ﬂ\ REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
’S&I\“\ NISTERE DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

g
XQ;)

UNIVERSITE ABOU-BEKR BELKAID - TLEMCEN

THESE

Présentée a :
FACULTE DES SCIENCES — DEPARTEMENT DE CHIMIE

Pour I’obtention du diplome de :
DOCTORAT EN SCIENCES
Spécialité: Chimie Organique
Par :

Mme AICI Djahida

Sur le théme

Contribution a I’étude phytochimique et biologique de deux

plantes médicinales Thapsia garganica L. et Prunus persica L.

Soutenue publiquement le 22 / 06 / 2022 a Tlemcen devant le jury composé de :

Mr ALLALI Professeur Université de Tlemcen Président

Hocine

Mr BENMEHDI Professeur Université de Béchar Directeur de thése
Houcine

Mr AMROUCHE  Professeur Centre Universitaire de Examinateur
Abdelillah Naama

Mr SELES Professeur Université de Tlemcen Examinateur
Chaouki

Mr AMMAM Maitre de Conférences A Université de Saida Examinateur
Abdelkader

Laboratoire des Substances Naturelles et Bioactives (LASNABIO)

BP 119, 13000 Tlemcen - Algérie



Dédicaces

C’est avec [’aide et la grdace du Dieu que j’ai achevé ce modeste travail que je dédie :

A mes trés chers parents,
MAMAN

Tes prieres et tes bénédictions m’ont accompagnée tous les jours de mes études ;
combien long, long a été ce chemin dont j atteins le but aujourd hui et ceci grdce a tes
encouragements, ta patience, ta sollicitude de tous les instants qui ont été pour moi le

précieux des soutiens. Ton Amour inconditionnel et ta compréhension me resteront
toujours un exemple a suivre. Que ce travail fasse ta fierté et refléte ton image.
PAPA

Aucune dédicace ne saurait exprimer [’amour, l’estime, le dévouement et le respect

que j ai toujours eu pour vous. Rien au monde ne vaut les efforts fournis jour et nuit

pour mon éducation et mon bien étre. Ce travail est le fruit de tes sacrifices que tu as
consentis pour mon éducation et ma formation.

C’est avec les yeux débordants de larmes d’amour que je rédige ces mots.

Je ne trouverai jamais [’expression forte pour vous exprimer mon amour, ma
reconnaissance et ma profonde gratitude pour tous les sacrifices consentis et pour la
chance que j ai eu d’étre née entre d’aussi merveilleuses personnes. Vous avez de tout
temps fait de moi un enfant comblé.

Seigneur, combles-les de ta Miséricorde et préte leur longue vie.

Papa, maman je Vous aime.

A mes petits-enfants HAYTHEM et CHAHINE, lumiére de ma vie.
A mon adorable sceur FATIMA ZOHRA, mon bras droit.

A mon mari ABDESSELAM, Je n'ai pas de mots pour te dire a quel point je te
remercie. Mais, tu le sais, le plus beau est a venir pour nous... Il nous reste 99 ans ;
INCHA ALLAH ; non la vie entiére pour en profiter.

A mes chers freres HICHEM et ABDELHAFID

Je vous aime tous.

DJAHIDA



Ce travail est le fruit de collaborations forgées sur la sincére volonté d’offrir une contribution,

quelle qu’elle soit, a la recherche.

Mes remerciements les plus profonds et inexprimables, s’adressent avant tout 8 ALLAH
le tout puissant, de m’avoir accordé la force, la santé et le courage afin de pouvoir accomplir ce

modeste travail.

Mes trés profondes reconnaissances et mes sentiments les plus sincéres vont a mon
Directeur de thése, Pr BENMEHDI Houcine, Professeur au Département des Sciences
Biologiques de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie a I’Université TAHRI
Mohamed- Béchar, pour I’honneur qu’il m’a fait en acceptant d’encadrer ce travail, de le diriger
avec tant de compétence et de gentillesse. Ses conseils et ses orientations éclairées m’ont permis

de mener a terme ce travail.

Ma vive reconnaissance va au Pr ALLALI Hocine, Professeur a 1I’Université Abo Bekr
Belkaid- Tlemcen d’avoir accepté de présider le jury de soutenance. Qu’il soit assuré de ma

respectueuse considération.

J’adresse mes remerciements a Pr SELLES Chaouki, Professeur a 1’Université Abo
Bekr Belkaid- Tlemcen, d’avoir accepté de juger ce travail. Je présente ici le ttmoignage de ma

sincere gratitude.

Je suis profondément reconnaissante au Professeur AMROUCHE Abdelillah,
Professeur au Centre Universitaire Salhi Ahmed — Naama pour avoir bien voulu examiner et

juger mon travail. Vous avez tout mon respect.

Mes remerciements les plus sinceres s’adressent également a Mr AMMAM Abdelkader,
Maitre de conférences a I’Universit¢ Moulay Tahar- Saida pour I’honneur qu’il me fait en
acceptant d’examiner et jurer cette thése. Qu’il trouve ici mes sincéres expressions de gratitude

et de respect.

J’adresse également mes sinceres remerciements a Monsieur RAHMANI Youcef de
Centre de Recherche et Analyses Physico-chimique Ouargla (CRAPC) pour son aide
concernant la réalisation des analyses CG/SM des huiles essentielles.




Je suis profondément reconnaissante au Pr SAIDI BESBES Salima ; la directrice de
Laboratoire de Synthése Organique Appliqué, Université AHMED Ben Bella Oran ; ainsi que
Mme HIDOUR Hanaa ; ingénieur de laboratoire, pour 1’aide qu’elles m’ont apportées afin de
réaliser les analyses RMN. J’adresse également mes Vvifs remerciements a Pr ADJRIR Mehdi

qui a veillé sur le bon déroulement de ces analyses.

Je voudrais remercier, aussi, ’ensemble du personnelles de laboratoires pédagogiques
de chimie a "université TAHRI Mohamed de Béchar : DJELLOUL Othman, BOULERBAG
Larbi, pour leur aide au sein des laboratoires et surtout pour la fourniture du matériel et des

produits nécessaires pour la réalisation des manipulations.

Toutes les expressions de reconnaissance pour mes parents qui voulaient tout le temps
que je pousse mes études jusqu’au bout avec un soutien incontestable, Merci pour tout, je vous

admire...

Finalement, un merci du fond du cceur @ mon mari Pr BASSOU Abdesselam qui est
toujours a mes cotés, qui m'a aidé, m’a encouragé, m’a soutenu et surtout m’a supporté pendant
les moments difficiles. Pour m’avoir aidé a I’écriture de cette thése. Merci pour ton soutien et

surtout ta patience.

—
| —



lda @ Loglen dhaill cligall e degiin degome e UL (o Zandall clalszull ggums
&19¥1) Thapsia garganica L. 3 (3),91) Prunus persica L. dubadl UL (o (sl pueds Hlb) @9 «Sle]!
Osbad! cpda e dalisel) clalsiue) 4 ¢lguwdly Alod! 4leasSI Aol e Lidae 555 (H9detls

coadall ((e¥ly dd! luwd (Jeilisadl palkiue) olageddall Slandl (oMl Jacl
718.10 35350 sl 0 LeS oLl SIST 73.62 1] 70.33 (30 79155 Agudia il liglally ol jgisubiall
B1o9¥ Gl Jsilill alxiwell Jyinadsdl cbgizs cilS o553 4 (e . T garganica B 59¥ duwsludll =gs3l)
adeilidl slalsradl @ Joadsdl Bals dyuzs Loty (Ms Je 100/ EAG e 1.14 :2.5) Il e P persica
Jlstdl de (Ms Jo 100/ EAG ozma 1.63 £2.21) wbigiza Jael 7. garganica s s9izg 39l (e

S Silegaze el 4l8a) TG 319¥ Luwolua¥ gyl AasT Cals / 5Ll i) 12 93La 9, SN Julms 7
 (17.69) Jlgd 93 .« (110.96) Jsspi 398 Jy=S « (125.69) (Jufea Jufaal) 10 « (563 - (4) 1te LS, (o0
(12.57) O5kilo g siss « (/4.24) Ugiumss « (16.17) cligilineg Linas « (16.49) H-pyrrol-2-y))1(-1 . ¢ygils|

5 315 i T AL (50 SiSya 06 e Jymnlly sgeall Ll a5, Alnalys hmil Ll o LeS
059559 0539 4 (5951 gl liall (1 Aasal gy o Layozms

A gmle LK) L Laylas| @3 @) daliell Slalziudl of DPPH 8yl sgdzmll o lay) 858 @uas w( bl
oaemm Bylie Slalsradl aer § FRAP I 2gall 50usSHl clalias 508 cdasgl udy 5uwsSS cilalass
RUWSPOn |

Aadl s ydad 3,uSy e p e Aalisll Slaliiaell LSl salall adlaall duwlys el
9 Bacillus cereus g Klebsiella pneumoniae s Pseudomonas aeruginosa aio olbalziwed] S Ua.g_ﬁd
Bs¥ wisigbadly wigigdMall saliiuay Lolidl el & bt dahie el wsK Staphylococcus aureus
S Gartts ctnylad il ws diall Lwgll 3 opall goill 2k misgs .ole 20 ez, T.garganica
(@046 jlad e wiliylasll sda gad (o ey Law « Aspargillus flavus s TG iz Jeslid! palsiwel)

Wl wo T garganica ol 3l Slhalziund w2l ezt @ Lusel soball adlaall 2wl
oo AY L) Gl palsius of J) Bl add ad=ll col ¥l (e dcgaze Je Pseudomonas aeruginosa
Slmysg omdl plasl 3 bgmle (olazil ae calil daiw ) diad 3l 2dugadl AL lady wgiaddall oliSye
Byl
Lladd  BuwsSW sball bladll « adguall WS« Thapsiagarganica L. . Prunus persical. e ial| & leJSJI
$ 991 vl Liall 1 2 AL ol /250801 Ll g3ke 9,801 Ll sLiall




Les extraits naturels issus des végétaux contiennent une variété de molécules
biologiquement actives. C’est dans ce contexte, et dans le cadre de la valorisation de deux
plantes médicinales Prunus persica L. (Feuilles) et Thapsia garganica L. (feuilles et racines),
notre travail a été porté sur I’étude phytochimique et biologique des différentes extraits de ces
deux plantes.

L’extraction sélective des flavonoides (fractions : butanolique, acétate d’éthyle et
éthéré), des tannins, des saponosides et des alcaloides a donnée des rendements acceptables
varie entre 0.33% et 3.62% pour les deux plantes. Par contre, le meilleur rendement obtenu été
de 18.10% pour les huiles essentielles des feuilles de T. garganica. D’autre part, les teneurs des
polyphénols des extraits méthanolique et aqueux des feuilles de P. persica ont été
respectivement de (2,5 ; 1,14 mg EAG/100 mg Ms). Tandis que le dosage des polyphénols des
extraits méthanoliques des feuilles et des racines de T. garganica a donné les teneurs de (2,21 ;
1,63 mg EAG/100 mg Ms), respectivement.

L’identification par CG/SM des huiles essentielles des feuilles de TG a permis
d’identifier plusieurs composés a savoir : (+)-3-Carene, 10-(acetylmethyl) (25,69 %), 1’alcool
furfurylique (10,96 %), le furfural (7,69%), Ethanone, 1-(1H-pyrrol-2-yl) (6,49%), L'acide
heptanoique (6,17%), I’Eugenol (4,24%) et Butyrovanillone (2,57%).

La séparation par chromatographie sur colonne nous a toléré d’obtenir 06 composés de
la famille des flavonoides qui sont par la suite identifiés par RMN ‘H et RMN *3C.

L’évaluation de pouvoir de piégeage de radical libre DPPHe montre que les différents
extraits testés ont un potentiel antioxydant remarquable. Une forte capacité antioxydante du
FRAP a été notée dans tous les extraits en comparaison avec celle de 1’acide ascorbique.

L’activité antibactérienne des différents extraits a été étudiée sur sept souches
bactériennes. Cette technique affiche une inhibition importante des extraits contre les
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus et Staphylococcus aureus.
Ce qui concerne ’activité antifongique, la méthode de la croissance radiale dans le milieu solide
contre deux souches fongiques, illustre une inhibition importante de 1’extrait méthanolique des
racines de TG contre 1’Aspargillus flavus dont il limite la croissance de ce champignon sur un
diamétre de 46 mm.

L’activité antibactérienne in vivo des extraits des feuilles de T. garganica a été étudiée
contre la souche Pseudomonas aeruginosa sur des lapins de race locale. Les résultats indiquent
que la fraction éthérique des flavonoides inhibe la souche ciblée pour une durée de sept jours,
avec une diminution remarquable des tailles des plaies et des degrés de température.

Mots clés: Prunus persica L., Thapsia garganica L., composés phénoliques, activité
antioxydante, pouvoir antimicrobien, CG/SM, RMN.




Plants natural extracts contain a variety of biologically active molecules. In this regard,
as a part of the valuation of two medicinal plants Prunus persica L. (leaves) and Thapsia
garganica L. (leaves and roots), the focus of the present study is set on investigating the
phytochemical composition and biological activity of different extracts from these two plants.

On the one hand, selective extraction of flavonoids (butanol fraction, ethyl acetate and
ether), tannins, saponosides and alkaloids gave acceptable yields varying between 0.33% and
3.62% for both plants. However, the best yield was obtained in the essential oils of T. garganica
leaves (18.10%). On the other hand, total phenolic contents of methanol and aqueous extracts
of P. persica leaves were respectively (2.5; 1.14 mg EAG / 100 mg DM) while those of
methanolic extracts of T. garganica leaves and roots were respectively 2.21 and 1.63 mg EAG
/ 100 mg DM.

The GC/MS analysis of essential oils from T.garganica leaves revealed several
compounds such as: (+) - 3-Carene, 10- (acetylmethyl) (25.69%), furfuryl alcohol (10.96%),
Furfural (7.69%), Ethanone, 1- (1H-pyrrol-2-yl) (6.49%), Heptanoic acid (6.17%), Eugenol
(4.24%) and Butyrovanillone (2.57%).

Separation by column chromatography allowed us to obtain 06 compounds belonging
to flavonoids’ family, which were subsequently identified by NMR *H and NMR *C.

The evaluation of the DPPHe free radical scavenging power showed remarkable
antioxidant potential of all tested extracts. In Frap assay, a strong antioxidant capacity was noted
in all extracts compared to that of ascorbic acid.

The antibacterial activity of the different extracts was evaluated against seven bacterial
strains. All extracts exhibited significant inhibition against Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus and Staphylococcus aureus. Regarding the antifungal
activity, the method of radial growth on solid medium against two fungal strains, methanolic
extract of the roots of T.garganica showed a significant inhibition against Aspargillus flavus by
limiting fungal growth over a diameter of 46 mm.

The in vivo antibacterial activity of T. garganica leaves extracts was assessed against
Pseudomonas aeruginosa on local rabbits. The obtained results indicated that diethyl ether
extract inhibited the strain’s growth for a period of seven days, with a remarkable decrease in
wound sizes and temperature degrees.

Key words: Prunus persica L., Thapsia garganica L., phenolic compounds, antioxidant
activity, antimicrobial power, GC / MS, NMR.
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American Type Culture Collection.
dielectric Barrier discharge ionization Detector.
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Concentration Inhibitrice Médiane.
Chromatographie en pahse gazeuse / Spectroscopie de masse.
Diméthyle sulfoxyde.

