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Introduction

La phytothérapie a été utilisée depuis des siécles pour traiter les affections. En

Algérie, les plantes sont utilisées depuis longtemps et leur utilisation s des populations ainsi que
de la médecine arabe classique. Cependant, cette utilisation ne suit

pas des regles précises et ne tient pas compte des nouvelles nécessitées de la thérapeutique

actuelle (1, 2, 3). Ces dernieres années, beaucoup de recherches se sont orientés vers la

valorisation de la meédecine traditionnelle

utilisées et d'établir des regles(2). scientifi

Un grand nombre de plante, aromatiques, médicinales et autre possédent des
propriétés biologiques trés intéressantes, qui trouvent application dans divers
domaines a savoir en médicine, pharmacie, cosmétologie et agriculture (5, 6, 10).

Cependant, I'évaluationpropriétésphytothérapeutiquesdesComme antioxydantes et
antimicrobiennes, demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes
d’une utilisation rare ou moins fréquente médicinales folklorique. Ces plantes représentent une
nouvelle source de composés actifs. En effet, les métabolites secondaires font et in vitro,

notamment la recherche de nouveaux constituants naturels tels : les flavonoides, les

terpenes, les tannins et les saponosides (6, 10).

L'utilisation de substancesnthéseantibactériennesou chimiguesantioxydantesest de
accompagnée toujoursndésirables,d’effetsalorsquel’utilisatsecondaireson d phytochimiques
s’avere utile(3). et sans effets seco

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques ainsi
gue les manifestations cliniques résultantes des symptdomes de la fievre ont conduit les
chercheurs a puiser dans le monde végétal et particulierement les plantes médicinales et

culinaires en quéte de molécules naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse (3).

Parmi de ces plantes nous avons choisi, la plante Thapsia garganica ; Cette
plante est beaucoup utilisée en médecine traditionnelle Comme diurétique, émétique,
antalgique et purgative (4).
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L'objectif de notre travail vise & démontrer la richesse de notre plante thapsia garganica
en métabolites secondaires et a déterminer leur propriété biologique. Pour cela notre étude
englobe trois aspects, dont le premiertochimiqueestbasé principalementd’ordresur laphy
préparation de I'extrait méthanolique Thapsiagarganica, Il de | porte également sur les
traittestsméthanolique,deet lamiseséparation en é des principaux flavonoides dans cet extrai
mince.

Le second aspect est d’étudierpropriétéla antioxydante. de l'e

Le troisieme aspect est consacré a une évaluation de I'activi méthanolique sur des souches test

: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis.
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Chapitre | : Revue bibliographique

|. La phytothérapie, les plantes meédicinales et les
Métabolites secondaires

Aujourd'hui les principes actifs des plantes sont des composants essentiels d'une grande
partie de nos médicaments et produits de soins. Selon I'OrganisationMondialedelaSanté

(POMS)plusde80% de la population mondiale a recours a la pharmacopée
traditionnelle pour faire face aux problémes de la santé (9).

[.1. Définition de la phytothérapie

La phytothérapie est le traitement ou prévention des maladies par l'usage des plantes

(9), Ce terme vient du grec : « phytos » : la plante, et « therapiae » : la thérapie (10, 13).

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre
de multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps a I'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, rhume ou toux ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria (9).

[.2. Les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des drogues végétales au sens de la pharmacopée si
au moins une partie posseéde des propriétés médicamenteuses (7, 8). Environ 35000
especes de plantes sont employées par le monde a des fins médicinales (9). Leur action
provient de leurs composés chimiques (métabolites primaires ou secondaires) ou de la

synergie entre les différents composés présents (11).

La phytothérapie a la différence de la médecine classique, recommande d'utiliser la
plante entiere. Une plante entiére est plus efficace que la somme de ses composants, les

plantes contiennent des centaines voire des milliers de substances chimiques actives (9).

[.3. Métabolites secondaires des plantes médicinales

Les plantes possédent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux métabolites
primaires qui sont les protéines, les glucides et les lipides. Les métabolites secondaires sont

classés en plusieurs grands groupes : parmi ceux-ci, les composés phénoliques, les terpénes et
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stéroides et les composés azotés dont les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une trés

grande diversité de composés qui possedent une trés large(12). gamme d’ac
1.3.1. Flavonoides

Le terme flavonoide désigne une tres large gamme des composés naturels

appartenant a la famille des polyphénols (10, 13), les flavonoides sont des
meétabolites secondaires ubiquistes des plantes (13).

[.3.2. Tanins

Les tannins sont des polyphénols polaires (10, 13, 14), trés abondants chez les
angiospermes, les gymnospermes et les dicotylédones (10, 15), existent dans presque chaque
partie de la plante : feuilles, fruits et racines, ils sont caractérisés par leur capacité antioxydant et
leur propriété thérapeutique (10, 13, 14) ; Les tannins permettent de stopper les hémorragies et
de lutter contre les infections (10, 13, 16). lIs sont divisés en deux groupes :

Les tanins hydrolysables, polyméres a base de glucose dont un radical
hydroxyle forme une liaison d'ester avec l'acide gallique (11).

Les tanins condensés, polyméres d'unités flavonoides reliées par des liaisons fortes de
carbone, non hydrolysable mais peuvent étre oxydées par les acides forts libérant des

anthocyanidines (11).
[.3.3. Alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractere
alcalin et de structure complexe (noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs
familles des plantes, la plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et l'alcool et ont
un gout amer et certains sont fortement toxiques (11). Certains alcaloides sont utilisés
comme moyen de défense contre les infections microbiennes (nicotine, caféine,

morphine, lupinine), et comme agent anticancéreux (vincristine et la vinblastine) (11).
1.3.4. Terpénes et stéroides

Les terpenoides sont une vaste famille de composés naturels prés de 15000
molécules différentes et de caractere généralement lipophiles, leurs grandes diversités
due au nombre de base qui constituent la chaine principale de formule (CsHs) n selon la
variation de nombre n, dont les composés monoterpenes, sesquiterpénes, diterpéenes,
triterpénes, ... (11). Les stéroides sont des triterpenes tétracycliques, possédent moins

de 30 atomes de carbone, synthétisés a partir d'un triterpéne acyclique (11).
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1.3.5. Saponosides

Le terme saponosides est dérivé de mot savon (11), lls sont des métabolites
secondaires hétérosidiques présents dans de nombreuses plantes et quelques
organismes marins. Ces molécules sont connues pour leur propriété tensio-active ou
encore leur capacité a lyser les globules rouges (hémolyse) (10, 13).

[.3.6. Coumarines

Les coumarines dérivent des acides hydroxy cinnamiques par cyclisation
interne de la chaine latérale. lls ont fréequemment un réle écologique ou biologique
(9). lls sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de
capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles (10, 13, 16).

ll. La plante médicinale Thapsia garganica

Thapsia garganica est une espéce dans le genre Thapsia (18) et la famille des Apiacées
(anciennement nommeées « Ombelliferes ») (8, 17) ; compte plus de 3000 espéces réparties en
420 genres (17, 26), C’est une famille trés homogéne inflorescence en ombelles composées,
Paradoxalement, les espéces de cette famille sont assez

difficiles a différencier les unes des autres (8).

Les propriétés biologiques de Thapsia garganica sont dues a sa richesse en
substances bioactives (19, 20) Notamment la thapsigargine et la thapsigargicine,
connues pour leurs effets bénéfiques dans certaines affections pulmonaires, tels que
le rhume et pour soulager les douleurs rhumatismales (20), Elle contient dans toutes
ses parties une résine révulsive extrémement active.

[I.1. Description botanique

Plante vivace (21, 22, 23), a tige herbacée, rigide, cylindrique, Iégérement striée
(24), atteignant environ 1,50 m de haut. Grandes feuilles en touffes, tres découpées, a
division linéaires (22), leur pétiole est dilaté en gaine a la partie inférieure (23), d’un
risatrevertcommeg la tige. Petites fleurs jaunes (25), disposées en grandes ombelles
presque sphériques, atteignant plus de 2 cm de long, largement ailés, fruits ovales
(22), de grande taille (25 mm de longueur sur 15 mm de largeur), de couleur jaune
paille (23). Leur floraison dans la période située entre Avril et Juillet (22, 24) (Figure 1).
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Figure 1. Quelques photos de Thapsia garganica. (A) la plante entiére,

(B) les fleurs, (C) la racine.
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[1.2. Position systématique

Régne : Plantae

Sous-regne : Eucaryotes
Embranchement : Spermatophytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Apiales

Famille : Apiaceae

Genre : Thapsia

> Espece : garganica (26).

