des chlorophylles et des caroténoides

La teneur en chlorophylle totale et les caroténoides totaux ont été déterminées selon le
procédé de Peksel ef al. (2010). 10 mg d'extrait des plantes a été dissous dans 10 ml d'eau
distillée. On mesuré L'absorbance de I'échantillon a 450, 645 et 663 nm a ’aide d’un
spectrophotometre.

La chlorophylle totale et la teneur en caroténoides totaux ont été calculés a 1'aide des
équations suivantes :
Chlorophylle a (ug/ml) =12, 7 Agez — 2,69 Agas
Chlorophylle b(ug/ml) =22, 9 Agss — 4, 68 Ases
Total chlorophylle (ug/ml) =20,2 Agss + 8,02 Ages
Total caroténoide (ug/ml) = 4,07 Asso — [(0,0435%chlorophylle a)+(0, 367Chlorophylle b)].

1.4 Evaluation de ’activité antioxydante
1.4.1 Méthode de piégeage du radical libre DDPH

1.4.1.1 Principe de 1a méthode

Le DDPH.(2,2—diphényle—l—picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur

violacée qui absorbe a 517nm. En présence de composés anti-radicalaires (donneur
d’hydrogeéne), le radical DPPH'est réduit et change de couleur en virant au jaune (Figure

12) (Lim, 2015).

DPPH ox + Antioxydant red — DPPH red + Antioxydant ox (Rolland, 2004).

o ()
ON N—N Annmfydant
H
NO,

Figure 12. Réduction du radical libre DDPH’ (Molyneux, 2004).
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1.4.1.2 Protocole expérimental

Un volume de 1 ml de chaque solution méthanolique des extraits a différentes

concentrations ou de standard utilisé sont ajoutés a 1ml de la solution méthanolique du
DDPH (ImM) fraichement préparée. Apres incubation pendent 30 min a température

ambiante et a [’obscurité, I’absorbance des échantillons est lue a 1’aide d’un

spectrophotométre calibré par le méthanol a 517 nm.

Le pourcentage d’inhibition du radical libre DDPH est calculé & partir de la relation
suivante :
Ac — Ae
1% = (=-=) x 100
Ac
I (%) : pouvoir d’inhibition en %.

A.: absorbance de la solution de DPPH en absence de I’extrait (contrdle).

A.: absorbance de la solution de DPPH en présence de 1’extrait (échantillon testé).

Pour chaque extrait nous avons déterminé la valeur ECsy qui est la concentration du
substrat qui cause la perte de 50% de Dl’activit¢ du DPPH (Samarther al., 2008),les
résultats sont exprimés par rapport a une standard comme 1’acide ascorbique, Trolox et

BHA (Molyneux, 2004).

1.4.2 Méthode de la réduction du fer FRAP (Ferric reducing antioxidant power)
1.4.2.1 Principe de la méthode

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette
technique a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer
ferrique (Fe’) présent dans la complexe K3Fe(CN)g en fer ferreux (Fe*"). En effet le Fe’*
participe a la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance du
milieu réactionnel est déterminée a A = 750 nm (en mesurant et en surveillant
'augmentation de la densité de la couleur bleu vert). Une augmentation de 1’absorbance
correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Berker et al,

2007).
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1.4.2.2 Protocole expérimental

400 pl de DI’extrait a différentes concentrations est mélangé avec 1 ml de 1’acide
chlorhydrique HCI (1M) et 200 pl de SDS (1%) et 300 ul d’une solution de ferricyanaure
de potassium K;3Fe(CN) ¢ (1%), ’ensemble est incubé au bain marie a 50°C pendant 20
minutes puis refroidi a température ambiante, 200 pl d’une solution de chlorure ferrique
FecLs (0,1%) est ajouté au mélange réactionnel. La lecture de 1’absorbance du milieu

réactionnel se fait a 750 nm contre un blanc (MeOH) (Berker et al., 2007).

34

——
| —



Reésultats et Discussions



Résultats et Discussions

II.1 Rendement d’extraction

L’extraction est une étape trés importante pour 1’isolement et l'identification des
principes actifs a haute valeur ajoutée a partir de la matiére végétale, notamment le cas des
polyphénols, qui suscitent actuellement beaucoup d’intérét grice a leur activités
biologiques diverses en particulier leur propriétés antioxydante. Beaucoup d'études ont
souligné l'influence de différentes conditions physico-chimique sur les rendements
d’extraction des composés phénoliques d’origine végétale, tels que le temps et la
température d’extraction, le pH, la méthode d’extraction, la composition chimique des
échantillons et la polarité¢ du solvant (Debbab, 2015). Pour qu’une extraction soit optimale

et efficace, il est convenu de respecter plusieurs facteurs.