Extrait Alcaloides.
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Extrait Tanins Feuilles.

Equivalent acide gallique.

Efficacité Anti Radicalaire.
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Espéces oxygénées réactives.

Capacités reductrices ferriques d’antioxydants (Ferric Reducing Antioxidant

Power).
Flame Thermionic Detector.

Huile Essentielle.

Laboratoire des Produits Naturels.
Puissance Anti Radicalaire.
Potato Dextrose Agar.

Prunus persica L.

Poids sec.

Résonance Magnétique Nucléaire.
Radical Scavenger Activity.

Sarco Endoplasmic Reticulum Calcium.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Concentration_inhibitrice_m%C3%A9diane

SERCA-ATPases : Sarco Endoplasmic Reticulum Ca?*-ATPase.

SFM : Société Francaise de Microbiologie.

TG: Thapsia garganica L.

UABT: Université Abo Bekr Belkeid Tlemcen.

UFC: Unité Formatrice de Colonie.

UTMB : Université Tahri Mohamed Bechar.

V.RVSA Laboratoire de Valorisation des Ressources Veégétales et Securite Sanitaire

dans les zones Semi-Arides.
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Introduction

géneérale



Les produits d’origine naturelle prennent de plus en plus une place importante dans
I’industrie pharmaceutique et agronomique. Les stratégies de recherche de substances naturelles
actives a partir de plantes sont souvent basées sur des approches ethnobotaniques, mettant en
avant ’utilisation de ces plantes en médecine traditionnelle par les populations locales (Sahli,
R., 2017).

Les plantes représentent une source inépuisable de remeédes traditionnels et efficaces
grace aux principes actifs qu’elles contiennent : alcaloides, flavonoides, hétérosides,
saponosides, quinones, vitamines... et huiles essentielles (Ouis, N., 2015).

Ces métabolites secondaires exercent une action déterminante sur 1’adaptation des
plantes a leur environnement. Ils participent ainsi, de maniére tres efficace, a la tolérance des
végétaux a des stress varies (attaques de pathogénes d’insectes, sécheresse, lumiere UV...)
(Hadj Salem, J., 2009).

Les plantes ne sont pas toujours sans danger, elles paraissent anodines mais peuvent se
révéler toxiques ou mortelles pour 1’organisme. Beaucoup de plantes médicinales et de
médicaments sont thérapeutiques a une certaine dose et toxiques a une autre (Boumediou, A.
S.M. A, & Addoun, S., 2017).

La recherche sur les antioxydants est un sujet important dans le domaine médical ainsi
que dans l'industrie alimentaire. Par conséquent, les antioxydants avec des activités de piégeage
des radicaux libres peuvent avoir une grande pertinence dans la prévention et le traitement des
maladies dans lesquelles des oxydants ou des radicaux libres sont impliqués. (M. R. Saha &
al., 2008)

Les produits phytochimiques sont connus pour posséder une activité antioxydante,
antibactérienne, antifongique, antidiabétique, anti-inflammatoire, antiarthritique et
radioprotectrice, et en raison de ces propriétés, ils sont largement utilisés a des fins médicinales
(Gupta, A. etal., 2012).

En raison de ’effet secondaire des produits chimiques antimicrobiens et de la résistance
que les micro-organismes pathogénes établissent contre les antibiotiques, beaucoup d’attention
a été prétée aux extraits bruts des plantes qui commencent a avoir beaucoup d’intérét comme
source potentielle de molécules naturelles bioactives (Yakhlef, G. et al., 2011, Gbogbo, K. A.
etal., 2013).

L’extraction de principes actifs a haute valeur ajoutée a partir de la matiére végétale,

notamment le cas des polyphénols, qui suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a leur




pouvoir antioxydant, est une étape trés importante dans l'isolement aussi bien que dans
I'identification des composes phénoliques (Mahmoudi, S. et al., 2013).

Afin d’isoler des substances nouvelles de plantes et de trouver de ce fait de nouvelles
molécules naturelles bioactives tant dans le traitement des maladies infectieuses et des tumeurs,
et afin de rendre la stratégie d’isolement le plus efficace, il convient de sélectionner avec soin
les plantes a étudier.

Le but de cette étude consiste a renforcer la connaissance phytochimique des extraits de
deux plantes médicinales Prunus persica L. (Rosacées) et Thapsia garganica L. (Apiacées), et
de mettre en évidence de traceurs spécifiques pour chacune de ces plantes en vue de I’utilisation
ultérieure de leurs extraits autant que agents antioxydants et antimicrobiens.

Les Rosacees représentent une grande famille cosmopolite de plantes a fleurs,
specialement représentée dans les régions tempérées de 1’hémisphére Nord. Elle comprend
aussi bien des plantes herbacées vivaces que des arbustes ou des arbres. Elle compte 100 a 115
genres et plus de 3000 especes differentes (Heywood, V. H., 1993 ; Spichiger, R. E. et al.,
2002).

Les Apiacées renferme de nombreuses espéces économiquement importantes, certaines
sont des plantes alimentaires (carotte, fenouil, céleri...), d’autres sont des condiments utilisés
depuis longtemps en cuisine a cause des huiles essentielles produites par leurs canaux sécréteurs
(persil, coriandre, carvi...). En phytothérapie, on leur attribue principalement des propriétés
digestives (Reynaud, 2002).

L’objectif général de ce travail est d’étudier la composition chimique et les propriétés
antioxydantes et antimicrobiennes de quelques métabolites secondaires extraites de deux
plantes médicinales Prunus persica L. (feuilles) et Thapsia garganica L. (feuilles et racines).
Pour atteindre cet objectif, les démarches spécifiques suivant ont été dégages :

e Détermination des différentes phytoconstituants par criblage phytochimique ;

e Extraction sélective des familles prépondérantes notamment les flavonoides, les tanins,
les saponosides, les alcaloides et les huiles essentielles ;

e Etude des propriétés physico-chimiques des huiles essentielles ;

e Analyse de la composition chimique de ces extraits par chromatographie sur couche
mince ;

e Fractionner les extrais des flavonoides et des tanins par chromatographie sur colonne ;

e Identification des fractions isolées par les méthodes spectroscopiques (IR, RMNH,
RMNC, CPG/SM) ;




e Dosage des polyphénols, flavonoides et tanins.
e Evaluation de I’activité antioxydante par les techniques :
» Testau DPPH, et I’étude de la cinétique de la réaction de piégeage de ce radical.
» La méthode de FRAP.
e Etudier le pouvoir antibactérien et antifongique in-vitro des différents extraits ;
e Tester I’activité antibactérienne de quelques extraits in-vivo sur des lapins.
En vue de rendre compte de la démarche scientifique adoptée, ce manuscrit comportera trois
parties :
1- Dans une premiéere partie, une revue bibliographique sera présentée sur les métabolites
secondaires ;
2- La deuxieme partie du manuscrit présentera la description des espéces végétales
utilisées dans ce travail ;
3- Latroisieme partie présenté le matériel et les méthodes utilisées, Les résultats obtenus,

suivis de la discussion puis la conclusion et les perspectives.




CHAPITRE 01

Synthese bibliographique



Les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches basées sur les
cultures in vivo et in vitro de tissus végétaux. Ceci est notamment le cas des polyphénols
végétaux qui sont largement utilisés en thérapeutique comme vasculoprotecteurs,
antiinflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et antiradicalaires (Bahorun,
1997).

I. Métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires se definissent comme les molécules produites par des
organismes vivants (plantes, champignons, bactéries...) ne jouant pas de rdle direct pour les
fonctions vitales de I’organisme, c'est-a-dire la nutrition, la croissance, et la reproduction. Les
métabolites secondaires interviennent en particulier dans I’évolution, la survie des espéces,
ainsi que dans les interactions entre individus de la méme espece ou d’especes différentes, par
leur implication dans les phénomeénes de défense, de symbiose ou de pollinisation par exemple
(Houél, E., 2011).

I.1. Les polyphénols :

Les phénols totaux sont des métabolites secondaires synthétisés par les plantes pendant
leur développement mais aussi comme réponse aux conditions de stress tels qu’infections,
blessures, radiation UV. En se basant sur le nombre des sous unites de phénols, la classification
actuelle forme deux groupes : des phénols simples et des polyphénols (Atanasova, M., &
Ribarova, F., 2010).

Les acides phénoliques naturels sont des phénylpropanoides avec un cycle aromatique
et une chaine latérale a trois atomes de carbone. Les acides caféique, férulique et p-coumarique,
comme les acides hydroxycinnamiques, sont presque omniprésents. Les acides phénoliques
sont distribués dans la nature sous leurs formes libres et liées, sous forme d'esters et de
glycosides (Plazonié, A. et al. 2009).

Les composés phénoliques ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles
benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. La structure des composés
phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides phénoliques simples) vers les
molécules les plus hautement polymeérisées (tanins condensés) (Urquiaga et Leighton, 2000 ;
Macheix et al, 2005).

Ils forment une immense famille de plus de 8000 composés naturels qui sont divisés en
plusieurs catégories : les flavonoides, les tanins, les acides phénoliques, les coumarines, les

lignanes et d’autres classes existent en nombres considérables (Dacosta, 2003).




Tableau 01 : Les classes les plus importantes des composés phénoliques dans les plantes
(Seghiri, R., 2009).

Nombre d'atomes de Squelette de base Classe
carbone

6 C6 Phénols simples, benzoquinones

7 C6-C1 Acides phénoliques

8 C6-C2 Acétophénone, acide phénylacétique

9 Co-C3 | AT marine socbumaring

10 C6-C4 Naphtoquinone

13 C6-C1-C6 Xanthone

14 C6-C2-C6 Stilbene, anthraquinone

15 C6-C3-C6 Flavonoides, isoflavonoides

18 (C6-C3)2 Lignanes, neolignanes

30 (C6-C3-C6b)2 Biflavonoides

(C6-C3)2 Lignines

n (C6) n Catecholmelanine

(C6—-C3-C6)n (Tannins condensés)

1.1.1. ROle et intérét des composés phénoliques :

Le rble des composés phénoliques est largement montré dans la protection contre
certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de
leurs propriétés antioxydantes (Macheix, J. J., et al, 2005).

Afin de combattre et de neutraliser les effets délétéres des especes réactives de
I’oxygeéne (ERO), diverses stratégies antioxydantes ont été évoluées ; en augmentant les
défenses enzymatiques antioxydantes endogénes et/ou en renforcant les défenses non
enzymatiques par des moyens diététiques ou pharmacologiques (Li, A. N., et al., 2014).

Ces substances suscitent beaucoup d’intéréts dans plusieurs domaines, celui de la
nutrition par leur caractére préventif a I’égard de diverses maladies (les maladies
cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives et divers cancers), en cosmétologie et
surtout dans les industries agroalimentaires par leurs implications, en particulier, sur la flaveur

des aliments et leur incidence sur la conservation des produits alimentaires. (Achat, S., 2013).




Dans cette étude, nous décrivons la classe des flavonoides, tannins, saponosides,

alcaloides et les huiles essentielles, car elles ont été ciblées pour 1’extraction et 1’analyse.

1.2. Les flavonoides :
Le nom flavonoide est dérivé du mot «Flavus» en latin, qui signifie jaune. L’intérét

nutritionnel pour les flavonoides date de la découverte de la vitamine C (Julien.F ,2002).

1.2.1. Structure des flavonoides :

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et ils possédent tous un méme
squelette de base a quinze atomes de carbone constitué de deux unités aromatiques, de cycle en
Ce (A et B), reliés par une chaine en Cs (figure 01) (Bruneton, 1999).

Figure 01 : Structure de base d’un flavonoide.

1.2.2. Propriétés antioxydantes et piégeurs de radicaux libres :

La propriété des flavonoides la mieux décrite est leur activité antioxydante et leur
capacité a piéger les radicaux libres : radicaux hydroxyles (OH"), anions superoxydes (O2 * ) et
radicaux peroxylipidiques, selon la réaction suivante :

Flavonoide (OH) + R — Flavonoide (O°) + RH
Les radicaux libres apparaissent dans plusieurs situations, telles que :

® J’anoxie : qui engendre la production de I’anion superoxyde (Oz *°),

® J]’inflammation : qui correspond a la production d’anions superoxydes (O ) par la
NADPH-oxydase membranaire des leucocytes actives, et, par dismutation, a celle du trés
réactif radical hydroxyle (OH-),

= |’auto-oxydation des lipides : ¢’est au cours du stress oxydant que les espéces radicalaires,
libres de tout contréle, vont attaquer des cibles bioactives telles que les protéines, altérant
ainsi les recepteurs cellulaires et les enzymes, les acides nucléiques (favorisant la
survenue des mutations déléteres a 1’origine de divers cancers) et les lipides (Ghedira,

K., 2005).




1.2.3. Classification des flavonoides :
Les flavonoides se divisent en 6 groupes : flavones, flavonols, flavonones , isoflavones,
chalcones, aurones.

Tableau 2 : Les classes des flavonoides (Berigaud M., 2002)

Flavonoides
Classe Squelette Aglycones Hétérosides I,Derlves,
methoxylés
O 0| O Luteole
Apigenol . Tangéritine
Flavone Apiine Nobilétine
O
2-phénylchromen-4-one
o 1]
O | Quercetol
Kaempferol . Pachipodol
Flavonol OH Myricetol Rutine Rhamnazine

o Fisetol

3-hydroxy-2-phényl-
chromen-4-one

Dihydrokaempferol | Hepéridine

Flavanonol Dihydroquercetol Naringine
3-hydroxy-2,3-dihydro-
2-phénylchromen-4-one
Naringetol i
. Hesperetine
Flavanone Criodictyol Homoeriodictyol
o Butine

dihydro-2-phényl-
chromen-4-one

—
~
| —



Q Hispidol
Aurone © _ Aureusidine
Sulfurétine
\\

Maritimetine

Chalcone O | ISO“%ﬂ:gilng:nme Xanthohumol

Dihydro-chalcone O Phlorétine Aspalatine

1.3. Les tannins :

Les tannins sont des composés organique complexe présent dans pratiquement toutes
les plantes a des concentrations diverses. Ils sont souvent contenus dans 1’écorce ou dans les
feuilles. Les tanins peuvent former des complexe indestructibles avec certains tissu corporels
comme la peau ce qui permet de les resserrer. En conséquence. Ces substances peuvent étre
utilisées pour tanner le cuir, ou encore a des fins thérapeutiques pour traiter la diarrhée ou leur

propriété de coaguler les albumines muqueuses et des tissus (P. Iserin et al., 2001).

1.3.1. Structure chimique des tannins :
La structure complexe des tannins condensés est formée d'unités répétitives

monomeériques qui varient par leur centre asymétrique et leur degré d'oxydation. Les formes
naturelles monomériques des flavan-3-ols se différencient par la stéréochimie des carbones

asymétrique Cz et Cset par le niveau d'’hydroxylation du noyau B. On distingue ainsi les

catéchines (di hydroxylées) des gallos catéchines (trinydroxylées) (Hemingway, R. W., 1989).




1.3.2. Classification des tannins :
On distingue deux grands groupes de tannins :

» Les tanins condenses, non hydrolysables ou tanins catéchiques :

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

Figure 02 : Structure d’un tannin condensé.