Nom vernaculaire :
* Bou-nafaa, Dryas;
*  Adbib,Tafsia,AdriasToufelt(23).

[1.3. Répartition géographique

Thapsia garganica est une plante africaine (8), présente sur toute la cote méditerranéenne
(20, 21 27), au Maroc et en Libye (28) et plus particulierement en Algérie (21, 29, 30) ou il est adapté
a la secheresse méditerranéenne et a l'aridité des steppes et des montagnes sahariennes ; tous les
sols lui conviennent, depuis les sables maritimes jusqu'aux sables sahariens du nord en passant par

toutes les formes d'argiles séches ou gorgées d'eau (23).
[1.4. Utilisation médicinale

Les propriétés thérapeutiques de Thapsia garganica sont dues a sa richesse en
substances bioactives (19, 20) Notamment la thapsigargine et la thapsigargicine, connues
pour leurs effets bénéfiques dans certaines affections pulmonaires, tels que le rhume et pour
soulager les douleurs rhumatismales (31, 32), Dans la pharmacopée traditionnelle la plante

est utilisée comme diurétique, émétique, antalgique et purgative (4).
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I.5. Compositions biochimiques de [I’espéceT.garganica

L’espéceT.garganica est une source de diverses classes de produits naturels tels que les
flavonoides, les tanins, les coumarines, les composés réducteurs, les stéroles, les alcaloides

(115), Les huiles essentiels (4), la thapsigargine et la thapsigargicine, Elle contient
dans toutes ses parties une résine.

lll. Les agents antimicrobiens

Le terme « agent antimicrobien » désigne toute substance utilisée pour détruire les
micro-organismes ou empécher leur croissance. Les agents antimicrobiens agissent par
differents mécanismes et peuvent étre utilisée de diverses maniéres, selon les objectifs
recherchés et selon leur spécificité d’action, cette derniére(10,

33):
>

Bactéricide : Propriété de tuer les bactéries ;

Bactériostatique : Propriété d’inhibéementlacroissancemomentanébactérienne;
Fongicide : Propriété de tuer les champignons ;

Sporicide : Propriété de tuer les spores bactériennes ;

Virucide : Propriété de tuer les virus (10).
.1. Les différents types d’agents
[11.1.1. Les agents physiques

En raison de leur faible spécificité, la plupart des agents physigues antimicrobiens
sont efficaces sur I'ensemble-organismes,affectant deslesacides micronucléiques ou les

protéines, les agents les plus fréquemment employés sont (10, 33) :

[11.1.1.1. Chaleur : on distingue la chaleur humide et séche :

>

Chaleur humide : a 120°C et pendant 30 minutes, certaines bactéries, et les
spores sont détruits, la stérilisation a la vapeur est réalisée dans un autoclave.

Chaleur seche : a 180°C et pendant 30 minutes, certaines bactéries et les spores sont
détruits, la stérilisation a la vapeur est réalisée dans des fours électroniques (four

PASTEUR) (10, 33).



Chapitre I Revue Bibliographique

[11.1.1.2. Radiations : ce sont les radiations ultraviolettes, produites par le soleil ou
les lampes a UV empéchent la germination en altérant la structure chimique des
cellules eucaryotes et procaryotes. Les principaux types de radiations sont
électromagnétiques, électroniques et soniques (10).

[11.1.1.3. Pression : les fortes pressions (ultrapressions) sont capables de détruire
les micro-organismes. Elles sont couramment utilisées en recherche pour faire
éclater les cellules bactériennes (10).

[11.1.1.4. Elimination mécanique : deux procédés mécaniques p micro-organismes d’un
milieuspension : liquidelafiltrationetlacentrifugationouils so

(10).
[11.1.2. Les agents chimiques

Les agents chimiques sont des produits chimiques permettent de tuer ou éliminer les
micro-organismes et/ou d’inactiver: Leslesalcools,virusLes i colorants, les oxydants, les métaux
lourds et leur sels (10).

>

Les alcools : dénaturent les protéines, qu’on c I'action antimicrobienne. Les solutions

efficaces (10, 34) ;

Les colorants : les principaux sont : bleu de méthyléne, vert brillant, certains agissent
en altérant la membrane et(10,34)I'éthyle; viol

Les oxydants : 'eauoxygénée, chlore et dérivés (10, 33) ;

Les métaux lourds et leurs sels : mercure, argent, zinc, cuivre et or (10, 33).

[11.1.3. Les agents chimiothérapeutiques

Ce sont des agents chimiques utilisés dans le domaine thérapeutique, telle que : les

antiviraux, les antiparasitaires et les antibiotiques (10). Qui sont, sensu stricto, des agents

antimicrobiens d’origine biologique. lIs so micro-organismes, ce qui en fait des médicaments
des infections systémiques (10, 35).

I11.1.4. Les substances naturelles

Ces derniéres années, nous avons assisté a un grand regain des phytothérapeutes pour

les produits riches en polyphénols, et prin
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montré qu’ils avaient desortantes propriétésettrésvastes.Nouspouvonsbiolo dire que ce sont
notamment de grands antioxydants et antimicrobiens (10, 15).

[11.2. La résistance aux antibactériens

La résistance aux antibactériens est une des menaces les plus sérieuses pour un
traitement efficacetéries deviennentd’unerésistantesmaladieauxantimicrobiens.Lesde bac
différentes maniéeres :

En empéchant la pénétration; d’antibi

En inactivant les antimicrobiens par des modifications chimiques ;

Certains agents pathogénes ont, dans leur membrane plasmatique des
transloquases, appelées souvent pompes effluentes, elles expulsent les drogues

(10, 34).
V. Stress oxydant, radicaux libres et antioxydant

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre dans la balance pro-oxydants /
antioxydants, que ce soit par déficit en antioxydants ou par radicaux libres. Il se traduit par
l'accu
(lipides, protéines, acides nucléiques) au niveau plasmatique et au niveau cellulaire (36, 37, 38,
39).

IV.1. Les radicaux libres et les Espec

Les radicaux libres (RL) sont des entités chimiques (atome, molécule, fragment de
molécule) hautement réactives (demi-vie courte) possédant un ou plusieurs électrons
célibataires (non appariés) sur la couche orbitale la plus externe qui cherchent a se stabiliser par
appariement avec des électrons arrachés sur proche (40, 41, 42, 43, 44, 45). lIs peuvent étre-

EspecedérivésRéactivede de I'Oxygene-(ERO) ou d’autres-RéactiveatomesNitrogene
commeSpecies-(RNS)l'azote(46)

sont parfois mentionnées comme appartenant un atome (47)d’oxygéne.Onpeutdistinguer les
radicaux primaires, qui ont un réle physiologique particulier et les radicaux secondaires, issus
de la réaction des radicaux primaires

avec des entités biochimiques (48,cellulaires49,50). (

10
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Les ERO regroupent les radicauxainsdérivés oxygénéslibresnon de radicalaires (38, 43), ce
sont des molécules ne possédan fort pouvoir oxydant car elles peuvent étre des précurseurs de

radicaux libres tels que le peroxyde d’hydrogéne202). (H

Tableau 1. Espéces Réactives(47)de. I’Oxygéne

ERO Formule chimique
Dioxygene singulet lo2
Anion superoxyde Oz-
Radical hydroxyle OH-
Radical hydroperoxyle HOO-
Radical peroxyle ROO
Hydroperoxyde ROOH
Radical alkoxyle RO
Peroxyde d’hydrogeée H202
Radical oxyde nitrique NO
Peroxinitrite ONOO"
Hypochlorite ClO
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IV.2. Les sources des RL ou ERO

Les principales sources des radicaux libres sont soit endogénes ou exogenes, elles sont

résumeées dans la (Figure 2).

Peroxysome radiation
T Mitochondne Cigarette -
Auto oxydaton / drogue

Sources l':R() Sources

- \ ~ Panas )
Endogénes / Exogénes
» Phagocyte \ chalaur

Oxyhémogl ovine

- Détoxification pollution

Figure 2. Les principales sources des ERO (51).

IV.2.1. Les sources endogenes

La mitochondrie est la source de produ l'intermédiaire de sa chaine respiratoire.

Le peroxysome est une source importante dans la production cellulaire de H202 car
cet organite contient de nombreuses enzymes (oxydases), Ces enzymes oxydent
leur substrat en utilisant le dioxygéne comme accepteur final de I'électron(50,52,53).

RH2+0; IINIINR+H-0

Ces réactions sont importantes dans les processus de détoxification présents dans le
foie et le rein (54, 55, 56).