L’extraction des composés phénoliques par deux macération successive du poudre des
feuilles et des graines de la plante étudiée (Thapsia garganica) dans le méthanol, nous a
permet de déterminé le rendement de leurs extraits bruts.

L’aspect, la couleur ainsi que le rendement de chaque extrait par rapport au poids sec de

plante, et la masse, sont représentés dans le tableau ci-dessous (tableau 5).

Tableau 5. Aspect, couleur, la masse et le rendement d’extraction de chaque extrait.

Extrait | La masse de résidu sec (g) | Aspect et couleur de résidu sec | R (%)

Feuilles 0.47 Pate visqueuse, Verte foncée 9.4

Graines 0.38 Pate visqueuse, Marron claire 7.6

Nous constatons que 1’extrait brut des feuilles enregistre un rendement élevé de I’ordre
de 9.4% suivi par ’extrait des graines a raison de 7.6 %. Cette différence pourrait étre due
principalement a la richesse ou la pauvreté de la plante en composes solubles dans le
solvant utilis¢ (MeOH) ou bien a la taille des particules de la poudre végétale (Vermerris
et Nicholson, 2006). Ainsi que la composition chimique d'une partie a l'autre est différe

dans les plantes.
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I1.2 Résultats de dosage des quelques métabolites secondaires
I1.2 .1 Teneurs en phénols totaux et en flavonoides

Afin de caractériser les extraits préparés a partir de la plante étudiée, un dosage des
polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué. La raison principale pour le choix de
ces substances réside dans le fait que la majorité des propriétés antioxydants des plantes
leur sont attribués.

La teneur en composés phénoliques de chaque extrait est déterminée par la méthode de
Folin-Ciocalteu (Slinkard et Singleton 1977) a partir de la courbe d’étalonnage, exprimée
en milligramme équivalent d’acide gallique par un gramme de la matiére végétale séche
(Figure 13). Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure
d’aluminium (Djeridane et al 2006) en utilisant comme standard la quercétine, la
quantification des flavonoides a été déterminée a partir de la courbe d’étalonnage et les
résultats sont exprimés en milligramme équivalent de quercétine par un gramme de la

maticre végétale seche (Figure 14).

1,2 4

A(765) = 0,9867[AG]
R?=0,9991

Absorbance a 765 nm

O T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentration d 'AG (mg/ml)

Figure 13. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique (mg/ml).
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y=7,1936 x {/
A

r* = 0,999

04

0.2 1

Absorbance & 420 nm

0.1 - /
0.0 / T T T T

0,00 0.01 0.02 0,03 0,04 0.05 0,06

[ Quercitine ] (mg/mL)

Figure 14. Courbe d’étalonnage de la quercétine (mg/ml).

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 6.

Tableau 6. Teneur en polyphénols totaux et flavonoides des extraits de la plante.

Gaines Feuilles
Polyphénol Totaux (mg EAG/g résidus sec) 34,035+ 0,22 67,295+ 0,09
Flavonoides (mg EQ/g résidus sec) 03,253 £ 0,50 04,574 £ 0,24

Dans les deux parties de la plante étudiée, nous avons remarqué une variabilité des
teneurs en polyphénols et flavonoides, la partie avec les teneurs les plus hautes est celle des
feuilles de 1’ordre de 67,295+ 0,09 mg EAG/g résidus sec et 04,574 £ 0,24 mg EQ/g
résidus sec des polyphénols et flavonoides suivi par les graines avec des teneurs de 34,035
+ 0,22 mg EAG/g résidus sec et 03,253 £ 0,50 mg EQ/g résidus sec.

Cette différence pourrait étre due principalement a la différence de composition
chimique de chaque partie de la plante et la répartition inégale des polyphénols dans

différentes partie des plantes.
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I1.2 .2 Résultats de dosage des chlorophylles et des caroténoides
Les résultats de teneur en chlorophylles et caroténoides sont présentés dans le tableau
ci-dessous :

Tableau 7. La teneur de chlorophylle et caroténoides pour les deux extraits de plante

étudiée.