» Les tanins hydrolysables :
Les tannins hydrolysables sont des esters d’un sucre simple (glucose ou Xxylose

principalement) et d’acides phénoliques. IlIs peuvent étre dégradés par hydrolyse chimique
(acide ou alcaline) ou enzymatique. Les acides phénoliques libérés sont I’acide gallique dans le
cas des gallotannins et I’acide ellagique dans le cas des ellagitannins (figure 7) (Derbel, S., &
Ghedira, K., 2005).

HO
HO OH
HO
HO
HO CcO
HO OH
CO—oO
: ,CO OC\ :

Figure 03 : Exemple d’un tannin hydrolysable.




1.3.3. Propriétés biologiques des tannins :

Les tannins sont des métabolites secondaires des plantes, leur conférant une protection
contre les prédateurs (herbivores et insectes). La propriété astringente des tannins est a la base
d'autres propriétés (vulnéraire, anti diarrhéique...), elle permet la cicatrisation,
I’imperméabilisation de la peau et des muqueuses, favorise la vasoconstriction des petits
vaisseaux .En outre, les tanins ont un trés grand pouvoir antibactérien, antiviral, anti-
inflammatoire et une activité antimutagene. Les plantes riches en tannins sont utilisées dans les
cas de rhume, le maux de gorge, les problémes de sécrétions trop importantes, les infections

internes ou externes, blessures, coupures et brilures (Paolini V., et al., 2003).

1.4. Les saponosides :

Les saponosides constituent un vaste groupe d'hétérosides trés fréquents chez les
végétaux. lls se caractérisent par des effets tensio-actifs leur conférant la propriété de former
des solutions moussantes lorsqu'ils sont dissous dans I'eau. lls peuvent étre classés en deux
groupes selon la nature de leur génine qui peut étre stéroidique ou triterpénique. Les génines
stéroidiques possédent un squelette en C27 et six cycles. Les saponosides stéroidiques sont
rencontrés dans de nombreuses plantes. Il semble que les saponosides jouent un réle de défense
du végétal contre les pathogénes microbiens (Krief, S., 2003).

Les saponines ou saponosides sont des composés produits naturellement par certaines
plantes, caractérisées par leurs propriétés tensioactives leurs conférant un pouvoir moussant.
Différentes saponines isolées comportent des propriétés immunomodulatrice, cytotoxique,
antitumorale, anti-inflammatoire, antifongique, antivirale, expectorante pour ne citer que les

principales propriétés (Nkwokap, G. B. K., 2010).

1.4.1. Classification des saponosides :
> Les saponosides triterpéniques :

Les triterpenes, 4000 composes construits sur plus de 40 squelettes différents sont des
composés en C30 issus de la cyclisation du 3S-2,3-époxy-2,3-dihydrosqualéne ou, plus

rarement du squalene lui-méme.

» Les saponosides stéroidiques :
Les génines stéroidiques possédent toutes un squelette a 27 atomes de carbone qui

comportent habituellement six cycles (Nkwokap, G. B. K., 2010).
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1.4.2. Structure des saponosides :

Spirostane Furostane

Figure 04 : Différentes formes de squelette d’un aglycone.

Oleanane Dammarane

Figure 05 : Structure de bases des saponosides (Betina-Bencharif, S., 2014).
I.5. Les alcaloides :

Les alcaloides sont un groupe de composés azotés et faiblement basiques issus
principalement des végétaux. Ils présentent des réactions communes de précipitation. Apres
extraction, ils sont détectés par des réactions générales de précipitation fondées sur leur capacité
de se combiner avec des métaux. (Kansole, M. M. R., 2009).

Bien qu’il soit difficile de donner une bonne définition des alcaloides, en raison de
nombreux cas particuliers, on peut écrire que les alcaloides (littéralement « composés qui
ressemblent a un alcali ») sont des composés d’origine naturelle azotés basiques a fortes
activités biologiques, toxique pour la plupart, qui sont extraites en majorité des plantes a fleurs
(8,7% des phanérogames, dicotylédones), mais aussi :

v Des champignons (ex. : ergine de I’ergot du seigle) ;

v Des mousses (ex. : lycodine de Lycopodium complanatum) ;

v Des bactéries (ex. : pyocyanine de Pseudomonas aeruginosa) ;

v' Des animaux supérieurs (ex. : adrinaline, castoramine du musc).
Leurs noms triviaux dérivent, soit du nom du chimiste qui les isolés comme la pelletiérine (de
Pelletier), soit des plantes dont elles sont extraites comme la cocaine de la Coca, soit de
I’activité biologique qui les caractérise comme 1’émétine (un émétique, composeé qui provoque

le vomissement (Milcent, R., & Chau, F., 2012).
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Figure 06 : Structures de quelques alcaloides.

1.6. Les huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites secondaires
volatils, isolés par hydrodistillation ou par expression mécanique. Elles sont obtenues a partir
de feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs de brindilles, d’écorces, de bois, de racines, de
tiges ou de fruits, mais également a partir de gommes qui s’écoulent du tronc des arbres. Les
huiles essentielles sont obtenues par hydrodistillation, expression a froid, comme les agrumes.
De nouvelles techniques permettant d’augmenter le rendement de production, ont été
développées, comme I’extraction au moyen de dioxyde de carbone liquide a basse température
et sous haute pression ou I’extraction assistée par ultrasons ou micro-ondes (Toure, D., 2015).

La norme AFNOR NFT75-006 définit 1’huile essentielle (HE) comme «un produit
obtenu a partir d’une matiére premiére végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit
par hydrodistillation, soit a partir des fruits de citrus par des procédés mécaniques. Les HE sont
ensuite séparées de la phase aqueuse par des procédés physiques» (Mnayer, D., 2014).

Les huiles essentielles (HE) représentent une source intrinsequement de terpenes
naturels, utilisé des le début de la civilisation humaine sous forme de cultures aromatiques. Leur
premiere production documentée est localisée dans I'Egypte ancienne au 3éme millénaire avant
JC. (Evergetis, E., & Haroutounian, S. A., 2014).

1.6.1. Classification des huiles essentielles :

Les huiles essentielles font partie du monde des substances aromatiques, ce sont les
produits volatils extraits des plantes par distillation a la vapeur d'eau. Parfois ces produits
odorants peuvent étre extraits en utilisant d'autres procedés techniques comme I'extraction par

solvant organique, le pressage, I'enfleurage etc...
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L'état de nos connaissances actuelles permet de classer les constituants des huiles
essentielles en quatre groupes :
1) Les terpénes.
2) Les hydrocarbures linéaires.
3) Les dérivés du benzene.

4) Les divers composés contenant du soufre ou de I'azote (plus rares) (Jean, F. I. (1992).

I1. Activite biologiques des plantes :
I1.1. Méthodes d’évaluation de ’activité antioxydante :
11.1.1. Radicaux libres, stress oxydatif :

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont
utiles pour 1’organisme a dose raisonnable. Cette production physiologique est parfaitement
maitrisée par des systemes de défense. Il est maintenant admis que le phénoméne de stress
oxydant est impliqué dans I'étiologie de nombreuses maladies neurodégénératives (Alzheimer,
Parkinson, Huntington), de désordres pathologiques, mais également dans les phénomeénes de
vieillissement (Bouchouka, E., 2016).

Selon le reglement européen CE/1333/2008 : " Les antioxydants sont "des substances
qui prolongent la durée de conservation des denrées alimentaires en les protégeant des
altérations provoquées par I’oxydation, telles que le rancissement des matieres grasses et les
modifications de couleur".

L'organisme doit confronter et contrbler la présence des antioxydants et des pro-
oxydants continuellement, ces derniers sont utiles pour I'organisme a dose raisonnable. Le stress
oxydant est le terme se rapportant au déséquilibre entre la génération des oxydants et l'activité
des défenses anti-oxydantes, qui pourrait mener aux dommages oxydants. C’est une situation
ou la cellule ne contréle plus la présence excessive des espéces radicalaire toxiques (Trabsa,
H., 2015).

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination de l'activité antioxydant,
nommées d'apres le nom de la substance utilisée comme source de radicaux libres, par exemple:
FRAP (Ferric reducing antioxidant power), ORAC (oxygen radical absorbance capacity),
TEAC (Trolox équivalent antioxidant capacity) ou ABTS (2,2-azinobis 3-ethyl-
benzothyazoline 6-sulphonate) et DPPH™ (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl),...etc. Il est a
indiquer que différentes méthodes donnent des résultats assez différents et devraient étre
appliquees preférentiellement pour la comparaison de produits similaires (Silviya Georgieva,
L., & Angelov, G., 2010).

13

—
| —



11.1.2. Test de piégeage du radical libre DPPH :
Le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralement le substrat le plus utilisé
pour I’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme

radicale libre et la simplicité de I’analyse (Kholkhal, F. et al., 2013).

Le DPPH (figure 07) est un radical stable et il présente en solution une absorption
caractéristique a 517 nm qui lui conferent une coloration violette. Cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH est réduit par un capteur de radicaux libres. On peut résumer cette
réaction par I’équation suivante :

DPPH’ + (AH), » DPPH —H + (A"),
Ou (AH)n représente un composeé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH (violet) pour
le transformer en molécule DPPH-H (jaune) (Brand-Williams, W. et al., 1995).

NO2 NO2
J© we
02N4©§—~N'——N O,N N—N
@ NO2 @
NO2
DPPH (radical libre) DPPH (non radical)
Couleur violet Jaune

Figure 07 : Forme libre et réduite du DPPH (Brand-Williams, W. et al., 1995).

Le test au radical DPPH est généralement utilisé pour les composés, qui contiennent les
groupements donneurs d’hydrogene, comme R2-NH, R-OH et R-SH. Lorsque le DPPH’ réagit
avec un antioxydant, un atome d’hydrogeéne vient se fixer sur le radical, ce qui entraine une
perte de couleur. C’est ce qui permet le suivi de [D’efficacité d’un antioxydant par
spectrophotométrie (Guillouty, A., 2016).

11.1.3. Test de réduction de fer (FRAP) :

La méthode FRAP est un dosage colorimétrique du transfert d'électrons, basée sur la
capacité des produits testés a réduire le fer (le passage de la forme ferrique a ferreux). Elle
consiste a observer aprés quatre minutes le changement d'absorbance a 593 nm di a la réduction
du complexe Fe**- TPTZ (fer 2,4,6-tripyridyls-triazine) et I'apparition d'une couleur bleue
(Tolba, 1., 2016) (Figure 08).
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Figure 08 : Réaction de la méthode FRAP (Prior, R. L., Wu, X., & Schaich, K.,
2005).

La capacité de réduction mesurée ne reflete pas nécessairement l'activité antioxydante.
Au lieu de cela, il fournit une concentration «totale» trés bénéfique d'antioxydants, sans mesurer
ni mettre en commun la concentration de tous les antioxydants impliqués. La méthode a été
appliquée a l'origine au plasma mais a été étendue a d'autres fluides biologiques, aliments,

extraits de plantes, jus, etc... (Antolovich, M. et al., 2002).

I1.2. Méthodes d’évaluation de I’activité antimicrobienne :
11.2.1. Activité antimicrobienne des extraits des plantes :

De nombreux chercheurs ont étudié 1’activité antimicrobienne des extraits de plantes
médicinales, ils ont constaté que ces extraits sont actifs non seulement contre les bactéries mais
aussi contre les champignons, les levures et les virus. D’autres groupes de chercheurs ont
franchi une étape plus loin, ils ont isolé et identifié¢ les métabolites responsables de ’activité
antimicrobienne des extraits de plantes. Cette étape constitue une plateforme pour plusieurs
implications incluant I’industrie pharmaceutique, la médecine alternative et la thérapie naturelle
(Ghedadba, N., 2018).

Différentes approches de la découverte de médicaments utilisant des plantes peuvent
étre distinguées : sélection aléatoire suivie d'un criblage chimique ; sélection aléatoire suivie
d'un ou plusieurs tests biologiques ; rapports d'activité biologique et usage ethnomédical des
plantes. L'objectif est I'isolement ciblé de nouveaux phytocomposes bioactifs. Lorsqu'un extrait
actif a été identifié, la premiere tdche a entreprendre est l'identification des phytocomposés
bioactifs, et cela peut signifier soit une identification compléte d'un phytocomposé bioactif
apres purification, soit une identification partielle au niveau d'une famille de composés connus
(Ahmad, 1., Aqil, F., & Owais, M. (Eds.), 2006).
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11.2.2. La méthode de diffusion sur disque :

Un disque de papier filtre, une coupe poreuse ou un cylindre sans fond contenant des
quantités mesurées de médicament est placé sur un milieu solide qu’on a largement ensemencé
d’organismes de test. Aprés incubation, le diameétre de la zone d’inhibition claire entourant le
dépot de médicament sert a mesurer la puissance d’inhibition du médicament contre
I’organisme de test particulier. Evidemment cette méthode dépend de nombreux facteurs
chimiques et physiques qui s’ajoutent a la simple interaction du médicament et des organismes

(par exemple : nature du milieu) (Jawetz, E. et al., 1973).

11.2.3. Méthode de la croissance radiale sur milieu solide :

La fermentation solide (fermentation de substrats solides, fermentation humide, culture
solide, etc. et en anglais : solid-state fermentation ou SSF) est un procédé technologique qui
reproduit les conditions de vie naturelle des microorganismes, en particulier celles des
champignons filamenteux et des champignons supérieurs, en permettant leur développement

(adheésion) a la surface d’un support organique (Holker, U., & Lenz, J., 2005).

La fermentation en milieu solide est définie comme une fermentation impliquant des
particules solides humides en absence ou presque d’eau libre. La FMS est donc constituée de
trois phases : une matrice (phase solide), une phase liquide absorbée ou complexée dans la
matrice solide et une phase gazeuse prise au piége dans les particules ou entre celles-ci. Le
développement des champignons filamenteux en FMS se fait par extension et ramification des
filaments formant le mycélium (Prevot, V., 2013).
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CHAPITRE 02

Présentation des plantes étudiées




Ce chapitre a été dédié a la 1’étude bibliographique des deux plantes Thapsia garganica
L. et Prunus persica L., généralités sur la famille botanique ou elles appartiennent, la

description botanique, ainsi que 1’utilisation médicinale traditionnelle et thérapeutique.

I. Thapsia garganicalL. :

1.1. Généralités sur les apiacees :
Les Apiaceae anciennement appelées Ombelliferes, étaient déja connues des anciennes

civilisations chinoise et indienne du Mexique, ainsi que des Grecs et des Romains. Elles
semblent étre la premiére famille de plantes a fleurs reconnue en tant que telle par les botanistes
vers la fin du XVle siecle (Lamamra, M., 2018).

Il s’agit d’une famille trés homogéne, une des plus faciles a reconnaitre, grace a ses
inflorescences en ombelles généralement composeées, inversement les especes sont parfois
difficile a distinguer les unes des autres (Filliat, P., 2012).