Le NADPH oxydase joue un role fondamental dans la réponse immunitaire (57). En effet, lors

de la phagocytose, cette enzyme présente dans la membrane plasmique des phagocytes,

catalyse la formation de O2°" en utilisant NADH ou NADPH comme substrat (49).

NADPH oxydase

20 + NaADPH I O - NADPT + H (37, 50, 52, 58).

12
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La XantineOxydase (XO) est une enzyme soluble qui génere les ERO en réduisant
'hypoxanthine en xanthine(59). Dansetla deuxiémelaxanthineréaction I'oxygéne moléculaire

agit comme 2 ~"un(37, 40,accepte43, 49, 52, 58).

XO
Xanthine + 202 + H20 [N /cide urique + 202" + 2H"

Le réticulum endoplasmique lisse contient les enzymes qui catalysent une série de réactions
pour détoxifier les molécules liposolubles(60,61).

La plus connue de ces enzymes est le cytochrome P450 (53) qui oxyde les acides
gras insaturés et les xénobiotiques, produisant ainsi les EROs. (62).

IV.2.2. Les sources exogenes

L’organisme humain est soumis a l'agres naissance a des radicaux libres. Sous

Pinfluence transformé en 102 (39, 63).

Des toxiques tels que NO et NO2 peuvent aussi réagir avec le H202 produit par les

macrophages au niveau des alvéoles pulmonaires et donner naissance a des radicaux OH".

L’ingestion d’alcool est suivieivers mécanismesdela.La forma XO et I'aldéhyde oxydase peuvent

oxyder le avec production2’(64)”. 'O

Les antibiotiques anticancéreux, tels que les anthracyclines, sont également capables de générer

des radicaux libres. La formation d’espéc d’action anticancéreuxtoxicité(64). et de leur

IV.3. Le role physiologique des EROs

Les EROs, utiles a (48)'organisme.Ellesparticipentadivers aprocessusfaibles

vitaux tels que :

La défense contre les infections et la destruction par apoptose des cellules tumorales
(53, 65) ;

13
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La participation au fonctionnement de certaines enzymes et la transduction des
signaux cellulaires ;

L’expression des génes qui (65)participent; a
Le cycle cellulaire et la différentiation cellulaire (53).

IV.4. Les cibles des ERO

Les radicaux libres peuvent engendrer des dommages importants sur la
structure et le métabolisme cellulaire en dégradants de nombreuses cibles :
protéines, lipides et acide nucléiques (38, 53).

IV.4.1 Les lipides

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée
de I'attaque caparblel’OHd’arracher un hydrogéne doubles liaisons (66), qui conduisent &

la formation des radicaux et des Hydroperoxyde (LOOH). Cette réaction est appelée
peroxydation lipidique (Figure 3) (48).

(< 5 )
7 Lipid radical
Initlation )

Unsaturated lipid 02
Pro oatlon

R =Y

ld peroxide Lipld paroxyl! radlc

Figure 3. Mécanisme de la peroxydation lipidique (48).
IV.3.2. Oxydation des protéines

A cause de leur abondance dans [lorganis

EROs. Il a été estimé que les protéines pouvaient piéger la majorité des EROs générés (50—

75%) (37). Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui

14
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comportent un SH (53, 67). Les protéines oxydées perdent leurs propriétés
biologiques et deviennent plus sensibles aux protéases (67, 68).

IvV.3.3. Oxydation d’ADN

L’ADN ssiet trésau sensible a I'attaque des des bases. Elle peut aussi se faire au
niveau de la liaison entre la base et le désoxyribose ou

méme se faire directement au niveau du sucre et ainsi provoquer une coupure de la
chaine. Toutes ces attaques peuvent conduire a des perturbations des mécanismes
de réplication de ’ADN(69).

IV.5. Les maladies liées aux stress oxydant

Le stress oxydatif est impliqué dans I'étiologie de hombreuses maladies ; parmi ces

maladies on cite les maladies cardiovasculaires (70, 71, 72), le diabéte, le cancer, de I'infer
masculine (45), les maladies auto-immunes (sclérose en plaque), les maladies du systeme

nerveux et les maladies neurodégénératives (Alzheimer (73), Parkinson (74, 75, 76) ),...les
problemes de vision (cataracte), les troubles rénaux, les maladies respiratoires, et les maladies
inflammatoires... (77). La plupart de ces maladies appara diminue les défenses antioxydantes
et augmente la production mitochondriale de radicaux (66).

Peau :
Brdlures, Soleil
Psonasis, Dermatos Corvesu :
sornasi ermatoses
Ceceur : . = . Traumas, Parkison

Thrombose coronaire T Neurotoxines, Démence

Poumons : \ /
Asthme Articulations :

Détresse respiratoire \ Arthrite rhumatoide

de l'adulte
Tractus CEil :
Gastro-Intestinal : / \ Cataracte, Rétinopathie

Diabétes, Pancréatites Lésions dégénératives
Lésions hépatiques

Atteinte ciblée
des radicaux libres

a engotoxines = ~
Reins : Vaisseaux :
Transplantation € Athérosclérose
Glomérulonephrite rythrocytes :
Malaria
Anémie de Fancon

Figure 4. Troubles liés au stress oxydatif (66).
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IV.6. Les systémes de protection antioxydants
IV.6.1. Définition

Les antioxydants sont définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capabl de ce substrat. Cette définition
fonctionn comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de
petites
molécules hydro- ou liposolubles (78).

Il existe deux sources de défenses anti sous forme de fruits et de Iégumes riches en
vitamine C, vitamine E, caroténoides, flavonoides... Tandis que
mposel’autred’enzymesestndog( dismutase, glutathion peroxydase, catalase) ou de protéines

(ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine)-éléments.Acommecelalesélénium,s’ajoutle

cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs importants pour I'activittAO(38) .de c

IV.6.2. Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la premiére ligne de
défense de notre organisme contre les EROs (38).

IV.6.2.1. La catalase (CAT)

La catalase (EC : 1.11.1.6) est une enzyme héminigue capable de transformer le peroxyde
d’hydrogéne (généralement produit par les essentiellement présente dans les peroxysomes,
mais aussi dans les mitochondries (79). La

réaction catalysée par cette enzyme est une(38): dis

Transforme le H202 en eau et en oxygéne moléculaire (38).

Catalase
2H202 _2 H20 + 02(38, 49).
IV.6.2.2. La Superoxyde dismutase (SOD)

Catalyse la dismutation2""enH20zselonlaréaction suivantede I'O(38).

SOD

202 —+ 2 H | NG -:0: + O

16
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IV.6.2.3. La glutathion peroxydase (GPx) et la glutathion réductase (GR)

La GPx catalyse la transformation du H202 et des hydroperoxydes de type lipidique (LOOH)
(38).

GPx
H202+2 GSH M © H.0 + GSSG

GPx
LooH+2GsH M | OH + H.0 + GSSG

Le (GSSGQG) ainsi produit est a nouveau réduit par la GR utilisant le NADPH comme
donneur d’électron(38,48,80).

GR
6SSG + NADPH, HY I ) GsH + NADPY

IV.6.3. Les antioxydants non enzymatiques

Cette classe regroupe des composés endogéenes de faible poids moléculaire qui
peuvent étre soit des produits de synthése (glutathion) ou issus du métabolisme cellulaire (acide
urique) (81). Des protéines tel que la ferritine, la ceruloplasmine et I'al leur tour dans la défense

antioxydante secondaire en chélatant les métaux de transition permettant ainsi de prévenir la
formation du radical hydroxyle via la réaction de fenton (81).