Gaines Feuilles
Chlorophylles (a) (ng/mL) 0,234 + 0,03 2,457 £ 0,03
Chlorophylles (b) (ng/mL) 0,177 £ 0,05 1,220 £ 0,04
Chlorophylles total (ng/mL) 0,411 £0,08 3,676 £0,01
Caroténoides totaux (ng/mL) 0,299 £ 0,03 0,683 £0,01

Les résultats de la quantification des chlorophylles et des caroténoides varient d’une
partie a une autre de la plante. L’extrait des feuilles enregistre un teneur élevé de 1’ordre de
3,676 £ 0,01 pg/ml (chlorophylles total) et 0,683 £ 0,01 pg/ml (caroténoides totaux) suivi
par I’extrait des graines a raison de 0,411 + 0,08 pg/ml (chlorophylles total) et 0,299 + 0,03
png/ml (caroténoides totaux). La richesse des feuilles par les chlorophylles et les
caroténoides par rapport les graines pourrait étre dues principalement a la fonction des
feuilles (la photosynthese).

La comparaison entre les polyphénols totaux, flavonoides, Chlorophylles et les

caroténoides des extraits phénoliques sont présentés dans la figure 15.

O Gaines MFeuilles

80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 -
10,00 -
0,00 — | |

Polyphénol Totaux Flavonoides (mg Chlorophylles total ~ Caroténoides
(mg EAG/g résidus EQ/g résidus sec) (ug/mL) totaux (pg/mL)
sec)

figure 15. Comparaison entre les teneures des composes dosés.

38

——
| —




Résultats et Discussions

A partir la figure 15, on remarque toujours que I’extrait méthanolique de feuilles
présent les teneurs les plus €élevés en molécules bioactif.

A travers cette étude et a partir les résultats enregistrés, on peut dire que la plante
Thapsia garganica est une plante trés riche par des molécules bioactifs qui possédent des

propriétés biologiques trés intéressent.

I1.3 Résultats d’évaluation de ’activité antioxydante
I1.3. 1 Résultats du pouvoir antioxydant « test DPPH’ »

L’activité antiradicalaire des extraits et des antioxydants standards vis-a-vis du radical
DPPH’ a été évaluée a I’aide d’un spectrophotométre réglé a 517 nm en suivant la
réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPHe) a
la couleur jaune (DPPH-H) (Figure 16). Le test de DPPH est une méthode fréquemment
employée pour évaluer le potentiel antioxydant de différents composés naturels vue sa

rapidité, sa fiabilité et son faible coit (Senthilkumar et al., 2012).

Figure 16. Résultat de réduction du radical libre DPPH'en présence des extraits.

Les mesures de densités optiques de deux extraits a différentes dilutions nous
permettent de tracer les courbes qui figurant la variation du pourcentage d’inhibition % en
fonction de la concentration de chaque extrait phénolique 1% = f (C) et de déterminer les

valeurs des ECsy. Les résultats sont représentés dans la figure 17.
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Figure 17. Courbes représentes le pourcentage d’inhibition de DDPH en fonction des

concentrations des extraits phénoliques.

D’aprés la figure 17, les deux extraits sont capables de piéger le radical libre DPPH' de
maniére concentration-dépendante. On constate que le taux d’inhibition du DPPH

augmente avec I’augmentation de la concentration de 1’extrait des feuilles ou des graines.

Puisque la valeur d’ECsg présente la concentration d’inhibition nécessaire pour réduire
50% des radicaux libres et qui est inversement proportionnelle a 1’activité antioxydante,
nous avons déterminé les valeurs des ECsy de chaque extrait phénolique/ standards a partir

des représentations graphiques [ % = f (c) (Figure 17 et Figure 18 respectivement).
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Figure 18. Pouvoir antioxydant de Trolox, Vitamine C et BHA par le test DDPH.
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Les valeurs déterminées d’ECsy en (ug/ml) de chaque extrait du test de piégeage du
radical libre DPPH’ et des standards utilisés (antioxydants de référence), sont regroupés

dans le tableau 8.

Tableau 8. Les valeurs de I’ECsq (ug/ml) de chaque solution testé par le DPPH’.

Valeur de ’ECs (ng/ml)
Extraits
Feuilles 55,42 £ 0,09
Graines 111,24 £ 0,41
Standards
Trolox 1,85+ 0,12
BHA 3,17+ 0,13
Vitamine C 3,77+0,17

Selon les résultats enregistrés (tableau8), Nous observons une importante activité
antiradicalaire chez I’extrait des feuilles qui se traduit par de faible valeur d’ECs (55,42 £
0,09) suivi par ’extrait des graines qui enregistré la grande valeur d’ECso (111,24 £ 0,41).
Donc on peu dire que 1’extrait méthanolique des feuilles, réduit fortement le radical DPPH’

par rapport a 1’extrait des graines.