La famille des Apiacées est connue pour inclure des especes de grande valeur
nutritionnelle et pharmacologique, telles que Daucus carota L. (carotte) et Thapsia garganica

L. (carotte mortelle).

1.2. Définition de genre Thapsia garganica :
Thapsia garganica est une plante médicinale antique qui contient des thapsigargins

comme constituants actifs. Thapsigargins sont fortement les lactones oxygénées de
sesquiterpene avec trois ou quatre groupes d'ester une stéréochimie spécifique, avec un anneau
cis-annulé de lactone et des activités biologiques uniques de possession. Les sesquiterpenes
representent plus de 1000 composes naturels, dont certains ont des activités biologiques tres
importantes comme la Thapsigargine (anticancéreux spécifique des tumeurs de la prostate).
Cependant, les activités biologiques n'ont pas été identifiées jusqu' a I'isolement du
thapsigargin | et du thapsigargicin 1l de T. garganica (Rasmussen, U., 1978 ; Broegger
Christensen et al., 1982), une herbe éternelle accroissante sur les champs pierreux et arénacés,
et le long des bords de la route dans le secteur méditerranéen. La résine des racines de T.
garganica a été connue puisque des temps antiques de causer une dermatite vigoureuse de
contact et a été passée dans la médecine folklorique jusque récemment, particuliérement par les

Arabes de I'Afrique nordique.
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Figure 09 : Structure de Thapsigargin (Jager, A. K. et al.,1993).

1.3. Description de la plante :
Le Thapsia est une plante vivace herbacée assez robuste de 40 a 100 cm de hauteur. Les

feuilles de base sont en rosette appliquée sur le sol : elles sont trés divisées en lobes assez étroits,
vert sombre dessus et cendrées dessous. Le reste de la plante est glabre, sans feuilles ni bractées
(les feuilles caulinaires sont reduites a une gaine jaunatre a sommet pointu), a tige finement
striée. Le fruit de grande taille 25mm sur 15mm est un akéne double dont les deux méricarpes
ont les cotes secondaires, latérales, fortement dilatées en ailes membraneuses. Toute la plante
renferme une résine rubéfiante, localisé dans les nombreux canaux. La fleuraison de cette plante
se fait en moi de mai (Rachid Meddour, 2012).

Figure 10 : Photographies de la partie aérienne et sous terrain de la plante Thapsia garganica
(photos réelles).

——t
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1.4. Classification systématique :
La systématique botanique permet de classer Thapsia garganica parmi les systemes du

regne végétal en se référant a la classification de (Gomez, F. L. M., 2007).
Le tableau 02 regroupe la classification systématique de la plante Thapsia garganica.
Tableau 03 : Classification du Thapsia garganica.

Rang Nom scientifique
Régne Plantae
Classe Magnoliopsida
Famille Apiaceae
Genre Thapsia
Espése Thapsia garganica
Sous-espese Thapsia garganica subsp. Garganica

1.5. Synonymes

» Thapsia decussata Lag.
Thapsia lineariloba Pomel.
Thapsia marocana Pomel.

Thapsia silphia ST-Lag

Y V V V

Thapsia stenocarpa Pomel.

1.6. Noms usuels
Thapsia garganica a plusieurs appellations vulgaires selon les différentes régions.

» Nom scientifique : Thapsia garganica L.

» Nom arabe: Deeriass, bou-Nefa.

» Nom francais : Turbith batard, thapsia vrai.
» Nom Anglais: Deadly carrot, smooth thapsia.

» Noms vernaculaires en arabe dialectal : Denas, drias, « derias. Au Maroc, la plante
s'appelle également aderyas, touffalte, rouaba, rapat chkaoui, abagur, abu ou seffarate
Imayz. La racine est appelée «bou nafa »soit "pére de la santé", ce qui selon Battandier
(1900) prouve l'estime que porte la population a cette plante (Battandier JA., 1900).

——t
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1.7. Ecologie, répartition :
Locale: Thapsia garganica L. pousse spontanément en Algeérie (Soubeiran E et Regwuld J.,
1988).
Régional: Dans la région de I'Achach, au Maroc dans la région de I'Achach, au Maroc, elle
apprécie les clairieres forestieres, les paturages sablonneux et rocailleux, les steppes, dans la
plaine et les basses montagnes (Bammi, J., & Douira, A., 2004).
Global: Espagne, dans les Tles Baléares, en Italie, en Sicile, en Sardaigne, dans plusieurs Tles
Grecques, et dans plusieurs iles de I’Archipel, a Constantinople et dans 1’Asie occidentale
(Soubeiran E et Regwuld J., 1988).

Thapsia garganica se pousse au Maroc, Algérie, Tunisie et en Lybie mais aussi en Turquie,
Espagne, Portugal, Italie et en Grece (Hand, R., 2011 ; Bammi, J., & Douira, A., 2004).

1.8. Utilisations populaires :

L’utilisation médicinale traditionnelle de Thapsia garganica se concentre sur L’écorce de
racine, par digestion dans l'alcool, fournit une résine utilisée surtout comme révulsive,
antirhumatismale et plus rarement comme purgatif drastique. La plante entiere est utilisée

comme cataplasme contre les fluxions, les abces, etc (Perrot, E., 1971).

v Usages alimentaires :

Rachid Meddour (2012) rapporte divers usages alimentaires en Kabylie : Ait Ouabane et
Ait Alloua, le couscous cuit a la vapeur du bulbe (mis a ébullition) est consommeé (le couscous
seul) pour ses vertus digestives et tonifiantes. A Ait Ouaghlis, les bulbes servent & préparer un
mets typique pour la célébration du ler jour du printemps berbére : le couscous au thapsia
("seksou udheryis™).

v Usages agricoles

Les Arabes employaient comme topique sur certaines affections articulaires des chevaux un
onguent composé de racine et de goudron (Soubeiran E. 1870).

Rachid Meddour (2012) ajoute d'autres emplois : En usage externe, le bulbe trempé dans
de I'huile d'olive sert a masser les mamelles des animaux pour son effet galactogene. Le Thapsia
a egalement la propriété de "gonfler" la peau, ainsi les vendeurs de bétail malhonnétes frottent
leurs bétes avant de les vendre au marche bien "grosses”! Les feuilles et les racines broyées et
jetées dans les eaux des oueds, servent a pécher facilement les poissons (“assommeés"), lesquels

sont consommeés sans risque aucun d'intoxication.
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Un usage agronomique notoire est celui de déposer des feuilles de Thapsia sur les arbres
fruitiers et les vignes au moment de la floraison, elles évitent ainsi I'avortement des fleurs et la
chute précoce des fruits. Comme le contact direct des feuilles vertes provoque une dermatite,
les paysans se protegent les mains avec de I'huile d'olive.

v Usages médicinaux :

En Algérie, traditionnellement, le bou- néfa, apres exsudation d'un suc visqueux obtenue
sur des charbons ardents, était frictionné sur la peau en guise de révulsif (Reboulleau SD.,
1856).

Rachid Meddour rapporte divers emplois médicinaux kabyles : « les feuilles fraiches,
chauffées et trempées dans de I'huile d'olive, étaient appliquées en cataplasme afin de calmer
les douleurs articulaires. Cet usage se retrouvait également a Majorque (Mareés, P., & Vigineix,
G., 1880). Par voie interne, la consommation de la viande cuite en friture, sur quelques tranches
de racines de Thapsia (préalablement bouillies dans I'eau), est fortement indiquée dans le
traitement des infections utérines chez les femmes ! A Ait Ouaghlis (Bejaia), les racines broyees
sont chauffées a petit feu pendant des heures dans de I'huile d'olive, le liquide qui en résulte est
utilisé pour traiter la stérilité féminine (Rachid Meddour).

Les racines de Thapsia garganica L. sont utilisées en médecine traditionnelle algérienne
pour de nombreuses affections. Il est utilisé en cataplasme comme traitement antitussif de la
bronchite aigué et de la pneumonie, dans des préparations a base de lait ou d'huile a prendre par
voie orale pour traiter les maladies pulmonaires courantes, et avec l'application directe de
sections de racines pour apaiser les douleurs dentaires (Ibrahim, A. M. M. et al., 2018).

Au Maroc, la réputation de I'efficacité de la plante dans le traitement de la stérilité
féminine est si grande qu'un proverbe marocain dit "li ma weldet T ala deryas, ghir taqgta liyas",
ce qui veut dire "celle qui n'a pas réussi a enfanter au moyen de Thapsia, doit perdre I'espoir
d'accoucher un jour" (Bellakhdar, J., 1997).

v' Utilisations pharmacologiques :

Ayant observé l'usage révulsif du bou-néfa, le Docteur Reboulleau SD. (1856) ait I'idée de
I'améliorer sous la forme d'un empléatre a base de résine, prescrit contre la bronchite aigué
(Bouchut, E., 1883). Le succes est tel que Battandier JA (1900) précise que la racine est
exportée en grande quantité et que la résine a été extraite quantitativement. Mais il explique
également que cette industrie a alors « a peu pres cesse». Six ans apres, Tribut confirme I'arrét

de la production industrielle de résine en Algérie.
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1.9. Cytotoxiciteé :

Liu, H. et al. (2006) ont mené une étude sur la cytotoxicité de la thapsigargine et des esters des
phénylpropanoides isolés a partir des fleurs de Thapsia garganica. Les tests ont été effectues
sur des lignées cellulaires cancéreuses de la leucémie, du carcinome et du sein. Les IC50 ont
révelé que la thapsigargine possede un potentiel cytotoxique plus élevé par rapport aux esters

phénylpropanoides.

1.10. Toxicité :

Le contact avec cette plante provoque des éruptions sur le corps, accompagnées de fievre
(Perrot, E., 1971). Différentes parties ont été utilisées pour I’étude de la toxicité de cette plante
chez les souris de laboratoire a savoir les feuilles, les fleurs et la racine. Une infusion a été
préparée, a partir de différentes parties de Thapsia garganica. Quelques heures aprés 1’ingestion
de celle-ci par les souris certains parametres sanguins ont été estimes, a savoir des enzymes
hépatiques telles que : les transaminases glutamique oxaloacétiques (TGO), la transaminase
glutamate pyruvate (TGP) ; la phosphatase alcaline, des paramétres sanguins telles que ’urée,
la créatine, la bilirubine totale, la bilirubine directe et indirecte. Les résultats montrent une
toxicité des différentes parties de la plante ce qui se traduit par : une TGP de 47.6Ul pour la
racine, 44 Ul pour les feuilles et 41.1 Ul pour les fleurs. Alors que la TGO a révélé les valeurs
de 113.8 Ul pour la racine, 133 Ul pour les feuilles et 118 pour les fleurs (Bedjou, F. E., &
Berri, Y., 2011).

La plante est également toxique pour les chameaux « car elle contient dans sa partie
aérienne un suc rouge et corrosif qui brile I'estomac de I'animal et le tue » (Cauvet in Le

Floc'h, 1983). Les éleveurs musélent pour cela leurs bétes quand la plante est en fleur.

1.11. Composition chimique :

» Composés terpéniques : lactones sesquiterpeniques( thapsigargines, thapsigargicines ....)
(Avato, P. et al., 2001).

» Les huiles essentielles : L’huile essentielle extraite des racines contient principalement de
I'élimicine (54 a 73 %) et de la latifolone (20-32%) (Avato, P. et al., 2001).

> Flavonoides : Les parties aériennes de Thapsia garganica L. sont riches en flavonoides
tels que les flavones et les flavonoles (Harborne, J. B., & Williams, C. A. (1972). ;
Stocker, P., etal., 2004 ; Djeridane, A., etal., 2006).

» Coumarines : Les racines de Thapsia garganica L. contient des composés appelés les

coumarines (Larsen, P. K., et al., 1970). lls se trouvent libres ou sous forme hétérosides
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dans beaucoup de famille dicotylédones, surtout chez les Apiacées. Ces molécules sont trés
complexes (Bruneton J., 1999 ; Ojala, T., et al., 2000).
> Les alcaloides : des alcaloides pipéridiniques (grande cigué) (Bruneton J., 2005).

Les analyses chimiques et pharmacologiques ont prouvé que les composés bioactives
principaux synthétises par l'usine sont les deux polyoxygéné des guaianolides appelés
thapsigargin et thapsigargicin. En particulier, elles ont été identifiées en tant que libérateurs
non-cytotoxiques puissants d'histamine, stimulants de différentes cellules du systeme
immunitaire (Christensen, S. B. et al., 1993), instigateurs de tumeur de non-TPA (Hakii, H.,
et al., 1986; Watanabe, M. et al., 1995) et inhibiteurs sélectifs de SERCA-ATPases chez les
cellules animales (Janczewski, A. M., & Lakatta, E. G., 1993; Inesi, G., & Sagara, Y., 1992).

Le genre Thapsia produit une variété de sesquiterpénoides, dont des lactones
sesquiterpéniques. Le sesquiterpéne le plus étudié du genre est le sesquiterpene lactone
thapsigargin, qui est le sesquiterpéne lactone prédominant dans Thapsia (Andersen, T. B., et
al., 2017).

La thapsiagargine est le principal constituant de la thapsia. Il est utilisé dans le traitement
du cancer principalement pour le cancer du sein, le cancer du c6lon et aussi le cancer du poumon
(Agarwal, N. et al., 2011).

Il. Prunus persica L. :
I1.1. Généralités sur les rosacées :

Les Rosacées représentent une grande famille cosmopolite de plantes a fleurs,
spécialement représentée dans les régions tempérées de ’hémisphére Nord. Elle comprend
aussi bien des plantes herbacées vivaces que des arbustes ou des arbres. Elle compte 100 a 115
genres et plus de 3000 espéces différentes (Heywood, V. H. et al., 1993 ; Spichiger, R. E et
al., 2002).

En dépit de la grande diversité de ses caracteres anatomiques et végétatifs, et de la
morphologie variable de ses fruits, les rosacées ont été depuis longtemps considérées comme
monophylétiques. La classification de cette famille selon les différentes approches
phylogénétiques ou morphologiques est bien établie, contrairement a sa division en quatre sous
familles bien plus controversé, et dont le critere traditionnel est le type de fruit :

e Amygdaloideae (famille du pécher),
e Maloideae (famille du pommier),
e Rosoideae (famille du rosier),

e Spiraeoideae (famille de la spiree).
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En effet, les sous-familles classiques ne sont pas confirmées par I’analyse moléculaire, les

Spiraeoideae n’étant pas monophylétiques (Judd, W. S. et al. 2002).

11.2. Historique et origine :

Le pécher (Prunus persica) est probablement, apres le pommier et les agrumes, la
troisieme espece fruitiere cultivée a travers le monde. Le nom d'espéce "persica” lui a été
initialement donné parce qu'on le croyait originaire de la Perse. Des recherches ont montré que
toutes les formes cultivées sont originaires de la Chine septentrionale (Faust, M., & Timon,
B., 1995). Ses fruits sont économiquement et nutritionnellement importantes et elles sont I’un
des fruits consommeés les plus populaires dans le monde (Zhao, X. et al., 2015). Les Grecs les
ont introduites en Europe et, comme pour beaucoup de fruits, les Romains contribuerent a les
dissemine (Scordino, M. et al., 2012). En Europe du Nord, le pécher était considéré comme un
fruit XVle siecle grace aux Espagnols qui I’implantent en Floride. (Lurie, S., & Crisosto, C.
H., 2005 ; Leterme, E., & Lespinasse, J. M., 2008 ; Lahbari, M., 2015).).

11.3. Noms usuels :
%+ Nom vernaculaire : khoukh. & sl
+« Noms communs : Pécher.
% Noms scientifiques : Prunus persica (L.) Batsch. Ou Persica vulgaris.
% Nom binominal : Prunus persica (L.) Batsch.