V.6 4. Les antioxydants d’origine végétal

Plusieurs plantes utilisées en médecine traditionnelle sont douées de propriétés
antioxydantes remarquables. Les fruits et les legumes contiennent une grande variété
d’antioxydants comme la vitamine C, la vita

(81).
IV.6.4.1. La vitamine E

Le terme générigue de vitamine E désigne en fait une famille constituée des tocophérols et
tocotriénols, la forme-tocophérol. Cettelavitamineplusestdécriteactivecommeétantétant le
principal antioxydant liposoluble dans | les lipoprotéines et-tocophéroldansles
estmembranes,capable, chimiquement 'oxygéne(10:)ens’oxydantsingleten quinone, d’ radical

hydroxyle (OH¢). Mais son principal role biologique est de réagir avec les radicaux

17
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peroxyles (ROO-<) pour former-tocophérol unestrégénéré,radicalparla t

vitamine C, ou(82)l'acide. ascorbique

IV.6.4.2. La vitamine C

C’est I'un des principaux antioxydantstra-et hy extracellulaires. La vit C peut directement réagir

avec des EROs comme HO’ou O2’. Elle peut recycler-tocophéroll’a pour aider &(38)prévenir.
I'ox

IV.6.4.3. Les caroténoides

Ce sont des pigments orange, rouge et jaune, liposolubles, synthétisés par les plantes. lls
regroupent les carotenes (dont les lycopenes) et les xanthophylles. Certains caroténoides jouent
un role important dans la synthése de la vitamine A. lls présentent des propriétés antioxydants

agissant surtout sur 'oxygéneO2 (83)singlet. 1
V. Les flavonoides

Les flavonoides ont été isolés par le scientifique E. Chervreul en 1814(9), mais ont été
réellement découverts qu'en 1936 (47, 84) par Albert Szent-Gydrgyui, désignés sous le nom de
vitamine P, en raison de leur efficacité a normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins (9,

47, 63, 64, 84, 85, 86). Cette notion de vitamine P n’exi correspond pas a la définition classique
des vitamines (9, 47, 63, 64, 84, 85).

Le mot flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des écorces
d'orange (9), cependant d'autres auteurs supposaient que le terme flavonoide a été plutdt prété
du flavus (jaune) (9, 86, 87). lls sont considérés comme des micronutriments importants
puisqu’ils peuvent jouer des réles antioxyd

(88, 89).

V.1. Définition

Les flavonoides sont des métabolites secondaires ubiquistes des plantes (16), Occupant
une place prépondérante dans le groupe des phénols, 2 % environ du carbone organique photo-
synthétisé par les plantes, est converti en flavonoides (63, 87). Au sens strict, les flavonoides
sont définis comme étant des pigments végétaux quasiment universels dans la plupart des

végétaux, presque toujours hydrosolubles (67, 87), responsables de la coloration des fleurs, des

18
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fruits, parfois des feuilles (64, 84, 88, 90, 91), lls sont présents dans la cuticule
foliaire et dans les cellules épidermiques des feuilles.

V.2. Structure

Les flavonoides partagent une structure chimique commune : le C6-C3-C6 (C15) (92,
93), constitué de deux cycles benzéniques (

(94) Cette structure est appelée aussi la molécule de flavone (95) (Figure 5).

Figure 5. Structure de base des flavonoides (96).

V.3. Classification des flavonoides

Selon les variations d 'hétérocycle C (soit le degré d'oxydation, de saturation et
d'hydroxylation) ainsi que selon la position de la connexion entre le cycle B et C (43, 63, 94, 97),
les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, dont les plus importantes sont
les flavones, les flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, le chalcones, les aurones, les
anthocyanidols et I'isoflavones(Tableau?2).Cesdiversessubstances se rencontrent a la fois sous

forme libre - aglycones- ou sous forme de glycosides - hétérosides - (98).

19



Chapitre I Revue Bibliographique
Tableau 2. Principales classes des flavonoides (9).
Flavonoides Exemples | Aliments Caractéristiques
Flavonols Quercétine | Oignon, Le groupe le plus
poireau, abondantdes composés
brocolis, phénoliques.
=
R# pomme,
o C\/QR; Vin rouge,
| Theé.
\OH
CH 0
Elavones Lutéoline Persil, Le groupe le plus
Apigénine céleri. abondantdes composés
= phénoliques, les flavones
i se différent des flavonols
o 0 . seulement par le manque
\ d'un OH libre en C3, ce
M 0 qui affecte ainsi leur
absorption aux UV,
mobilité
chromatographique et les
réactions de coloration
Naringénine | Fruits  du | Sont caractérises par
Flavanones o
Eriodictyol genre 'absence
Citrus. liaison  C2-C3, le
-
RY Flavanone le plus
i c\/Q abondant est la
RS'

OH 0

naringénine, isolée pour
la premiére fois a partir

des écorces de citrus.
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Isoflavones Genisteine | Graines de| Caractérisés par leur
Daidzeine soja et variabilité structurale
produits quil dont [attachement du
en cycle B se fait en C3. lIs
dérivent. sont présents dans les
plantes sousforme libre
ou glycosylée.
Elavan3-ols Catéchine Vin rouge, | Flavan3ols ainsi que
Epicatéchine | thé flavan3, 4diols sont tous
it o Epigallocatéc| noire,  thé| les deux impliqués dans
-hine vert, la biosynthese de|
Ho g - cacao, proanthocyanidines
chocolat. (tanins condensés) par
I o des condensations
. enzymatiques et
chimiques
Anthocyanidines Cyanidine Raisins, vin| Représentent le groupe le
Ry Delphénidine| rouge, plus important des
5 certaines substances colorées, ces
£ variétés de| pigments hydrosolubles
" N RS L : .
ceréales. contribuent a la)
O o coloration des

angiospermes.

V.4. Réles des flavonoides pour les plantes

Les plantes étant immobiles, elles ont d0 mettre en place un systeme de résistance pour

combattre les effets de I'environnementarésistance et

a la sécheresse sont parfois attribuées aux flavonoides et autres composés phénoliques (90, 98,

99, 100). Les flavonoides montrent d’autres rdéles physiolo
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La coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (16, 63, 64, 84, 86, 87, 101).

A\

Les flavonoides permettre aux plantes de survivre sur les sols riches en
meétaux toxiques comme I'aluminium(99).

A\

La protection contre les UV en absorbant les radiations UV (63, 64, 67, 99).

A\

Le contrdle de la croissance et du dévelo éoement des pla maniére complexe avec
diverses hormones végétales de croissance (63)

La défense contre les prédateurs, attraction des pollinisateurs, pigmentation
des organes, croissances (67).

V.5. Propriétés biologiques des flavonoides

V.5.1. Propriétés antimicrobiennes

Le mécanisme des effets antimicrobiens des flavonoides est sans doute tres complexe. Parmi
les hypothéses avancées, il faut microbiennesciter : L
; la séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la chélation de métaux

tels que le fer et [linhibition(73,86). du métaboli
V.5.2. Propriété anti-oxydante

Les flavonoides expriment les propriétés anti-oxydantes par :

Le piégeage direct des ERO ;

La suppression de la formation des ERO chélation des ions métalliques, impliqués
dans leur production ;
La protection des systemes de(63,86)défense. an

En faittivitéantiradicalairel’acdes flavonoides nécessite :

La structure ortho-diphénolique du cycle B, qui est essentielle flavonoides possédant un
hétérocycle sature ;

La double liaison 2-3 conjuguée avec la fonction 4-oxo-, qui est responsable de la
délocalisation d’électrons; stabilisant

Les hydroxyles en positions 3 et 5 qui permettent une activité antiradicalaire maximale
(64).

V.5.3. Autres propriétés

Propriétés antiulcéreux, anti-cancérigenes, antifongique et anti insecticide.
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Chapitre Il. Matériels et Méthodes

Le travail expérimental, ayant pour ob
antibactérienne de la plante médicinale : Thapsia garganica. La partie expérimentale est

réalisée au laboratoire de biochimie et de microbiologie, Université Abbés Laghrour -
Khenchela-.

. Matériels

|.1. Matériels biologique (Echantillonnage)

[.1.1. Matériel végétal

L’espéce sélectionnée«T.garganica»aétérécoltée dans la région de Khenchela -ain
touila- en Mars 2016 et identifiée par Mr Zeraib A docteur Abbésal’universiLaghrour-

igure b. Carte geographique represente la localisation d’obtention de Ila

Thapsia garganica (Ain touila -Khenchela-) (121).

La partie aérienne de la plante récoltée a été ensuite séchée a l'ab
la lumiére du soleil. Enfin, la plante séche a été pulvérisée au broyeur pour obtenir une poudre

fine pour qu’elle soit préte a [Iutilisatio
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[.1.2. Les souches bactériennes

Afin de tester le potentielT.garganica inantibactérivitro,quatre souches bactériennes,
deux Gram positif : Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et Bacillus subtilis (ATCC 21332), et
deux Gram négatif : Escherichia coli (ATCC 25922) et Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
sont utilisées.

[.2. Réactifs chimiques et instrumentations

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans nos expériences, parmi ces
produits : FeCls, acide sulfurique (H2S0a), HCI, acide acétique, NaOH, NH4OH, Kl, Iz, NaCl, AICls,

dimétyl sulfoxide (DMSO), quercétine, méthanol, proviennent tous de Sigma-Aldrich.