I a ét¢ démontré que les molécules antioxydantes telles que 1’acide ascorbique,
tocophérol, flavonoides et les tanins réduisent et décolorent le DPPH" en raison de leur
capacité¢ a céder I’hydrogéne (Bougandoura et Bendimerad , 2012). Les polyphénols
contenus dans les extraits de Thapsia garganica sont probablement responsables de

I’activité antioxydante.

Selon Popovici (2009), plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la
cinétique de réduction, notamment les conditions de la réaction (temps, type de solvant,

pH) et le profil phénolique en particulier (Debbab, 2015).

Afin de comparer l'activité antioxydante par piégeage du radical libre DPPH de nos
extraits phénoliques avec celle de quelques antioxydants de référence (Trolox, Vitamine C,
BHA). Nous avons groupés les valeurs des ECsy dans I'histogramme présenté dans la

figure 18.
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Figure 19. Classement croissant des valeurs d’ECs (Extraits et standards).

En comparant les valeurs des ECsy d’extrait test¢ des deux parties de Thapsia
garganica par rapport a celle des antioydants standards (Vitamine C, Trolox, BHA),nous
remarquons que l’activité¢ antiradicalaire de nos extraits est inférieure (ECsy €levé) a la
capacité du piégeage du radical DPPH" des substances de référence (ECsy faible) et le

Trolox représente I’antioxydant le plus fort.

I1.3. 2 Résultat du test de la réduction du fer « FRAP»

L’activité antioxydante des extraits méthanolique de Thapsia garganica a été évaluée
en utilisant la méthode de FRAP. Cette derniére est un essai simple, rapide et reproductible
(Bougandoura et Bendimerad , 2012).

Le pouvoir réducteur d’un extrait, qui peut servir comme réflexion de son activité
antioxydante, a été déterminée en utilisant le test de réduction de fer ferrique (Fe’") en fer
ferreux (Fe*") , par lequel la couleur jaune de la solution d'essai change en couleur bleu-
vert en présence des antioxydants dans I'échantillon (Figure 20), ceci selon la puissance

réductrice de I'échantillon.
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Figure 20. Réduction du fer ferrique en fer ferreux en présence des antioxydants.

La mesure de I’absorbance a été fait par spectrophotométre a une longueur d’onde de
750 nm. Pour explorer les résultats obtenus, la maniére la plus commune utilisée par la
majorité des auteurs est de tracer les graphes des absorbances obtenues en fonction des
différentes concentrations utilisées (Figure 20). Le Trolox, ont été utilisé comme standard.
L’augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

fractions testées (Berker et al, 2007).

FRAP TEST
1,0 l
a(TRX) = 18,4129254902 .
0,8 1 a(F) = 0,4616947368
T a(G) = 0,3399885057
c X
2
D 061
o Y
(3]
c
3
2 04 -
| .
(7]
Q0
< +
02w ® Ext(F)
O Ext(G)
Y v Trolx
0,0 © T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Concentration (mg/ml)

Figure 21. Pouvoir antioxydante de Trolox, extraits phénoliques, par le test FRAP.
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On remarque que la capacité de réduction du fer est proportionnelle a 1’augmentation
de la concentration des échantillons.

Les valeurs de TEAC (Trolox Ecquivalent Antioydant Capacity) ont été déterminées
pour nos extraits a partir des représentations graphiques (Figure 21). Les valeurs des TEAC

sont regroupées dans le tableau 9.

Tableau 9. Les valeurs de TEAC du test FRAP des extraits de la plante.

Extrait FRAP Test (mg de Trx/g de résidu sec)
Feuilles 25,06 £ 0,75
Graines 18,46% 0,29

Les résultats obtenus montrent que la capacité de nos extraits a réduire le fer ferrique
inférieure a celle de la référence (Trolox) pour I’extrait phénolique de deux parties de la
plante (feuilles et graines). Cette réduction est plus ou moins variable entre les deux
parties. Donc on peut dire que la plante présente d’activité antioxydante nettement

inférieure que celle de la référence.
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Discussions

Le pouvoir réducteur des différents extraits peut étre dii a leur capacité a donner des
¢lectrons. Le pouvoir réducteur peut étre attribué principalement aux composés bioactifs
associés a I’activité antioxydante tels que les composés phénoliques totaux, les flavonoides
et autres antioxydants hydrophiles et hydrophobes qui sont de bons donneurs d’électrons et
peuvent terminer la chaine de réaction de radicaux libres par conversion des radicaux libres

en produits plus stables (Yen et al., 2008).