11.4. Classification systématique :
Le tableau suivant représente la classification systématique de la plante Prunus persica.

Tableau 04 : Classification phylogénétique du Prunus persica L. (Leterme, E., & Lespinasse,
J. M., 2008).

Rang Nom scientifique
Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-Classe Rosidae
Ordre Rosales
Famille Rosaceae
Sous —Famille Amygdaloideae
Genre Prunus
Espéce Prunus persica

——t
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11.5. Description de la plante Prunus persica :

Le pécher est un arbre fruitier rustique cultivé depuis 1’antiquité. En régle genérale, il
est auto fertile, mais il peut aussi se multiplier par greffe. Sa hauteur est variée entre 2 et 10 m
selon les variétés, son écorce est lisse au toucher. Pouvant atteindre les 15 cm les feuilles de
cette arbre son caduques. Elles laissent échapper une odeur légérement semblable a celle d’une
amande. Apparaissant vers le début du printemps ou au plus tard en été pour certains variétés,
les fleurs du pécheront une couleur rose. Celle-ci comptent 5 pétales, un style de 25 étamines
tout au plus .elles sont hermaphrodites (Danie Poiret, 2011).
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Figure 11 : Photographie de I’arbre Prunus persica (Photo réelle).
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11.6. Répartition géographique :

Prunus persica L. (Peach) nommé Amygdalus persica est un arbre de la sous-famille
Prunoideae de la famille des rosacées couramment cultivée en Asie de I'Ouest, I'Europe,
I'Himalaya et I'Inde jusqu'a une altitude de 1000 pieds Il y a environ 100 genres et 3000 espéces
de la famille des Rosacées (Judd WS et al., 1999).

11.7. Ecologie :
Le pécher est une espece a autogamie preférentielle, avec 5 % de fécondations allogames

observées en conditions naturelles. Les autofécondations se réalisent facilement (Dor¢, C., &
Varoquaux, F., 2006).

11.8. Parties utilisées :

En médecine traditionnelle, les feuilles sont les plus utilisees (Sasikumar, J. M. et al., 2012).
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11.9. Composition et valeur nutritionnelle :

L’apport alimentaire de la péche fraiche est li¢ a la présence de minéraux, de fibres
alimentaires, d’eau et a son faible apport en lipides, calories et a I’absence de cholestérol (Dalla
Valle et al., 2007 ; Kahlon, T. S., & Smith, G. E., 2007).

Pour 100 g de péche fraiche, la composition est la suivante (Bassi, D., & Monet, R., 2008) :
= Eau:87,50%
= Protéines: 0,76 %
= Lipides: 0,11 %
= Glucides : 8,89 %
= Fibres alimentaires : 1,92 %
= Acides organiques : 0,57 %
=  Minéraux : 0,45 %
= Valeur énergétique : 41,30 Kcal
Les péches fraiches sont une bonne source de vitamine A et de vitamine B3, de potassium,
de phosphore, de magnésium, et une tres bonne source de vitamine C. C’est surtout dans la peau
que se concentrent les vitamines, les fibres alimentaires et les antioxydants, pour en tirer tous

les bénéfices, vaut mieux ne pas peler les péches (Gasparotto, J. et al., 2014).

11.10. Composition chimiques :
La péche est un aliment riche en fibres alimentaires (Gorinstein, S. et al., 2002).
+«+ Les antioxydants de la péche :

v Vitamine E ou I’a-tocophérol (Favier, A., 2003 ; Pastre, J., 2005).

v Vitamine C ou ’acide ascorbique (Pastre, J., 2005 ; Valko, M. et al., 2006 ; Haleng,
J., etal., 2007 ; Hyardin, A., 2008).

v’ Caroténoides : Le p-caroténe (provitamine A) (Hyardin, A., 2008), la -cryptoxanthine.
Les autres caroténes présents dans les variétés de Prunus persica sont le lycopéne, le -
caroténe, le (-caroténe, le phytoéne et le phytofluéne. Des xanthophylles
supplémentaires sont la zéaxanthine et la lutéine qui sont présentes sous forme de
xanthophylles libres ou d'esters d'acides gras (Baldermann, S., 2008).

%+ Composés phénoliques de la péche :

v Acides phénoliques : Acide férulique, Acide p-Coumarique , Acide caféique , Acide

neochlorogenique , Acide chlorogenique (Chang, S. et al., 2000 ; Gorinstein, S. et al.,

2002).

——t
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v Flavonoides : Les flavonols identifiés dans les péches sont : la quercetine-3-rutinoside
(qu-3-rut), la quercetine-3-glucoside (qu-3-GLC), la rutine et I’isoquercetine, retrouvés
principalement dans la peau (Chang, S. et al., 2000 ; Toméas-Barberén, F. A. et al.,
2001).

v' Tannins : Une étude sur les péches a montré que le catéchine, I’epicatéchine, et le
procyanidine B1 sont les principaux flavan-3-ols de la péche (Tomas-Barberan, F. A.
etal., 2001).

v' Utilisations médicinales traditionnelles :

v' Les maladies diverticulaires et coronariennes. Les fibres alimentaires présentent
difféerents effets physiologiques, la régulation du transit intestinal en empéchant ou en
soulageant la constipation (Tomés-Barberan, F. A. et al., 2001). Elle diminue le risque
de maladies cardio-vasculaires et de cancers. La péche participe au bon fonctionnement
intestinal (Dalla Valle, A. Z. et al., 2007 ; Kahlon, T. S., & Smith, G. E., 2007).

11.11. Utilisations thérapeutiques :

>

Une étude in vivo et in vitro a montré que les acides phénoliques, les procyanidines et les
caroténoides de la péche ont un potentiel dans la chimio-prévention et la chimiothérapie du
cancer du sein chez la femme (Noratto, G. et al., 2009).

Des études épidémiologiques ont montré que la consommation réguliére des fruits diminuait
le risque d’apparition de maladies dégénératives chroniques tels que le cancer, les maladies
cardiovasculaires, I'athérosclérose et I'ostéoporose (Gil, M. 1. et al., 2002 ; Dalla Valle, A.
Z.etal., 2007).

Les feuilles de P. persica sont anthelminthiques, insecticides, astringents, diurétiques,
expectorants, fébrifuges, laxatif, et Iégerement sédatif. Ils sont utilisés en médecine interne
dans le traitement de la gastrite, la coqueluche, la toux et la bronchite. En outre, la plante
présente des propriétés antimicrobiennes, des effets antioxydants, anti-tumoraux et
antisyndrome d'Oketsu (Sasikumar, J. M. et al., 2012).

11.12. Toxicologie :

Prunus persica est classé comme plante non toxique, mais pouvant devenir toxique sous

certaines conditions d'utilisation (Zeggwagh, A. A. et al., 2013).
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CHAPITRE 03

Matériel et Méthodes




I. Matériel végétal, criblage phytochimique, extraction :
1.1. Critéres de choix des plantes étudiées :

Pour mener a la recherche des composés bioactifs, la sélection initiale des plantes a
récolter est une étape cruciale qui peut s’appuyer sur différentes approches. Celles-ci reposent
littérature, la chimiotaxonomie ou

le plus souvent sur le criblage aléatoire, la

I’ethnopharmacologie...

1.2. Echantillonnage :

1.2.1. Récolte de deux plantes :

1. Thapsia garganica est une plante poussant spontanément en Algérie. La récolte de cette
plante a été réalisée au niveau de la région d’Ain El Hadjer (Wilaya de Saida) au moment
de floraison (Mois de novembre).

2. La récolte des feuilles du pécher (Prunus persica L) a été faite au mois de juin en phase de
maturation au niveau de la région de Moughrar (Wilaya de Naama).

Les deux especes ont été identifiées par 1’Agence Nationale de la Conservation de la Nature

(ANN) unité de Béchar.

Tableau 05 : Paramétres géographiques et bioclimatiques des stations d’étude.

Plantes | Stations | Période de | Parties | Longitude Latitude | Altitu Etage
récolte | étudiées de bioclimatique
(m)
Prunus | Moghrar | Mai - Juin | Feuilles | 32°31°4"N | 0°34°49" O | 924 | Désertique sec
persica (W. et froid
Naama)
Thapsia Ain Novembre- | Feuilles | 34°45°31" N | 0°8’44"E | 1014 | Semi-aride sec
garganica | Lahdjer Janvier Racines et froid
(W.
Saida)

a matiere végétale a été séchée a température ambiante et a 1’abri de la lumiére puis
L t tal 1 h t t biante et a ’abri de la 1

broyée, elle est ensuite conservée dans des récipients hermétiquement fermé en verre jusqu’a

son utilisation.

—
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Il. Criblage phytochimique :

Les tests suivants ont pour but de révéler la présence ou 1’absence des composés du
métabolisme secondaire dans les deux plantes, ces tests sont qualitatifs réalisés selon le
protocole mis au point par Nemlin, J., & Brunel, J. F. (1995), sur les feuilles et les racines de
T. garganica ainsi que les feuilles de P. persica, on utilisant 3 extraits : extrait éthereé,
méthanolique, et aqueux.

11.1. Préparation des extraits :
1. Extraits éthéré :

Dissoudre 20 g de poudre obtenue dans 60 ml d’éther diéthylique. L’ensemble a été
homogéneéisé par agitation électrique pendant 15 min. La mixture a été ensuite filtrée sur un
papier filtre. Le filtrat obtenu a été nommé filtrat éthéré 1. Sur les résidus, nous avons ajouté
60 ml d’éther diéthylique ; aprés 15 min d’agitation puis filtration, nous avons obtenu le filtrat
éthéré¢ 2. La méme opération a permis d’obtenir le filtrat éthéré 3. Ces 3 filtrats ont été
regroupés puis concentrés a 25 ml par évaporateur rotatif. Cette série d’opérations conduit a

une solution concentrée que nous avons appelée extrait éthérique.

2. Extrait méthanolique :

Le marc résiduel de 1’éther diéthylique, a été séché a 1’air libre sur un papier filtre. La
poudre obtenue a été récupérée dans 60 ml de méthanol. Aprés 15 min d’agitation le filtrat
méthanolique 1 obtenu. La méme opération a conduit au filtrat méthanolique 2. Les deux

filtrats méthanoliques sont ensuite concentrés a 50 ml, pour donner 1’extrait méthanolique.

3. Extrait aqueux :
Pour préparer I’extrait aqueux nous avons infusé 5 g de poudre séche de notre matériel
végétal broyé dans 50 ml d’eau distillée, pendant 15 min. ’infusé a été filtré pour produire

I’extrait aqueux.
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11.2. Tests phytochimiques sur I’extrait éthéré :
11.2.1. Test des alcaloides :

Ces tests sont fondés sur la capacité qu’ont les alcaloides a se combiner avec les
métaux lourds ou avec I’iode (Randerath, 1971).

Evaporer10 ml de ’extrait éthéré et dissout le résidu obtenu dans 1,5 ml de HCI 2%.
Ensuite on a ajouté a la solution aqueuse alcaline 1 a 3 gouttes du réactif de Mayer. La

formation d’un précipité blanc jaunatre indique la présence des alcaloides bases.

11.2.2. Test des emodols :
Evaporer 3 ml de I’extrait éthéré. Puis nous avons ajouté 1 ml d’NH4OH. L’apparition

d’une teinte vive varie de 1’orangé rouge au violet pourpre indique la présence des emodols.

11.2.3. Test des coumarines :

Evaporer 3 ml de I’extrait étheré. Le résidu est traité avec 1 ml d’eau chaud. Diviser le
volume en deux, 0.5ml est trait¢ avec NH4sOH 10 % et 1’autre sert comme témoin.
L’apparition d’une fluorescence intense UV (A=265nm ou 365nm) indique la présence des

coumarines.

11.2.4. Test des stérols ou triterpénes :

Evaporer 5 ml de ’extrait éthéré. Le résidu est dissout dans 1 ml d’anhydride acétique
puis 1 ml de chloroforme. Le mélange est partagé entre deux tubes a essai. L’un servant de
témoin, et dans le font du second et a 1’aide d’une pipette, 1 a 2 ml H.SO4 concentré sont
rajoutés. A la zone de contact des deux liquides, il y a formation d’un anneau rouge brunatre
ou violet, la couche surnageante devenant verte ou violette révéle la présence de stérols ou

triterpenes.

11.2.5. Test des terpénoides :

Mélanger 5 ml de I’extrait éthéré avec 2 ml de chloroforme et 3 ml de I’acide
sulfurique concentré. L’apparition d’une coloration rouge—marronne a la couche d’interface

indique la présence des triterpénes hétérosidique.

11.2.6. Test des quinones libres :
A 10 ml de I’extrait étudié on ajoute quelques gouttes de NaOH 0.1N. La présence des

quinones libres est confirmée si la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violet.
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11.2.7. Test des acides gras :

Evaporer 15 ml de la solution éthérée, le résidu ainsi obtenu est dissout dans 1’éthanol.
La solution éthanolique obtenue est ensuite concentrée a sec. Le résidu est saponifie en
ajoutant 10 ml de KOH 2N. Extraire le mélange avec de I’éther diéthylique. Apres

¢vaporation a sec, I’obtention d’un résidu gras indique la présence des acides gras.

11.3. Tests phytochimiques sur I’extrait méthanolique :
Cet extrait est utilisé pour tester la présence de : alcaloides, tanins, flavonoides, et

d’autre composés.
11.3.1. Test des alcaloides sels :

Evaporer 20 ml de 1’extrait méthanolique a sec, puis ajouter 5 ml d’HCI 10 % au résidu
et chauffer le mélange dans un bain marie pendant 15 min. Filtrer le mélange et I’alcaliniser
avec quelques gouttes d’une solution de NH4OH 10 % jusqu'a pH 9. Extraire la solution avec
I’éther d’éthylique ensuite concentrer a sec. Dissoudre le résidu dans du HCI 2 %. Le volume
est réparti dans trois tubes a essai dont un servant comme témoin. Caractériser les alcaloides
avec les réactifs de Mayer et Wagner. Dans le cas du réactif de Mayer on obtient une turbidité
ou précipité blanc-jaunatres et pour celui de Wagner turbidité ou précipité brun.

11.3.2. Test des tanins :

A 1 ml de la solution a tester ajouter 2 ml d’eau et 2 a 3 gouttes de solution de FeCls a
2%. Laisser reposer quelques minutes. Un test positif est révélé par 1’apparition d’une
coloration bleu foncé (présence des tannins galliques) ou une coloration verte (présence des

tannins cathéchiques).

11.3.3. Test des composés réducteurs :
A 1 ml de la solution aqueuse, nous avons ajouté 2 ml d’eau et 20 gouttes de liqueur
de Fehling. Ensuite on a chauffé la solution. L’apparition d’un précipité rouge brique indique

la présence des hydrates de carbones

1.3.4. Test des flavonoides :

Les flavonoides sont extractibles par 1’alcool ou par 1’eau chaude ; ils sont peu
solubles dans I’eau froide, pour notre part, nous avons utilis¢ le méthanol.