Parmi I'appareillagevapeur(HAHNVAPOR),utiliséspectrophotometre:RotaUV-Vis a double
faisceau (JENWAY 6305 UV/VIS),«264/365nm» Cha

(VILBER COURMAT), Bain Marie (MEMMERT), Etuve universelle de 5 a 220°C avec
ventilation (MEMMERT), Agitateur magnétique (SCILOGEX), vortex (VELP),
Autoclave (SANO. Clav) et Balance (OHAUS).

ll. Méthodes
I.1. Préparation de [I’extrait métha

La partie aérienne de la plante T. Garganica a été bien nettoyée et séchée a température
ambiante, ensuiteoyeurbroyée.Laméthode deaMarkhaml’aide(102).Etaitd’'unsuivie br pour la
préparation de I'extrait méthanoliq

Suivant cette méthode ; 225g de la poudre de T. Garganica est introduit dans un bécher qui

contient le mélange hydroalcooliques ; méthanol /H20 (7 :3) pendant une nuit (macération

alcoolique) (Figure 7). Cette technique est effectuée 3 f et soumis a une évaporation rotative a

50 °C utilisant un rotavapeur (HAHNVAPOR) pour obtenir I'extrait(Figurebrut8). méthanolique
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Figure 7. La poudre végétale dans le mélange hydroalcoolique (ME 7/3) -la macération-

Figure 8. Photo du Rotavapeur utilisé pour sécher notre extrait méthanolique.
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I.2. Screening chimique de I’extrait végétal

Le screening chimique est un ensemble de réactions chimiques qui permettent
d’identifier la présence des principales contenues dans une plante et responsables de
propriétés pharmacologiques.

Les tests phytochimiquesaitbrutméthanoliquesontde T. réalisésgarganica sur

11.2.1. Mise en évidence des tanins

2 a 3 gouttes de la solution de FeCls a 2%, sont ajoutées a 2 ml de I'extrait b solution
obtenue est reposée pendant quelques minutes. Le testa e l'apparition d’une-noireetun
précipitécoloration(103). bleue

[I.2.2. Mise en évidence des saponosides

Test 1 : 5 ml de I'extrait brut sont mélangés La formation d’'une mousse
persistantelaprésencedes

saponosides (103).
Test 2 : 5 ml de I'extrait sont mélangés ave sulfurique concentré. Une couleur rouge-
marronne de la couche d

présence des triterpénes hétérosidiques (104).

[1.2.3. Mise en évidence des flavonoides

5 ml d’extrait sont traitéss(1%).La avecprésence desquelq flavonoides est confirmée
(104)par. 'apparition

I1.2.4. Mise en évidence des composés réducteurs

Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani, 5 ml d’acide traces de FeClz et 5 ml
d’acide sulfuriquessontajoutéscontenantaimide I'extrait. La présenceconfirméedespar la
composésformationdedeuxphases,réduct une colorée en brun rouge (acide acétique) et la
deuxieme en bleu-vert (acide sulfurique) (104).

[1.2.5. Mise en évidence des coumarines

La mise en évidence des coumarines se fait selon la méthode décrite par Benmahdi.

Placer 1 g d’échantillontehumidedansundetube a essaila. Couvrirplanletube avec un papier
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imbibé d’'une solution de NaOH et le placer

Ajouter 0,5 ml de NH40OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et examiner sous la
lumiére ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des coumarines (104).

[1.2.6. Mise en évidence des alcaloides

Ce test est fait pour révéler la présenc sont ajoutés a I'extraitbainmarie.Aprés la
etFiltration,chaufferlefiltratesttraité avecdans u le réactif de Wagnerzsolubilisé(2gde Kldanset

1001,27gml d’l de turbidité ou de précipitation indique la présence des alcaloides sels (104).

[1.2.7. Mise en évidence des stérols

100 mg de l'extrait sont mélangés avec 3 ml de chloroforme et 4 gouttes
d'anhydride acétique et d'acide sulfurique concentré. Le développement d'une
coloration bleue a l'interface confirme la présence des stérols (107).

11.2.8. Mise en évidence des quinones

Placer 1 g d’échantillondansuntubea essaideet ajouterla 15poudrea30ml de d’étherde
pétrole apres agitation, La solution obtenue est reposée pendantl5 min. Apres la

filtration, le filtrat est traité avec quelque goutte de NaOH (10%) Le test est considéré positif
s’ilya’apparition d’'une coloration(108). rouge viol

[1.2.9. Mise en évidence des anthraquinones

Quelques gouttes de la solution aqueux de KOH (10 %) sont ajoutés,apres a | agitation
la présence des anthraquinones est confirmée par le changement de couleurs de la

phase aqueuse vers le rouge (109).

[1.3. Dosage des flavonoides

Les flavonoidesméthanolique d’extraitétéquantifiéparla méthode du trichlorure
d’aluminium(110);
1 ml de I'extrait (préparés dans le méthan ajouté a 1 ml des(2la%,solutiondansle

d’AlCIlméthanol). Ap I'absorbance a été lue a 430 nm. La concen

a partir dune courbe d'étalonnageadifférentesy= ax

concentrations (0-40 pg / ml, chacune a été préparée
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mémes conditions opératoires que les extraits serviront a la quantification des
flavonoides. La teneur en flavonoides a été exprimé en milligrammes équivalents de
quercétine par grammes du poids d’extrait (mg EQ / g E).

[I.4. Chromatographie sur couche mince

Cette méthode se repose sur la séparati leur force de migration dans la phase mobile
qui est en générale un mélange de solvant, adapté

au type de séparation rechercher, et leur affinité vis-a-vis la phase stationnaire qui peut étre un
gel de silice ou de polyamide. Les techniques chromatographiques ne sont pas suffisantes pour
identifier un produit mais elles apportent des renseignements (Rapport frontal -Rf- et

coloration) susceptibles d'orienter vers un

[1.4.1. Protocole de CCM sur gel de silice

Les analyses par CCM ont été effectuées avec des plaques de silica gel, sur
support rigide en aluminium ; 20/20 cm.

L’extrait est déposé a I'aide d’'une microp inférieur de la plaque. Ensuite, les plaques sont
placées dans les cuves de développement dans

lesquelles se trouve un systeme de solvants approprié appelé phase mobile, a environ 0,5 cm
de hauteur. La migration estsuivantseffectuée: par I'u

>
Butanol/Acide acétique/(40/10/50); l'eau distill

Acide acétique/15/85). I'eau distillée (

D~
—
[pN

Aprés développement dans une cuve en verre et séchage, les plagues ont

(N
—
D

observées sous lampe UV a 254 et 365 nm. Les couleurs des spots ont
enregistrées ainsi de méme pour les Rf (111).

[1.4.2. Calcul du Rapport frontal

Pour chaque spot on a calculé le facteur de rétention qui est égal a la distance
parcourue par le constituant/ la distance parcourue par le solvant. Ce facteur permet de

mentionner une information préliminaire sur la structure des substances flavoniques.
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II.5. Etude des activités biologiques de I’extraitT.garganica mé

[1.5.1. Estimation
DPPH°

in vitro de -leffeta-visduradical librescavenger

La capacité de I'extrait a piéger les r colorimétrique, simple et rapide. La méthode de
Koleva (112), utilise le radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPHO) qui, a
I'étatunecolorationstable,violettefoncée, possé cette derniére devient jauneFigure9).Ce
changementpéale,de acouleurl’état est traduit par une réduction du radical DPPH® a 517 nm.

\_

NO,

DPPH (ox)
purple

NO,

NO,

NO,

DPPH (red)

yellow )

Figure 9. Laréaction de réduction du radicale DPPH (122).

A- Réalisation de I'essai

Le DPPH? 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (C1sH12NsOs) est solubilisé dans du
méthanol absolu pour avoir une solution de 100 pM.

A partir d’'une solution1=40 méthanoliquemg/mlidel’extmé suivantes ont été préparées :
C2:20 mg/ml, C3: 10 mg/ml, C4: 5 mg/ml, Cs :3 mg/ml, Ceé : 2

mg/ml, C7 : 1 mg/ml, Cs : 0,5mg/ml, 0.250 mg/ml, 0.125 mg/ml.
A chaque volume de 1,5 ml de la solution méthanolique du DPPH°®, un volume de 15 pl

de chaque concentration préparée de I'extr température ambiante pendant 15 min, les densités
optiques des mélanges réactionnels sont

mesurées par le spectrophotométre a 517 nm contre un blanc préparé dans les
mémes conditions par le méthanol.