Une étude récente mené par Alghazeer ef al., (2012) sur I’activité antioxydante de
plusieurs espéce de plantes médicinale de la Lybie, I’espece Thapsia garganica a été révélé
un taux de polyphénols et de flavonoides de 28,53 mg EAG/g et 13,35mg ER/g
respectivement, avec une activité antioxydante (ECsp) de 50 pg/ml. L’auteur suggere que
cette activité antioxydante est liée a la quantité des composés phénoliques totaux de la

plante.

Les polyphénols sont des antioxydants les plus abondants dans le régime humain et
sont des constituants répandus de fruits et de boissons, comme le thé, le café¢ (Landete,
2012). Ils représentent plusieurs classes, comme les acides phénoliques, les
proanthocyanidines et des flavonoides (Beecher, 2003). Les études épidémiologiques,
cliniques et animales confirment le role des polyphénols dans la prévention de diverses
maladies chroniques, y compris les maladies cardiovasculaires, les maladies
inflammatoires et métaboliques, maladies neurodégénératives et certains cancers

(Middleton et al., 2000 ; Mitjavila et Moreno, 2012).
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Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques, ce qui nous amene a la conservation de la biodiversité

végétale locale.

De nos jours, dans le monde 1’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a
recu un grand intérét dans la recherche biomédicale. Ce regain d’intérét vient d’une part du
fait que les plantes médicinales représentent une source de substances et de composes
naturels bioactif et d’autre part du besoin de la recherche d’une meilleure médication par

une thérapie plus douce sans effets secondaire.

Notre pays posseéde une biodiversité immense dont chaque plante se caractérise par un
réservoir assez important de métabolites secondaires avec des caractéristiques

thérapeutiques et pharmacologiques particulicre.

Cette richesse commence a étre investiguée dans beaucoup de projets de recherche.
Dans ce présence travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude de 1’extrait phénolique de
deux parties feuilles et graines de 1’espece Thapsia garganica a fins d’évaluer leurs
propriétés antioxydants. Ces derniere, ont fait I’objectif d’une étude détaille, commengant
par ’extraction et dosage des composés phénoliques ainsi que 1’évaluation de leurs effets

anti-radicalaire (anti-DDPH, test FRAP).

L’extraction des composés phénoliques a été faite sur une poudre fine de deux parties
de la plante étudiée en utilisant le méthanol comme solvant extracteur. Les rendements de
cette étape montrent que ’extrait phénolique des feuilles a un rendement moyennement

important en comparaison avec les graines (Feuilles 9.4%, Graines7.6 %).

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux de deux extraits en
adoptant la méthode de Folin-Ciocalteu révele la présence des quantités importantes en
polyphénols. De méme nous avons dos¢ les flavonoides par la méthode d’AlCl; qui nous
mene a conclure que cette plante contient une quantité acceptable de flavonoides. Il ressort
de ces analyses que les feuilles sont riche en composes phénolique et en flavonoides par

rapport aux graines.

Le potentiel anti-radicalaire des extraits a ét¢ déterminé par la méthode de réduction du
radical libre DPPH" dont les résultats montrent que ces extraits possédent une activité anti-
radicalaire. Ceci s’explique par la présence des composés phénoliques dans cette plante qui

sont considérées comme des agents antioxydants de premicre classe et peuvent E&tre
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employées pour des applications thérapeutiques, sachant que les antioxydants contribuent
de maniére trés efficace a la prévention des maladies telles que le cancer, et les maladies

cardiovasculaires.

Au cours de cette étude nous avons réalisé également le test de FRAP en suivant la
réduction du fer ferrique en fer ferreux en présence des antioxydants. Nous avons constaté,
que les extraits phénoliques de la plante étudiée ont la capacité¢ de réduire le fer. Cette
capacité de réduction est proportionnelle a I’augmentation de la concentration des
antioxydants. La pouvoir réducteur peut étre donc attribué principalement aux composés

bioactifs associés a 1’activité antioxydante existant dans la plante.

A la lumicre des résultats obtenus, les extraits phénoliques de la plante étudiée
Thapsia garganica sera de bonnes sources de molécules bioactive a caractére anti-
radicalaire. Et cet effet, cette étude mérite d’étre approfondie en proposant comme

perspectives de :

e Déterminer la structure des substances bioactives naturelles pourront répondre aux
différents problemes de la santé et d’étre une alternatif des médicaments
synthétiques.

e Appliquer des méthodes d’évaluation d’autres activités biologiques (activité anti-
inflammatoire, antimicrobienne, anticancéreuse. ... etc.

o Vérifier les propriétés biologiques de cette plante in vivo, pour obtenir une vue

globale sur les propriétés thérapeutiques de la plante Thapsia garganica.
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