Traiter 5 ml de I’extrait méthanolique avec quelques gouttes d’HCI concentré et 0,5 g
de tournures de magnésium et on a laissé agir quelques minutes. La présence des flavonoides

est mise en évidence si une couleur rose ou rouge ou violet se développe aprés 3 mn.
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11.3.5. Test des hétérosides steroliques et triterpéniques :
Evaporer 10 ml de I’extrait méthanolique. Traiter le résidu obtenu avec 0.5 ml de
chloroforme et 0.5 ml d’anhydride acétique. Le mélange est partagé dans deux tubes a essai.
L’un servant de témoin, et dans le fond du second et a I’aide d’une pipette, 1 a 2 ml de
H>SO4 concentré sont rajoutés. A la zone de contact des deux des deux liquides, il y a
formation d’un anneau rouge brunatre ou violet, la couche surnageant devenant verte

(présence des hétérosides stéroliques) ou violette (présence des hétérosides triterpéniques).

11.3.6. Test des anthracénosides :

25 ml de I’extrait méthanolique, ajouter 15 ml d’HCl 10 %, on a ensuite porté
I’ensemble reflux pendant 30 min. Apres refroidissement de la solution on a extrait le décocté
avec 15 ml d’éther diéthylique trois fois afin d’obtenir deux phases, aqueuse et éthérique.

Le test de la présence des Anthracénosides est basé sur la réaction de Borntrager; on a
¢vaporé 8 ml de la phase éthérique et récupéré le résidu avec 2 ml d’eau chaude, puis ajouté
quelques gouttes d’NH4OH a 10 %. Un test positif est révélé par I’apparition dune coloration

rouge orangé.

11.3.7. Test des anthocyanosides :
Doser la phase aqueuse obtenue auparavant, avec du NaOH, s’il y a un virage de
couleur pH différent, ceci indique la présence des anthocyanosides. L’apparition d’une

couleur rouge pH< 3 et bleue entre 4 et 6, caractérise les anthocyanosides.

11.4. Tests phytochimique sur I’extrait aqueux :
11.4.1. Test des saponosides :

Dans une fiole & jaugée a 250 ml, on a mis 2 g de notre plante et 100 ml d’eau
distillée, on a porté le melange a ébullition modérée pendant 30 min. Apres filtration et
refroidissement, on a ajusté le volume de filtrat a 100 ml avec de I’eau distillée.

A partir de cette solution mere, on a préparé 10 tubes (1,3 cm de diamétre interne)
avec 1, 2, 3,..., 10 ml, le volume final étant réajusté a 10 ml avec de I’eau distillée. Chacun de
ces tubes est agité avec énergie en position horizontale pendant 15 secondes. Apres un repos
de 15 min en position verticale, la formation d'une mousse persistante confirme la présence
des saponosides. La teneur en saponosides est évaluée : (Pas de mousse = test négatif, mousse
moins de 1cm = test faiblement positif, mousse de 1-2 cm = test positif, mousse plus de 2 cm=

test trés positif).
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11.4.2. Test d’amidon :
Dans un tube a essai on met 5 ml de I’extrait aqueux, puis on 1’a traité avec le réactif

d’Amidon. L’ apparition d’une coloration bleue violacée indique la présence d’amidon.

11.4.3. Test des anthraquinones :
a. Anthraquinones libres

A 1 g de poudre, nous avons ajouté 10 ml de chloroforme et chauffé pendant 3 min au
bain marie. Nous avons ensuite filtré a chaud et complété a 10 ml. A 1 ml de I’extrait
chloroformique obtenu, nous avons ajouté 1 ml de NHsOH (ou KOH 10 %) dilué et agité. La

coloration plus ou moins rouge indique la présence d’anthraquinones libres.

b. Test des anthraquinones combinées :
b.1 Test des O-hétérosides :

A partir du résidu de la poudre épuisée par le chloroforme, nous avons préparé un
hydrolysat auquel il a été ajouté 10 ml d’eau distillée et 1 ml d’HCI concentré puis maintenu
le tube a essai au bain marie bouillant pendant 15 min.

5 ml de I’hydrolysat sont agités avec 5 ml de chloroforme. A la phase organique, nous
avons ajouté 1 ml de NH4OH dilué. La présence d’anthraquinones est révélée par la coloration

rouge plus ou moins foncée.

b.2 Test des C-hétérosides :
Ajouter 1 ml de FeCls (10%) a la phase chloroformique obtenue précédemment avec
les O-hétérosides. Apreés ébullition au bain —marie pendant 30 min, ajouter 1 ml de NH4sOH

dilué. Une coloration rouge plus ou moins intense indique la présence des C-hétérosides.

I11. Préparation des extraits sélectifs :

Apreés la mise en évidence des différentes familles de composés chimiques dans les
deux plantes étudiées, nous avons sélectionnés cing types de métabolites secondaires pour les
extraite, tel que : les flavonoides, les tannins, les saponosides, les alcaloides et les huiles
essentielles, plus I’extrait méthanolique brute. Ce choix est justifié par leurs propriétés

thérapeutiques notamment les pouvoirs antioxydant et antimicrobien de ces composeés.

Les extraits sélectionnés ont eté choisis selon leur apparence et leur présence dans les
parties étudiées des deux plantes dans les résultats du criblage. Ces extraits sont mentionnés

dans le tableau suivant :
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Tableau 06 : Différents extraits prépares.

artie de la plante Thapsia garganica Prunus persica
Extrait Feuilles Racines Feuilles
Extrait méthanolique brute * * *
Flavonoides * / *
Tannins * * *
Saponosides * * *
Alcaloides / * /
Huiles essentielles * / /

(*) : Préparé, (/) : Non préparé.

I11.1. Préparation des extraits bruts méthanoliques:

Dans un ballon, mettre 20g de drogue végétale et 60ml de méthanol 96°, puis laisser le
mélange macérer pendant 30 min. Le marc subit par la suite une deuxiéme maceération. Apres
combinaison des deux macéras, le volume est réduit & 70 ml a I’aide d’un évaporateur rotatif
(Benhammou, N. et al., 2013).

111.2. Dégraissage du materiel végétal :

Dans un appareil de soxhlet, une quantité de 40 g de la masse végétale a 200 ml
d’hexane a été porté a reflux pendant six heures (le temps que le solvant absorbe toutes les
graisses contenues dans la matiére végétale). Une fois 1’opération est terming, le marc a été
récupéré et séché a température ambiante. Cette opération a été répétée plusieurs fois afin de
rassembler une quantité suffisante de matiere dégraissée sur laquelle les extractions sélectives

seront effectuées.

111.3. Extraction des flavonoides :

Les flavonoides sont extraits du matériel végétal, feuilles séchées et broyées par
macération dans un mélange éthanol-eau (50/50 : v/v). Cette opération et renouvelée trois fois
toutes les 24 heures. Aprés évaporation a sec des macérats hydro alcooliques sous pression
réduite (Rotavapeur), le résidu sec est repris dans de 1’eau distillée bouillante qui solubilise
quantitativement les flavonoides. Une décantation a froid (12 heures) est réalisée, le contenu
flavonique global est fractionné en phases par divers solvants organiques spécifiques : Phase
¢ther diéthylique, phase acétate d’éthyle, phase n- butanol.

Apres évaporation a sec des phases éther, acétate et n-butanol les extraits collectés
sont repris dans le méthanol (Bekkara F. et al., 1998).
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111.4. Extraction des tanins :

Dans un erlenmeyer de 1L, sont introduits 100 g de matériel végétale broyée et
dégraissée, 250ml d'eau distillée et 160 ml d'acétone. Le mélange est porté a macération
pendant 4 jours a la température ambiante avec une agitation manuelle d’un temps a d’autre.
Apres filtration, 1’acétone est évaporée a 1’aide d’un évaporateur rotatif. La phase aqueuse a
été extraite avec le dichlorométhane (2 x 50ml) pour épuiser les traces des pigments,
chlorophylle et des substances lipophiles. Ensuite, la phase aqueuse subit une extraction (4 x
50ml) avec l'acétate d'éthyle. La phase organique est séchée sur Na,SOa, puis filtrée et

concentrée a sec pour donner 1’extrait des tanins (Zhang S. et al., 2008).

111.5. Extraction des saponosides :

Dans un ballon de 500 ml, sont introduits 20 g de matériel végétal broyé et dégraissé
et 200 ml de I'éthanol a 20%. Le mélange est porté a reflux dans un bain marie a 55°C sous
agitation pendant 4h. Cette opération a été répétée une deuxiéme fois pour le résidu obtenu
apres filtration. Les filtrats collectés ont été concentrés jusqu'au volume égal a 40 ml. Une
série d'extraction liquide - liquide a ensuite été réalisée. La premiere s'effectué avec 20 ml
d'éther di-éthylique.

Apres évaporation de la phase éthérique, une deuxieme extraction liquide-liquide par
le n-butanol a été entamée : 40 ml de n-butanol ont été ajoutés a la phase aqueuse obtenue
apres l'extraction par I'éther. Cette extraction a été répétée trois fois, ensuit la phase n-butanol
a été lavée deux fois par 20 ml de solution de NaCl a 5% et concentrée jusqu'a I'obtention d'un

résidu sec dont le poids exprime le rendement en saponosides (Okwu, D. E, 2005).

111.6. Extraction des alcaloides :

Ils ont été obtenus par triple extraction liquide — liquide selon la méthode de
Harborne, A. J. (1998), la poudre a été extraite au soxhlet par 250 ml d’éthanol absolu
durant cinq heures. L’extrait éthanolique a été ensuite évaporé a sec sous vide a 40 °C par un
rotavapor. Le résidu sec a été repris par 150 ml de chloroforme et acidifié par ’'HCl a 5 % au
pH 3. La solution obtenue a été laissé reposer pendant 30 minutes a la température ambiante.
La phase aqueuse acide a été extraite par 150 ml de chloroforme, basifiée par le NaHCO3 a
5% au pH9 et laissée reposer pendant 15 minutes a la température ambiante. La phase
chloroformique est évaporée a sec sous vide. Le résidu sec, constitué¢ d’alcaloides totaux, a été

pesé puis repris dans 1’éthanol a 1 %.
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111.7. Extraction des huiles essentielles :

L'extraction de I'huile essentielle a été réalisée par la technique d'hydrodistillation
simple. Le principe de cette technique consiste a faire bouillir un mélange de 100g de la
plante avec I'eau distillée (2 L). La vapeur d'eau provoque I'éclatement des cellules végétales
ainsi que la libération de leur contenu en huiles essentielles. Enrichie en huiles essentielles,
cette vapeur traverse un réfrigérant ou elle se condense puis le distillat (eau + huile
essentielle) est récupéré dans un erlen.

Aprés I'extraction, le distillant récupéré est mis dans une ampoule a décanter dans
laguelle on rajoute du dichlorométhane dans le but d'extraire I'huile essentielle de I'eau avec
I'ajout d'une cuiére de NaCl (Lim, S. F etal., 2017).

Par la suite, la phase organique a été soumis a une évaporation légere a temperature
40°C, afin d’¢liminer le dichlorométhane. L'huile essentielle est en suite prélevée a l'aide

d'une pipette puis mis dans des tubes couverts par du papier aluminium et conservée a 4°C.

1. Calcul des rendements :

Les rendements des extraits obtenus ont été calculés selon la formule suivante :

P, — P
Rd(%)z(lp—Z)xmo
3

Avec :

Rd (%) : Rendement de matiére exprimé en pourcentage.

P1 : Poids du ballon apres évaporation.

P2 : Poids du ballon avant évaporation (ballon vide).

Ps : Poids de la poudre végétale de départ.

V. Analyses des propriétés physico-chimiques des huiles étudiées :
V.1. Indices chimiques :

V.1.1. Indice d’acide :

C’est le nombre de mg de KOH nécessaire a la neutralisation des acides libres
contenus dans lg d’HE. Les acides libres sont neutralisés par une solution éthanolique
titrée de KOH (AFNOR, 2000) cité par (Nadjib, B. M., et al., 2010).

Expérimentalement, on dissout la quantité prescrite de I'huile essentielle a examiner
(m), dans 50 ml d’un mélange a volumes égaux d’alcool et d’éther. Sauf indication contraire,
le solvant doit étre neutralisé au préalable par I’hydroxyde de potassium 0,1 M en présence de

0,5 ml d’une solution de phénolphtaléine. Apres dissolution, on titre par I’hydroxyde de
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potassium 0,1 M. Le titrage est terminé lorsque la couleur rose persiste pendant 15 secondes

au moins.
L= 5610 x V

a m

la : Indice d’acide.
m: La prise d'essai en g.
V: volume d’hydroxyde de potassium 0,1 M en ml.

V.1.2. Indice de saponification:

L’indice de saponification Is est le nombre de mg de potasse nécessaire pour neutraliser
les acides libres et saponifier les esters présents dans lg d’huile essentielle, d’apres les
réactions :

RCOOH + KOH — RCOOK + H0 (réaction a froid)

RCOOR' + KOH — RCOOK + R'OH (réaction a chaud) (Kaloustian, J., et Hadji-
Minaglou, F., 2012)
Expérimentalement, on procéde ainsi:

Dans un ballon de 250 ml de verre munie d’un réfrigérant a reflux, introduisez la prise
d’essai (m). Ajoutez 25 ml d’hydroxyde de potassium alcoolique 0,5 M. Adapter le réfrigérant
et chauffer a reflux pendant 30 min, sauf indication contraire. Ajouter 1 ml de solution de
phénolphtaléine et titrer immédiatement (alors que la solution est encore chaude) par I’acide
chlorhydrique 0,5 M (Effectuez un essai a blanc dans les mémes conditions). AFNOR (2000).
L= 28,05 (V, —V;)

S

m

Is : Indice de saponification.
V1 : Volume HCI d’essai a blanc 0,5 M en ml.
V2 : Volume d’acide chlorhydrique 0,5 M en ml.

m : Masse, en grammes , d’huile essentielle.

——t
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V.1.3. Indice d’ester:

C’est le nombre de mg de KOH nécessaire a la neutralisation des acides libérés
par I’hydrolyse des esters contenus dans 1g d’HE. L’hydrolyse des esters présents dans
I’HE se fait par chauffage, dans des conditions définies, en présence d’une solution EtOH

titrée de KOH (Nadjib, B. M. et al, 2010).

[e=1—1,

le : Indice d’ester.

V.1.4. Indice de peroxyde : (AFNOR, 1996).

Définition: on entend par indice de peroxyde d’un corps gras le nombre de
microgrammes actif du peroxyde contenu dans un gramme de produit et oxydant 1’iodure de
potassium avec libération d’iode.

Principe: traitement du corps gras, en solution dans ’acide acétique et du chloroforme,
par une solution d’iodure de potassium. Titrage de I’iode libéré par une solution titrée de
thiosulfate de sodium.

Mode opératoire :

- Dans un flacon ou erlenmeyer on pése 1g d’huile essentielle, ajouter 10 ml de chloroforme
puis dissoudre rapidement 1’huile essentielle en agitant ;

- Ajouter 15 ml d’acide acétique, puis 1 ml de solution d’iodure de potassium;

- Boucher le flacon, 1’agiter pendant une minute et 1’abandonner pendant cinq minutes a 1’abri
de la lumiére ;

- Puis ajouter 75 ml d’eau distillée. Titrer, en agitant vigoureusement et en présence d’empois
d’amidon comme indicateur, on titre l'iode libéré par les peroxydes avec la solution de
thiosulfate de sodium (0.01 N);

- Parallelement et simultanément effectuer un essai a blanc sans 1’ajout de 1’huile essentielle.
Mode de calcul et formule :

L’indice de peroxyde, exprimé en microgrammes d’oxygene actif par gramme, est égal a :

V—Vo) X T
I, = I%l x 1000
m

V: est le volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisée pour 1’essai, corrigé compte
tenu de 1’essai a blanc, exprimé en ml.