L’activité antioxydante est comparée a c quercetine qui est a son tour déterminée de la
méme fagon que celle d
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B- Expression des résultats

Pour obtenir la concentration efficace qui réduit la concentration initiale de DPPH de 50%,
les résultats sont exprimés et donnésen selonpourcentagelaformule suivante :

Activité anti-radicalaire % = [(As —Ag) / As] X100

As et AE sont les valeurs de [I'absorbance du

517 nm. Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesures + écart type.

11.5.2. Etudeantibactériennedel’activité-Méthodedesdisques -Tests d’efficac-

Dans le présent test, nous avons utilisé la technique de diffusion en milieux
gélosés sur boites de pétri en adaptant la méthode de disques décrite par Bauer (113).

L’étude du pouvoirenparcette techniqueantibactériestidentiqueacelui de I'antibiogramme,

la seule différence c’e I'extraitméthanolique .

A. Préparation de Il'inoculum

A partir d’une culture pure ntsuraumaximumilieu24h), gé racler a l'aide d’une anse de platine
q identiques. Décharger I'anse dans 5ml d homogénéiser la suspension bactérienne. Son
opacité doit étre équivalente a 0.5 Mack

Ferland (DO=0.08-0.10 lue a 625nm). L’ensemencemen aprés la préparation de I'inoculum.

B. L’ensemencement

Le milieu de culture utilisé est Muller-Hinton, qui est le milieu le plus employé pour les tests

de sensibilité aux agents antibactériens. Couler 20ml de la gélose Muller-Hinton dans chaque

boite de pétri, et laisser solidifier. Tremper un écouvillon stérile dans la suspension

bactérienne, I'essorer en le pressantdutube,afin fer de le décharger au maximum. Frotter
léco de haut en bas, en stries serrées. Répéte 60° a chaque fois,

sansécouvillonoubliersurlui-méme. deFinir fai 'ensemencement en passant I'écouvillon s
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NB. Dans le cas de I'ensemencement de p I’écouvillon a chaque fois.

C. Préparation des disques d’aromatogramme
- Stériliser du papier Wattman n°3 coupé

a 121°C pendant 15 minutes ;

- Imprégner les disques avec 30ul de I'e stérile composé d’eau distillée(v/v)araison
deet200 de d mg/ml (6mg par disque). Finalement on stérile composé d’eau distillée et

de D serviront de contrble négatif. Des disques Gentamicine ont été également utilisés

comme antibiotique de référence (contrdle positif) pour déterminer la
sensibilité de chaque souche bactérienne testée ;

- Les disques imprégnés des différents extraits sont ensuite délicatement déposeés a
la surface de la gélose. Il en est de méme pour les disques de contrdle.

D. Incubation et lecture
-Les diamétres des zonesautourd’inhibition(Zldesdisquesaprésune
pré-incubation de 30minutes a incubationlatempératua

a 37°C pendant 24 ou 48 heures selon le germe ;

-Les expériences sont réalisées en trois répétitions et les résultats sont exprimés en moyenne + SD (standard déviation)<D.< La s

14mm, 15<D <19mm, D>20mm est considéréehe res résistante (-), sensible (+), trés sensible (++), extrémement sensibles (+++).
’ . g
1.6. L’analyse statistique

Toutes les expériences ont été faites en triple, Les résultats ont été exprimés en moyenne

+ (déviation standard (n=3)).
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Chapitre Ill. Résultats et discussion

Le présent travail porte sur ['étude-
oxydante et antibactérienne de [lextrai

meédicinale « Thapsia garganica ».
l. Le rendement de I’extrait

L’extrait a été préparé a partirT.garganica . Lesderésultatsla pou

sont représentés dans le (Tableau 3) et la (Figure 10)

Tableau 3. Le rendement de I’extrait.

La plante Le poids du Le poids des extraits |Le rendement en

matériel végétal en en (g) (%)

)
Thapsia garganica 2259 799 35.11

_résidue dela
plante

m EMTG

Figure 10. Le pourcentage d’extraitT.garganica. méthanol

L’opération de I'extractionT.garganicaa I'aidedumatérielnoldupermisméthavég d’obtenir un

résidu sec d’extrait brute de

Le calcul des rendements en fonction de la matiére végétale séche de la partie aérienne de la

plante (Tableau 3) a montré que I'EMTG représente un r

Car la macération est une méthode discontinue, le solvant la matiére végétale soit épuisée
(114), il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie de maniéere

généralerelatif;ildépend. Endela effe méthode et des conditions dans lesquelles |
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Il. Tests de mise en évidence de certains composés Phytochimiques

BN

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de
composeés existantes dans la partie étudiée de la plante par des réactions qualitatives de
caractérisation. Ces réactions sont basées sur des phénomenes de précipitation ou de

coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composés.

Les tests phytochimiques réalisés sur EMTG révelent la présence de plusieurs
familles de composés dont les résultats sont présentés dans le (Tableau 4).

Tableau 4. Analyse phytochimique préliminaireT.garganica. d’e

o | e

Apparition d’unebleue-noire etcoun

Tanins
précipité

Absence de la formation

Saponosides ) . .
persistante apres 15 min

Flavonoides + Apparition d’'uneaprés15 minco
Formation de deux phases, une colorée en
Composés réducteurs + brun rouge (acide acétique) et la deuxiéme en
bleu-vert (acide sulfurique)
Coumarines L Observation d’une f
ala lampe UV
Alcaloides + Présence de turbidité ou de précipitation
Stérols + Développement d'une coloration bleue a
linterface
Quinones - Absence de la couleur jaune, rouge ou violet
Anthraquinones - Absence de la couleur rouge

Les résultats sont interprétés comme suit : (+) Réaction positive, (-) Réactions négatives

L’étude phytochimiqueamontrécette planted’ EMTGcontient: des flavonoides, des tanins,
des coumarines, des composés réducteurs, des stérols, et des alcaloides. Ce qui confirme les

travaux de Berri (115) qui été révélé la présence des flavonoides et des Tanins chez
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T. garganica. La richesseen composésde I'extraitchimiquesactifspourrait expliquer son

utilisation traditionnelle comme : diurétique, émétique, antalgique et purgative (4).

Il1l. Dosages des flavonoides

L’étudequantitativemoyen d’EMTGdesdosagesspectrophotométriques,au selon la
méthode de aluminiumtrichlorureavaientpourobjectifd’ladétermination de la teneur totale
des flavonoides. Une(Figure 11)courbeaététracée pourd’étalonnagecetobjectif,établie avec
la quercétine a différentes concentrations. Des mesures de densité pour chaque fraction
réalisée a 430 nm. Les quantités des flavonoides correspondantes ont été rapportées en

équivalent milligramme de(Figurequercétinell)etdéterminés parpar g I'équationtype:y=ax +deb

Chaque point de la courbe représente la moyenne (n = 3)

0,9
0,8

0,7
0,6 : y =0,016x + 0,238

05 R2 = 0,959
0,4 7

0,2
0,1

Absorbance a430 nm

0 20 40 60

concentration de quercetine pg/ml

Figure 11. Courbe d’étalonnage de la quercétine.

Tableau 5. Teneur en flavonoides de FEMTG.

Extrait Dosage des flavonoides (mg eq quercetin /g extrait)

EMTG 38.08+1.90
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La détermination quantitative des flavonoides par la méthode du trichlorure d’aluminium r que
I'extrait Tbrut.garganicaméthanoliquecontient(38.de08+1.90mg

IV. Résultats de la Chromatographie sur Couche Mince

Le développement de la méthode pour la Chromatographie sur Couche Mince commence
non seulement par le choix de la phase mobile de séparation mais aussi le choix de la phase
stationnaire, la technique de développement choisie, dimension de la chambre de
développement et de I'espace vapeur.LaCCM nousonta un permis d’avoir les
empreintesl’extraitlaflavoniquesplanteTde.garganica, da l'identification des composés était

basée lampe UV des taches apparues sur CCM.

Les tableaux 6 et 7 comportent les Rfs des différents spots apparus et les type de
flavonoides, ainsi que la couleur révélée sous une lampe UV.

IV.1. Composés identifiés dans EMTG par le systéeme solvant (Acide acétique/ Eau
distillée) (15 / 85)

Six spots ont été ségrégués des dépbts de EMTG par le systeme de solvant utilisé (Acide
acétique/ Eau distillée) (15 / 85) appartenant aux différentes classes flavoniques.

Les résultats sont présentés dans le Tableau 6 et la Figure 12.

Tableau 6. Résultat de la CCM de EMTG : systéme solvant Acide acétique/ Eau
distillée (15/ 85) : Adsorbant : gel de silice.