Vo est le volume de la solution de thiosulfate de sodium.

T : est la normalité de thiosulfate de sodium.

m: est la masse, en gramme, d’huile essentielle.
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V.2. Indices physiques : (AFNOR, 1996)
V.2.1. Pouvoir rotatoire:

Définition: C’est la propiété de certaines substances de faire tourner le plan de la
polarisation de la lumiére.

Principe: On a utilisé un polarimetre avec une lamp a sodium (raie jaune de longueur
d’onde 589 nm) et une cellule de longueur 1 dm, remplie d’huile essentielle dans 1’éthanol a
raison de 0.2g dans 100 ml. L’angle de rotation est Iu directement sur 1’appareil (AFNOR,
1996).

Experssion des résultats :

La valeure de [a]Z° est calculée & 1’aide de la relation de Boit avec :

20 _ «

[al5” = /L x ¢
o : valeur lue sur I’appareil en milli degré.
L : épaisseur du film en dm.

C : concentration de I’huile essentielle exprimée en g/ml.

V.2.2. Densité relative a 20 °C:

Définition: La densité relative a 20 °C d’une huile essentielle est le rapport de la masse
d’un certain volume d’huile, a la masse d’un volume égal d’eau distillée.

Principe: a I’aide d'un pycnométre, pesé successivement de volumes égaux d'huile
essentielle et d'eau a la température de 20 °C (AFNOR, 1996).

La densité est ainsi donnée par la formule:
mp; — My
D= ——
m; — My
mo: est la masse, en grammes, du pycnomeétre vide
mz: est la masse, en grammes, du pycnomeétre rempli d’eau

m2: est la masse, en grammes, du pycnometre rempli d’huile essentielle.

V.2.3. Indice de refraction:

Définition: I’indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de
I'angle d’incidence et le sinus de 1'angle de réfraction d'un rayon lumineux de longueur d’onde
déterminée, passant de l'air dans I'huile essentielle maintenue a une température constante.

- Utiliser un réfractométre permettant la lecture directe d’indices de réfraction situés entre
1.300 et 1.700, I’appareil est ajusté de maniere a donner, a la température de 20 °C, une valeur

de 1.333 pour I’eau distillée (AFNOR, 1996).
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V1. Analyses spectroscopiques et chromatographiques :
VI1.1. Analyses par Chromatographie sur couche mince :

Afin d'avoir une idée sur la composition chimique de nos extraits, nous avons effectué
un criblage phytochimique par CCM sur des plaques en aluminium (CCM Gel de silice 60
F254) (20x20 cm).

V1.1.1. Le choix de la phase mobile :
La phase mobile est constituée par un mélange de solvants organiques. Pour cela,
différents systemes solvants ont été essayés pour définir ceux qui donnent les meilleures

séparations.

V1.2. Séparation des flavonoides et des tanins par Chromatographie sur Colonne (CC) :

Dans le but de trouver de nouvelles molécules naturelles, nous avons soumis les quatre
extraits (éthérique, butanolique, acétate d’éthyle, et tanins) au fractionnement par
chromatographie sur colonne de gel de silice. Nous avons regroupé les fractions en fonction
de leurs Ry apres analyse sur CCM. Les constituants d’un mélange sont caractérisés par le
facteur de rétention Ry calculé par la formule :

distance parcourue par le composé
f —

distance parcourue par le solvant
Le Rf dépend des constituants analysés, de I’adsorbant et du systéme d’¢lution.

Pour les chromatographies d’adsorption, la phase stationnaire utilisée est la silice en
phase normale SDS 60 A 60-200 um (0,8 cm®g pore volume). L’élution est réalisée par
simple gravité. La quantité de silice utilisée est généralement 30 a 50 fois supérieure a la
quantité d’échantillon déposée. Les fractions recueillies sont regroupées selon les résultats de

I’analyse par CCM.

V1.3. Identification des extraits par Spectroscopie Infrarouge :

Cette analyse a été effectuée a l'aide d'un spectrométre IR type Agilent Technologies
cary 630 FTIR au niveau des laboratoires pédagogiques de chimie a ’'UTMB.
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V1.4. Analyses chromatographiques d’huile essentielle des feuilles de Thapsia garganica :
Chromatographie en phase gazeuse couplé a la spectroscopie de masse (CPG/SM) :
Protocole expérimentale :

L’analyse par GC-MS de I’huile essentielle des feuilles de TG a été réalisée sur un
chromatographe en phase gazeuse de marque Shimadzu type TQ8040 NX couplé avec un
spectrométre de masse (TQ8040 NX). La fragmentation est effectuée par impact électronique
sous un champ de 0.86 kV. La colonne utilisée est une colonne capillaire type Rxi®- 5ms
(Crossbond 5 % diphényl / 95 % dimethyl polysiloxane) ; (30 m x 0,25 mmID, épaisseur du
film : 0,25 pum df).

La détection est assurée par un détecteur thermionique de flamme (FTD / BID). Le
gaz vecteur utilisé est 1’hélium dont le débit est fixé & 11,7 ml/min. La température de
I’injection : 260.0°C, programmation de température : 70°C durant 1 min, puis la température
augmente a 150°C pendant 10 min, puis a 200°C pendant 10 min, et apres la température
augment jusqu’au 260°C durant 5 min, et volume injecté : 8.0 uL en mode Split. L’appareil
est piloté par un systeme informatique gérant une bibliothéque de spectres de masse NIST 17,
et W1IN17MAIN1.

VI.5. Analyse des extraits séparés par résonance magnétique nucléaire (RMNH,
RMN?C) :

Les fractions séparées et purifiées par chromatographie sur colonne ont été analysées
par RMNH, RMN®C au niveau de laboratoire de Synthése Organique Appliquée (LSOA) a
I’Université Ahmed Ben Bella Oran.

Le spectre de résonance magnétique nucléaire (RMN) est la méthode la plus puissante
pour élucider les structures des flavonoides. Types de solvants, tels que CDClz, DMSO-ds,
CsDsN, (CD3)2CO et CD30D, pourrait étre utilisé lors de la réalisation d'expériences RMN.

Le DMSO-ds est le solvant facultatif parmi ceux-ci pour effectuer la RMN des
flavonoides. Presque tous les types de flavonoides pourraient étre bien dissous dans le
DMSO-ds, et les signaux de résonance des flavonoides sont rarement recouverts par des pics
de solvant (environ & 2,5). De plus, les signaux RMN des groupes hydroxyles phénoliques
pourraient étre affichés clairement avec le DMSO-ds comme solvant. L'inconvénient de ce
solvant est son point d'ébullition élevé, ce qui rend la récupération de I'échantillon difficile
(Feng, W., Hao, Z., & Li, M., 2017).
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Le DMSO-ds a été utilisé comme solvant pour un certain nombre d'études approfondies
des structures flavonoides par spectroscopie RMN. Certains des avantages de cette méthode
par rapport aux autres procédures disponibles incluent ci-dessous :

a) La plupart des flavonoides aglycones et glycosides sont suffisamment solubles dans le
DMSO-d6 pour une analyse RMN directe, eliminant ainsi la nécessité de préparer des
dérivés.

b) Les signaux de protons résultant de la petite quantité de DMSO partiellement deutéré
toujours présente dans le DMSO-ds se produisent dans une bande étroite entre 2,4 et 2,6
ppm, en dehors de la région ou la plupart des protons flavonoides absorbent.

c) Le DMSO-ds (s'il est anhydre) peut étre utilisé pour observer les protons sur les groupes
hydroxyles phénoliques. Cependant, des traces d'eau dans le DMSO-ds provoquent
I'élargissement des signaux de protons flavonoides hydroxyles (en raison d'un échange
rapide de protons), rendant ainsi leur détection difficile.

Il existe cependant également un certain nombre d'inconvénients associés a l'utilisation du

DMSO-ds comme solvant pour la spectroscopie RMN des flavonoides :

a) Le DMSO-ds a un point d'ébullition de 189 °C, ce qui rend la récupération du
flavonoide peu pratique.

b) Le DMSO-des absorbe rapidement I'numidité atmosphérique, et le signal obtenu a partir
du H20O absorbé [variable autour de 3,5 ppm (8)] obscurcit souvent les signaux RMN
résultant de certains des protons flavonoides.

c) Le DMSO-ds doit étre manipulé avec précaution car il pénétre rapidement dans les
tissus cutanés en emportant avec lui toutes les substances dissoutes (Mabry, T. J.,
Markham, K. R., & Thomas, M. B., 1970).

RMN monodimensionnelle

RMN du 23C : la RMN du *3C permet de déterminer le nombre total de carbones et
d’attribuer certains signaux caractéristiques d’apres les déplacements chimiques.

RMN du 'H : la RMN du H, apporte des informations d’une part, par les déplacements
chimiques et d’autre part, par la multiplicité des signaux et les valeurs des constantes de

couplage (Foutse, Y., 2017).

42

—
| —



Dans notre étude, les spectres ont été enregistrés sur un Spectromeétre Brucker BioSpin
(1H, 300 MHz, 13C, 75 MHz). Les échantillons ont été solubilisés dans le solvant deutéré
DMSO-ds. Les deplacements chimiques 8, exprimés en parties par million (ppm), ont été
mesurés par rapport au signal du solvant pris comme référence et rapportés au signal du
DMSO-ds. Les constantes de couplage «J » sont exprimées en Hertz (Hz) ; pour décrire la
multiplicité des signaux, les abréviations suivantes ont été utilisées : s singulet, d doublet, t
triplet, m multiplet. La température d’acquisition des spectres est, sauf indication contraire, la
température ambiante.

En raison des faibles quantités des fractions séparées, et des problémes de solubilité
rencontrés au cours des analyses RMN, les spectres du proton et du carbone réalisées ne sont
pas certainement riches en données qui peuvent étre interprétables (Voir annexe 09). Et c’est

pour cette raison, seul la fraction PPAE4 sera étudiée par la suite.

VII. Détermination de la teneur en polyphénols :
VI1.1. Dosage des composés phénoliques totaux :

La concentration des phénols totaux dans des extraits secs des deux plantes étudiées a été
déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu (Waterman & Mole, 1994, cité par Daas
Amiour, S., 2009).

+¢ Principe :

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (Hs3PMo012040). 11 est réduit, lors de I’oxydation
des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WsO23) et de molybdéne (MogO23)
(Ribéreau-Gayon, P. (1974), cité par (Benamara, S. et al., 2008).

Cette coloration bleue dont I’intensité est proportionnelle aux taux de composés

phénoliques présents dans le milieu donne un maximum d’absorption a 760 nm.

¢ Réactifs et extraits utilisés :
- Un polyphénol témoins : I’acide gallique pour la réalisation de la gamme d’étalonnage
en milieu aqueux.
- Réactif de Folin-Ciocalteu : a 10 ml du réactif Folin-Ciocalteu on a ajouté 90 ml d’eau
distillée.
- Bicarbonate de sodium a 7.5 % : 15g de bicarbonate de sodium ont été dissous dans
200 ml d’eau distillée.
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- Les extraits organiques ont été dissous dans le méthanol absolu alors que 1’extrait
aqueux a été dissous dans de I’eau distillée.

+* Mode opératoire :
a- Préparation de la gamme d’étalonnage de I’acide gallique :

Une gamme de 9 concentrations d’acide gallique allant de 0 & 0.17 mg /ml a été
préparée a partir d’une solution meére de 0.2 mg/ml de concentration.

Les concentrations d’acide gallique préparées sont : 0.01 ; 0.02; 0.05; 0.08; 0.1; 0.13;
0.15et 0.17 mg/ ml.

b- Analyse du standard et des extraits :

- Introduction de 300 pl de la solution de ’acide gallique a différentes concentrations dans les
tubes a essai et 300 ul de chaque échantillon a analyser;

- Ajout de 1500 pl du reactif Folin-Ciocalteu puis de 1200 pl de la solution de bicarbonate de
sodium dans chaque tube ;

- Agitation puis incubation a 1’obscurité pendant 1 heure ;

- Lecture des absorbances a 760 nm.

Le blanc est représenté donc par 300 pl d’eau distillée, additionnée de 1.5 ml du
réactif de Folin-Ciocalteu et 1.2 ml de carbonate de sodium & 7.5 %. Pour les extraits dissout
dans le méthanol, I’eau distillée est remplacé par du méthanol.

c- Expression des résultats :
La concentration en composés phénoliques extractibles totaux est déterminée en se

référant a la courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

VI11.2. Dosage des flavonoides totaux :

La méthode utilisée pour I’estimation des taux de flavonoides dans les deux plantes
étudiées est celle décrite par (Lamaison, J. L. et al., 1991) et cité par (Daas Amiour, S.,
2009).

+ Principe :
La coloration jaunatre donnée dans cette méthode est due a la formation d’un complexe

entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygéne présent sur les carbones 4 et 5 des

flavonoides (Lagnika, L., 2005).

% Réactifs et extraits utilisés :
- 2g de Chlorure d’aluminium (AICl3) dissous dans 100 ml de méthanol absolu.

- Solution mere du standard : 0.4 mg de catechine dissous dans 100 ml de méthanol absolu.
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- Les extrais organiques dissous dans du méthanol absolu, I’extrait aqueux a été dissous
dans de I’eau distillée.
< Mode opératoire :
a-Préparation de la gamme d’étalonnage :

Une gamme de 9 concentrations de catéchine allant de 2.5 a 40 pg /ml a été préparée a
partir d’une solution meére de 40 ug /ml de concentration (400 pg de catéchine dissous dans
10 ml de méthanol).

Les concentrations de catéchine preparées sont: 2.5; 5.0; 10; 15; 20; 25; 30; 35et
40ug/ml.

b- Analyse du standard :
- Des aliquotes de 0.2 a 3.0 ml de la solution mére de catéchine ont été introduites dans
une série de tubes a essai, le volume finale dans chaque tube a été complété a 3 ml par
addition de méthanol absolu ;

- 1 mlaété prélevé de chaque tube et transféré a un autre. ;

1 ml de la solution méthanolique du chlorure d’aluminium a 2 % y a été ajouté

Apres 10 mn, I’absorbance est lue a 430 nm.
c- Expression des résultats :
La concentration en flavonoides est déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage

obtenue en utilisant la catéchine comme standard.

VI11.3. Dosage des tanins condensés :
Les tanins condensés sont dosés par la méthode de Butanol-HCI (Porter, L. J., 1985).
Réactifs et extraits utilisés :
- Standard : solution mere de catéchine a 0.3 mg /ml.
- Meélange Butanol -HCI (95 /5).
- Solution ferrique sulfate d’ammonium a 2% dilué¢ dans HCIl a 2N.
La température des préparations doit étre portée a 30°C.
+» Mode opératoire :
a- Préparation de la gamme d’étalonnage de la catéchine :
Une gamme de 6 concentrations de catéchine allant de 0 a 0.3 mg /ml a été préparée a partir
de la solution mere.