I Couleur sous UV 365 (nm) Les Rfs (cm) |

Jaune 0.207
2 Vert 0.487
3 Bleu blanc Fluorescence 0.646
4 Jaune 0.78
5 Rouge 0.914
6 Violet 0.976
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Violet

Rouge

Jaune

Bleu blanc

Fluorescence

Vert

Jaune

Figure 12. Photo de chromatogramme résultant de I’analyse EM
Chromatographie sur gel de silice par le systeme solvant : Acide acétique/ Eau distillée
(15 | 85) révélation. a I'UV, A=
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IV.2. Composés identifiés dans EMTG par le systéme solvant BAW (Butanoll/Acide
aceétique/ Eau distillée) (40/10/50)

Sept spots ont été ségrégués des dépots de EMTG par le systeme de solvant utilisé
BAW (Butanol/Acide acétique/ Eau distillée) (40/10/50) appartenant aux différentes
classes flavoniques. Les résultats sont présentés dans le Tableau 7 et la Figure 13.

Tableau 7. Résultat de la.SystemeCCMsolvantdeBAWI'EMTG(40/10/50):
Adsorbant : gel de silice.

N de spots Couleur sous UV 365 (nm) Les Rfs (cm)

1 Jaune 0.12

2 Vert 0.35

3 Jaune 0.6

4 Bleu blanc Fluorescence 0.71

5 Rouge 0.77

6 Violet 0.82

7 Rose 0.91
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Rose

Violet
Rouge
Bleu blanc

Fluorescence

Jaune

Vert

Jaune

Figure 13. Photo de chromatogramme résultant

Chromatographie sur gel de silice par le systéme solvant Butanoll/Acide acétique/eau
distillé (4/1/5) : révélation. a I'UV, A=
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Nous constatons que le systéme de solvants (BAW) sépare plus de composés dans
EMTG que le systeme (A/W).

Selon Markham, la plupart des flavonoides ne sont pas visibles sur le gel de chromatographie
(cellulose) aprés leur migration, a I'exception des anthocyanines qui apparaissent en spots
orange et les chalcones, aurones et 6-hydroxyflavonols qui apparaissent en jaune. Pour cette
raison, les chromatogrammes doivent étre visionnés sous lumiére UV, et les flavonoides

deviennent visibles (fluorescents) sous cette lumiére (102, 117).

Tableau 8. Interprétation des couleurs des spots en différentes classes des flavonoides.

Couleur des spots sous Type de flavonoides selon

lumiere UV Markham (1982)

Typique pour les flavones et

Violet et violet foncé
flavonols glycosides (hétérosides)

Fluorescence bleue Caractéristique des acides phénols

Fluorescence blanche Isoflavones

Flavonols avec 3-OH libre (et

Jaune orangé
dihydroflavonols)

-Flavonols -Aurones et quelques 2-,

Fluorescence jaune
4-OH chalcones

Jaune verdatre, bleu verdatre -Flavonols avec 3-OH libre
ou vert -Flavonones ou aurones
Orange, rouge ou mauve Anthocyanidin 3-glycosides
Rose La plupart des 3-5 diglycosides

En se basant sur cette littérature et selon les couleurs des spots obtenues sur les
chromatogrammes des deux systemes (Tableau 8), On a pu suspecter la présence des
flavonols (jaune), flavones (violet) et acide phénol (bleu), Anthocyanidin 3-glycosides (rouge),

Flavonols avec 3-OH libre et Flavonones ou aurones (vert), 3-5 diglycosides (rose).
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V. Etude des activités biologiquesT.garganica de
v.1. Déterminationtéanti -radicalairedel’ctviméthanoliquedel’extrT.

garganica par la méthode de DPPH?° (effet scavenger)

Dans le test de DPPH®, la cinétique de décoloration de ce radicale a été suivie a 517 nm apres
addition de 15 ml de chacune des concentrations des extraits. Ce radical libre présente une
coloration violette sombre, lorsqu’ilpiégépardessubstancesest antioxydants, la forme réduite
conféré a la solution une coloration jaune péle, le virage vers cette coloration et I'intensde la
décoloration de la couleur de la forme libre en solution dépend de la nature, la concentration et
la puissance de la substance antiradicalaire. Pour des fins comparatives la quercetine est utilisé

comme un antioxydant standard. Il a montré une activité antiradicalaire tres puissante

Tableau 9. Les pourcentages de réduction du radical DPPH°.

Les concentrations

Concentrions dans

. (%) (%)
Concentrations le mélange . _
o ) de réduction de de réduction de
initiales en réactionnel en )
EMTG Quercetin
(mg/ml) (mg/ml)
40 0.4 89,86742424 +0.77 -
20 0.2 89,55176768 + 0.85 -
10 0.1 89,04671717 £ 0.35 -
5 0.05 28,06186869 + 2.16 95.89+0.19
3 0.03 21,62247475 + 1.29 95.7540.05
2 0.02 17,14015152 + 1.06 95.94+0.19
1 0.01 8,36489899 + 0.77 95.9440.05
0.5 0.005 7,449494949 + 0.52 95.96+0.22
0.250 0.00250 7,386363636 + 0.41 95.01+0.43
0.125 0.00012 6,944444444 + 0.10 46.43+2.43

( ( N 40 l)“ :
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L’histogramme représente lesT. garganicaconcentratqui

piegent 50 % du radical DPPH® (IC50) (Figure 14). C’est un paramétresépourestimer u

l'activité antioxydant. Plus cette concentr
0.14+0.00
0,14+ /
0,121 /
0,1
/ EMTG
0,08+
/ Quercetin
0,06+ /
0,041 / 0.01£0.00
0,02-
0. .
EMTG Quercetin

Figure 14. La concentration de I’extrait méthanolique de T. garganica qui inhibent 50 %
du radical DPPH°.

EMTG représente une activité antioxydante avec une IC50 (0.14+0.00 mg/ml extrait), En
comparaison avec l'antioxydant standard (q L’effet contrescavengerleradicalDPPH® de TEMTG
est procheBerri de

(115), qui a trouvé un ICso de 0.09 et 0.10 mg/ml pour les feuilles et les fleurs de T. garganica.

V.2. Etude de 'activiténne-Méthode antibactériedesdisques-Tests
d’efficacité-

La méthode des disques ou méthode de diff antibactérienne des substances
naturellesT.garganica. de Elle a permis tsdobtenirmentionnésdansleTableaules10 et
résultalesFigures15,16, 17 et

18.

41
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Tableau 10. Diamétre des zones. d’inhibiti

Diameétre des zones d

Les souches ’ ‘
Gentamicine

Staphylococcus aureus 7+0 300
Escherichia coli 13+4.24 35+1.41
Bacillus subtilis 10 +2.82 380

Pseudomonas aeruginosa 7+0 32.50+0.70

Diamétre <D<<14mm,8mm,15<D9<19mm, D>20mmonsidérée estrespectivement comme souche
résistante (-), sensible (+), tres sensible (++), extrémement sensibles (+++). PA : pas d’activité.

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa n’était pas sensib méthanolique de T.
garganica elles possédent un potentiel de résistance élevé D < 8mm, mais

elle a présenté une grande sensibilité avec le témoin positif (Gentamicine) (300 mm) et
(32.50+0.70 mm) respectivement. Alors que les résultats obtenus avec Bacillus subtilis et

Escherichia coli montrent que ces souches sont sensibles contre I'extrait (10 £2.82
mm) et (13+4.24) respectivement.

Les résultats de l'effet antibactérienBacillussubtilis(10+2.82 de E mm) et Escherichia coli

(13+4.24 mm) selon les diamétres des zones d’inhi correspondant a chaque souche.
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Figure 15. Photos montrant I’effetGentamicineantibactérienettémoin(-) contre
Staphylococcus aureus (A, B, C).

Figure 16. Photos montrant I’effetGentamicinantibactérienettémoin(-) contre
Escherichia coli (A, B, C).



Chapitre I11 Résultats et discussions

Figure 17. Photos montrant I’effetGentamicineantibactérienettémoin(-) contre Bacillus
subtilis (A, B, C).

Figure 18. Photos montrant I’effetGentamicineantibactérieettémoin(-) contre
Pseudomonas aeruginosa (A, B, C).
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L’activitéantibactérienne de [I'extraitméthanoliqueThapsia garganica contre
Bacillus subtilis et Escherichia coli peut étre due a la présence, des flavonoides et
des tanins (118) dont leur présence est mise en évidence. Les composés
phénoligues et les quinones qui en dérivent par oxydation participent a la défense de
plante contre les agressions comme antibactériens ou antifongiques en se liant aux

protéines et en inactivant les activités enzymatiques des microorganismes. (119).

Citons a titre d’exempledes I'actiontaninsquipeuvent inhiber la machinerie enzymatique
des microorganismes, ont une action lytique par effet direct sur leur membrane ou complication
de certains ions métalliques indispensables pour leur survie, en particulier le Fer

(120).

Le résultat négatif pour Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa peut
signifier la résistance de ces dernieres vis-vis de TEMTG sachantnismes que peuvent
d’ailleurs dégrader lesalors decomposéssubstrats carbonés et favorisent ainsi leur

croissance.
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Conclusion et perspectives

L’utilisation desphytothérapieplantesrecuun médicinalesgrandintérétdansla e recherche

biomédicale ; une telle thérapie lors de l'utilisation des médicaments de sy

A lissue de la présenteportésur étude,lestestsphytochimiquesnos inve et
I'évaluationantioxydantet antimicrobiendel’effetdeextraitméthanolique de T.garganica.

Dans la premiére partie, nous avons confirmé la richesse de notre plante en
métabolites secondaires.

Ainsi I'analyse quantitative par dosage et I'étude

Couche mince nous a confirmé la présence des flavonoides.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous avons souligné les effets bénéfiques de
I'extrait deméthanoliquelapartieaériennedeT.garganica soit dans 'activit le test de DPPH soit
dans I'activitéantibactérienne contre Bacillus subtilis et Escherichia coli.

En effet, il ressort du présent travail que T. garganica est un produit fort
intéressant et riche en possibilités thérapeutiques.

Ceci montre que la flore algérienne constituerait une réserve import végétales
intéressantes, dont les principes actifs peuvent étre employés dans plusieurs domaines

tels que les industries pharmaceutiques et agroalimentaire.

Enfin, 'ensemble deinvitrocesne constituerésultats qu’'uneobten dans la recherche des
substances de sources naturelles biologiquement active et reste préliminaire et plus
superficielle,profondiespour mieuxdonc, e se concentrer sur les effets révélés Dans ce
contexte, et comme perspective on propose de :

Isoler, purifier et identifier les principes actifs des extraits étudiés en utilisant des

méthodes plus précises telles que High Performance Liquid Chromatography (HPLC),

Resonance Magnétique Nucléaire (RMN) et tester leurs activités biologiques.

En ce qui concerne les activités antioxydante et antimicrobienne il serait intéressant de
définir le mécanisme d’actiontteplante. des substa

La réalisation d’une étude toxicologiqu cerner tout effet indésirable.
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Etude de [I'activitébactérienneantioxydantdel’extr
méthanolique de la plante médicinale Thapsia garganica.
Résumé

Dans le cadre des études portant sur la recherche des produits thérapeutique naturels, la
présente étude a été effectuée sur la plante médicinale de la région de Khenchela T. garganica

(Dryas) Cela dans le but de I'évaluation de Il'activité antioxydante et antibactérienne.

L'extraction par macération de la partie aérienne dans le mélange hydroalcolique a donné un
résidu sec d’extrait brute méthanolique de

Le screening phytochimique sur I'extraitméthanolique de Thapsia garganica (EMTG)
a montré que cette plante contient : des flavonoides, des tanins, des coumarines,
des composés réducteurs, des stéroles et des alcaloides sels.

La détermination quantitative des flavonoides par la méthode du trichlorure d’aluminiumréveéle

que 'TEMTG contient 38.08+1.90mg EQ/g d’extrai

L'analyse qualitative des flavonoides de I’ a révélé la présence des flavonols,-glycosides,flavo

Flavonols avec 3-OH libre et Flavonones ou aurones et le 3-5 diglycosides.

Concernant I'activittEMTGreprésenteantioxydanteunpouvoirréducteurduradicall’
DPPH avec une IC50 de (0.14+0.00 mg/ml).
L’activitéantibactérienne a été déterminée sur quatre souches bactériennes, selon la méthode
de diffusion de disque. Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa n’était pas
a I'EMTGpossédentellesunpotentiel de résistance élevé (D < 8 mm), alors que Les résultats
de l'effetnde EMTGantibactérieétaientefficacesavecBacillus subtilis et Escherichia coli selon les

diamétres des a zoneschaquesouched’inhibition(10£2.82mm)et (13+4.24 mm) respectivement.

Au bout de cette étude, nousede retiendronT.garganica exercent un effet antioxydant et

antibactérien. Donc, cette plante peut étre une source prometteuse de nouvelles substances
antioxydants.

Mots clés : Thapsia garganica, Stress oxydant, Antioxydant, Activité antibactérienne,

Flavonoides.



Study of the antioxidant and antibacterial effect

of the methanolic extract of a medicinal plant Thapsia garganica
Abstract

In the framework of the studies relating to the research for natural therapeutic
products the present study was undertaken on the medicinal plant Thapsia garganica (Dryas)
in the area of Khenchela with the aim of evaluating the antioxidant and antibacterial activity.
The extraction by maceration of the aerial part in hydroalcolic mixture is giving 79 g of
dry crude methanolic extract residue with 35.11% yield in dry extract.

The phytochemical screening of the methanol extract of T. garganica (METG) showed that
this plant contains: flavonoids, tannins, coumarins, reducing compounds, sterols and alkaloid.
The quantitative determination of the flavonoid by the aluminum trichloride method
reveals that METG contains 38.08 + 1.90mg EQ / g of extract.

Qualitative analysis of flavonoids from the extract by thin layer chromatography has
revealed the presence of flavonols, flavones, phenolsulfonic acid, anthocyanidin 3-
glycoside, flavonols with free 3-OH and flavanones or aurones and 3-5 diglycosides.

About the antioxidant activity, METG represents a reducing power of the
DPPH radical with an IC so0 of (0.14 + 0.00 mg / ml).

The antibacterial activity was determined in four bacterial strains, according to the
disc diffusion method. Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa was
not sensitive to METG they have a high resistance potential (D <8 mm), while the
results of the antibacterial effect of METG were effective with Bacillus subtilis and
Escherichia coli according to diameters inhibitions zones corresponding to each
strain (10 + 2.82 mm) and (13 = 4.24 mm) respectively.

After this study, we conclude that the methanolic extract of T. garganica exert
antioxidant and antibacterial effect. So this plant may be a promising new source of
antioxidant and substances.

Keywords: Thapsia garganica, Oxidative stress, Antioxidant, Antibacterial, Flavonoids.
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Théme : Etude de [I'activité antioxyd

méthanolique de la plante médicinale Thapsia garganica.

Résumé

Dans le cadre des études portant sur la recherche des produits thérapeutique naturels, la
présente étude a été effectuée sur la plante médicinale de la région de Khenchela T. garganica
(Dryas) Cela dans le but de I'évaluation de l'activité antioxydante et antibactérienne.

L'extraction par macération de la partie aérienne dans le mélange hydroalcolique a
donné un résidu sec d’extrait brute méthanolique de 79

Le screening phytochimique sur I'extrait méthanolique Thapsiagarganica(EMTG) a
montréde que cette plante contient : des flavonoides, des tanins, des coumarines, des
composés réducteurs, des stéroles et des alcaloides sels.

La détermination quantitative des flavonoides par la méthode du trichlorure
d’aluminrévéle que 'EMTG contient 38.08+1.90mg EQ/g d’ext

L'analyse qualitative pardeschromatographieflavonoidessurcouchemince nousdea
révélé la présence des flavonols,-glycosides,flavoFlavonols avec 3-OH libre et
Flavonones ou aurones et le 3-5 diglycosides.

Concernant  l'activittEMTGreprésenteantioxydanteunpouvoirréducteurduradical
DPPH avec une IC50 de (0.14+0.00 mg/ml).

L’activitéantibactérienne a été déterminée sur quatre souches bactériennes, selon
la méthode de diffusion de disque. Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa
n’ét sensible a possédent’EMTGunpotentielellesderésistance élevé (D < 8 mm), alors
que Les résultats de l'effet antibactérienBacillussubtiliset Escherichiade coli selon les
diamétres des  zoneschaquesouche  d’inhib(10£2.82mm)et  (13+x4.24  mm)
respectivement.

Au bout de cette étude, nous retienT.garganica exercent un effet antioxydant et
antibactérien. Donc, cette plante peut étre une source prometteuse de nouvelles
substances antioxydants.

Mots clés : Thapsia garganica, Stress oxydant, Antioxydant, Activité antibactérienne,
Flavonoides.

Le travail a été réalisé au laboratoi
- Khenchela -