Les concentrations de catéchine préparées sont : 0.06 ; 0.16 ; 0.18 ; 0.24 et 0.30 mg / ml.
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b- Analyse des extraits :
- 0,5 ml d’extrait ;
- 3 ml de butanol-HCI,
- 0,1 ml d’une solution ferrique ;
- Les échantillons sont incubés dans un bain marie bouillant pendant 60 min.
- L’absorbance est mesurée & 550 nm.
c- Expression des résultats :
Les valeurs obtenues sont utilisées pour déduire a partir de la courbe d’étalonnage les

concentrations en tanins condensés.

VIIl. Evaluation de I’activité antioxydante :

Dans notre étude, la mise en évidence de 1’activité antioxydante in vitro de nos extrais
a été réalisée par deux techniques a savoir : le piégeage du radical libre DPPH, et la réduction
du fer (méthode de FRAP).

VII1.1. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) :
VII1.1.1. Test qualitative CCM :

Dans le but de confirmer le pouvoir antioxydant des différents extraits des deux
plantes, nous avons effectué un test antioxydant sur des plaques CCM. La pulvérisation de ces
derniéres par une solution méthanolique de DPPHe (0.004%) donne des indications
intéressantes sur les constituants qui sont capables de réduire le radical DPPHe. Aprés un
séchage de 30 min des plaques CCM a 60°C, un test positif est révélé par I’apparition des
taches jaunes avec différentes intensités sur un fond violet en comparaison avec 1’acide
ascorbique. (Jothy, S. L., et al, 2011).

VI11.1.2. Test antioxydant au DPPH (quantification spectrophotomeétrique) :
VII11.1.2.1. Préparation de la solution DPPH dans le méthanol :

1 mg de DPPH est dissout dans 25ml de méthanol (solution stock). Le mélange est
conservé dans un réfrigérateur a 4°C a D’obscurité. La solution peut étre utilisée dans un

intervalle de 1 a 4 jours.

VI11.1.2.2. Préparation de la solution mére :
Pour préparer la solution mere, dissoudre 2 mg de chaque extrait de deux plantes dans

2ml de méthanol.

——t
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VII11.1.2.3. Préparation des concentrations de I’extrait brute :
A partir de la solution mére, différentes concentrations de 1’extrait brut de poudre de la

plante ont éte préparés : 0,625 ; 0,3125 ; 0,156 ; 0,078 ; 0,039 ; 0,0195 mg/ml.

VI11.1.2.4. Test antioxydant :

1,9 ml de la solution de DPPH ont été ajoutés a 100 ul de chaque concentration de la
solution de I’extrait dissout dans le méthanol. Aprés agitation par un vortex les flacons sont
placés a I’obscurité a la température ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée par
la mesure de I’absorbance a 517 nm par un spectrophotomeétre UV-Visible., en utilisant le
méthanol comme blanc. Les résultats ont été exprimés par la moyenne de trois mesures.
Remarques :

= Pour réaliser ces mesures on utilise un contréle positif qui est représenté par un
antioxydant de référence (I’acide ascorbique).

= On mesure I’absorbance des différentes concentrations de la solution de DPPH. (Contrdle
négatif)

= Le blanc de la réaction est du méthanol pur.

= L’activité anti radicalaire est estimée selon I’équation ci-dessous :

Abs controle - Abs échantillon

Activité antioxydante (%) = ] x 100

Abs controle

L’activit¢ d’un antioxydant peut étre caractérisée par une grandeur appelée Clso
concentration équivalente a 50% de DPPH perdu est défini comme étant la concentration du
substrat qui cause la perte de 50% de I'activité de DPPH (couleur). La Clso permet de
comparer I’activit¢ de différents composés antioxydants. Plus la Clsp est petite, plus

I’antioxydant a une activité plus importante.

VI1I1.2. Suivi cinétique de I’activité anti-radicalaire par le test au DPPHe :

L’activité antioxydante in vitro a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du
radical DPPH (1,1-Diphenyl-2-picryhydrazyl) selon la méthode décrite par (Burits, M., &
Bucar, F., 2000) ou la solution de différents extraits testés aux concentrations : 0,625 ; 0,3125
;0,156 ;0,078 ; 0,039 ; 0,0195 mg/ml sont mélangées avec 75ul d’une solution méthanolique
de DPPH (1,3mg/ml). Apres une période d’incubation de 30 minutes a la température
ambiante, 1‘absorbance est mesuré a la longueur d’onde de 517 nm. L'inhibition du radical
libre DPPH par ’acide ascorbique (vitamine C) a été également analysée aux mémes

concentrations pour faire la comparaison.
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On a déterminé les paramétres de calcul de I’activité antioxydante pour 1’acide
ascorbique et pour les extraits (Pourcentage d’inhibition, I’index Clsg). Tous les essais ont été
effectués trois fois afin de vérifier la reproductibilité.

Les résultats peuvent étre aussi exprimés en puissance antiradicalaire (Brand-
Williams, W. et al., 1995).

ARP =1/

ARP : Puissance anti radicalaire.

Pour mieux caractériser le pouvoir antiradicalaire des parametres cinétiques sont
introduits, tels que le temps TCES50 nécessaire pour atteindre 1’équilibre a CE50, la constante
de vitesse de la réaction ou le coefficient directeur de la courbe cinétique. L’estimation de
TCES50 permet d’introduire la classification suivante :

= TCE50 < 5 min (réaction rapide) ;

= 5> TCE50 < 30 (réaction intermédiaire) ;

=  TCES50 > 30 min (réaction lente).

L’indice de I’efficacité antiradicalaire (EAR = 1/ (CE50xTCES50)) relie la concentration du
DPPH" et le temps TCES0 dans I’essai avec la concentration effective CES0 de 1’échantillon,
et résulte dans un parameétre constant pour chaque solution ou extrait (Popovici, C. et al.,
2010).

VI11.2.1. Courbe d’étalonnage de la solution de DPPH" :

Avant de commencer les tests de 1’activité antioxydante, la stabilité¢ et 1’intervalle de
linéarité des solutions de DPPH® doit étre évalués et les résultats sont présentés
graphiquement. Six solutions du DPPH* (0,5 mg/ml ; 0,25 mg/ml ; 0,125 mg/ml ; 0,0625
mg/ml ; 0,03125 mg/ml et 0,0156 mg/ml) a base du méthanol ont été testées (figure 12).
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y =0,1202x - 0,0881
R2 =0,9997

0,0195 0,039 0,078 0,156 0,3125 0,625
Cencentration (mg/ml)

Figure 12 : Courbe d’étalonnage de solution DPPH.
VI111.2.2. Suivi cinétique :

Meélanger 2 ml de chaque solution avec 2 ml de solution de DPPH (0.004 %). Mesurer
la variation de I’absorbance chaque 30 sec. L’opération est achevée quand 1’absorbance
devient constante.

VI111.3. Méthode de FRAP (réduction de fer) :

Cette méthode est déterminée en utilisant la technique d’Oyaizu (1986). Les
différentes concentrations des extraits (1 ;2 ; 3 ; 4 et 5 mg/ml) dans I’eau distillée (1 ml) sont
mélangées avec 2.5 ml de la solution tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 ml de
ferricyanure de potassium [KsFe(CN)g] (1%). Les meélanges sont incubés a 50°C pendant
20min. Apres, 2.5 ml de I’acide trichloracétique (10%) est additionné. Le tout est centrifugé a
3000 tours pendant 10 min. A la fin, 2.5 ml du surnageant de chaque concentration est
mélangé avec 2.5 ml de I’eau distillée et 0.5 ml de FeCl3(6H20) (0.1%). L’absorbance est
mesurée & 700 nm.

L’augmentation de 1’absorbance dans le milieu réactionnel indique 1’augmentation de
la réduction de fer. L’acide ascorbique est utilisé comme controle positif. La concentration
CI50 qui est définie comme la concentration des antioxydants nécessaire pour réduire 50% de
la concentration initiale du thiocyanate ferrique est un indice utilisé pour comparer et
exprimer la puissance des capacités réductrices des substances bioactives.
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IX. Evaluation de ’activité antimicrobienne :
IX.1. Activité antibactérienne (Méthode de diffusion sur disque) :

L’activité antibactérienne a été évaluée en observant le pouvoir inhibiteur des extraits
a différentes concentrations sur les bactéries testées. Nous avons utilisé la méthode de
diffusion en disque.

Cette méthode consiste a substituer les disques d’antibiotiques par d’autres disques
confines a partir du papier filtre imprégnés de 1’extrait dont les concentrations utilisées sont
les suivantes : 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 mg/ml, pour chaque extrait, Inocule une boite de Pétri
contenant un disque imprégné par le méthanol sert comme un témoin. Les boites de Pétri sont
ensuite fermées et laissées diffuser & température ambiante, et incubées & 37C° pendant 24
heures (Sacchetti, G. et al, 2005 ; Celiktas, O. Y. et al., 2007).

Elle consiste de mesurer le diamétre de la zone d’inhibition de la croissance

bactérienne autour d’une source d’antibiotique déposée a la surface de la gélose.

IX.1.1. Provenance de souches étudiées :
Les souches utilisées sont des souches pathogénes et contaminants fréquents, elles
causent des maladies et des infections graves.

Tableau 07 : Provenance des souches bactériennes testées.

Souches bactériennes Code Source
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Laboratoire de microbiologie- UTMB
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Laboratoire de microbiologie- UTMB
Escherichia coli ATCC 25922 Laboratoire de microbiologie- UTMB
Salmonella typhimurium ATCC 13311 LAPRONA- UABT
Enterococcus faecalis ATCC 29212 LAPRONA- UABT
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Laboratoire de microbiologie- UTMB
Bacillus cereus ATCC 11778 LAPRONA- UABT
Citrobacter freundii ATCC 8090 LAPRONA- UABT
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IX.1.2. Vérification de la purification des bactéries et identification des souches:

Nous avons procédé a la vérification des bactéries en étudiant leurs caractéres
morphologique (aspect des colonies, mobilité, coloration de Gram), et biochimiques
(recherche de catalase et d’oxydase).
1X.1.3. Préparation de I’inoculum :

Les colonies qui ont été isolées a partir des cultures jeunes sur milieu gélose nutritive
(GN) incubées a 37°C pendant 18 heures ont été transférées dans des tubes contenant de 1’eau
physiologie stérile (0,9% NaCl) afin de préparer des suspensions bactériennes ayant une
turbidité équivalente de 0,5 Mac Ferland (106 & 107 ufc/ml) & l'aide d'un spectrophotométre.
Ensuite la suspension bactérienne préalablement préparée a été ensemencée sur la totalité de

surface d’un milieu gélose Mueller-Hinton par des tapis bien serrées.

I1X.1.4. Préparation des dilutions :

e Pour les différents extraits: Les concentrations préparées dans le méthanol ont été
comme suit : 0.063, 0.125, 0.25, 0.5 mg/ml, pour chaque extrait.

e Pour les huiles essentielles : du fait de la non-miscibilité des huiles essentielles dans
I’eau, des différentes dilutions ont été réalisés a I’aide d’éluant DMSO (Oussou, K.
R.,2004), dans des tubes a essai contenant chacun 0.5 ml de DMSO. Quatre

concentrations ont été préparées : 1 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.25 mg/ml et 0.125 mg/ml.

1X.1.5. Ensemencement:

Les boites de pétri contenant le milieu gélosé (Muller Hinton) sont inoculées par
étalement des suspensions sur la surface de milieu a I’aide d’une anse de platine.

A T’aide d’une pince stérile, les disques (6 mm de diametre) imprégnés dans chaque
concentration (environ 10ul) sont déposés aseptiquement sur la gélose inoculée en appuyant
Iégérement. Les boites sont ensuite incubées 18h a 24 heures a 37 °C.

Apreés incubation, les zones d'inhibition ont été mesurés au moyenne d’une regle avec
une incertitude de 0,1 mm, on I’appliquant presque au contact de la surface de la gélose.

L'activité antibactérienne a été calculée en une moyenne de trois répétitions pour

chaque concentration.
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IX.1.6. Préparation de témoins :
Des boites dites témoins ont été préparées pour la vérification de contamination. Les

différents témoins sont :

e Une boite de Pétri contenant le milieu gélosé (MH) seul.
e Une boite de Petri contenant un disque vide.

e Une boite de Pétri contenant le milieu gélosé (MH) avec un disque imbibé du solvant.

IX.1.7. Test des antibiotiques :

Dans ce teste on a utilisé six types des antibiotiques appliqués sur deux souches
bactériennes identifier telle que Escherichia-coli et Pseudomonas aeruginosa.
Les antibiotiques testés sont les suivants: Acide fusidique, Céfazoline, Ceftazidime,

Clindamycine, Imipéneme, Sulfamethoxazole,

IX.2. Evaluation de ’activité antifongique :
1X.2.1. Provenance de la souche :

Nous avons testée 02 souches fongiques (Aspergillus flavus et Penicillium
Purpurogenum pour les différents extraits. Ces souches ont été isolées a partir du café et
identifiées au V.R.V.S.A, Université Tahri Mohamed de Béchar. L'identification de ces
moisissures a été exclusivement basee sur l'observation des caracteres culturaux et
morphologiques.

Ces especes pures sont reprises sur des tubes de PDA inclinés et incubés a 25 + 2°C

pendant une semaine ou plus et conservés a 4°C.

1X.2.2. Purification des souches étudiées :

Pour I’¢étude du pouvoir antifongique, on a utilisé des souches fongiques qui sont déja
identifiées. La purification s'effectue par passages successifs sur le milieu Potato Dextrose
Agar (PDA) pour les moisissures jusqu'a I'obtention des colonies homogenes pures.

1X.2.3. Les tests antifongiques :
1X.2.3.1. La preéparation de la suspension sporale :

Les espéces récupérées d’une culture pure de 7 jours sont consisté a inoculer a I’aide
d'une anse de platine dans des tubes a hémolyses remplie par une solution qui contiens 1’ecau
distillée stérile a 0.2g d’agar et quelques goutte de tween 80, apres on agite les tubes par le

vortex.
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1X.2.3.2. Etude de I’effet des extraits sur la germination des spores :
Protocole expérimental :

Une suspension sporale est récoltée et ajustée a 10° spores/ml de ’eau distillée a 1’aide
de cellule de Mallasses. On étale 0.1ml de cette suspension sur des boites de pétri contenant
13.5ml du milieu de culture plus 1.5ml de chaque concentration (0.063, 0.125, 0.25, et
0.5mg/ml) pour chaque extrait. L’incubation se fait a 25°c pendant 20 heures. Le comptage
des spores, germées ou non, et déterminé sous microscope. Une spore est considérée germée
si la longueur du tube germinatif est supérieure a son plus petit diametre. (Serghat, S. et al,
2004), un témoin est réalisé dans les mémes conditions sans extrait.
1X.2.3.3. Etude de I’effet des extraits sur la croissance radiale sur milieu solide :

Principe :

Dans des tubes a essai contenant 13.5ml de la gélose PDA, on a ajouté 1.5ml de
différentes dilutions d’extrait 0.063 ,0.125 0.25, 0.5, mg/ml. On agit jusqu’a la dispersion des
extraits dans la gélose puis on a coulé les milieux dans les boites de pétri. Aprés la
solidification de la gélose on a ensemenceé la souche fongique par le dép6t (au centre de la
boite) d’un disque du mycélium d’environ 0,6 cm de diamétre a partir d’une culture jeune
I’incubation s’effectue a 25°C pendant 7 jours.

Expression des résultats :

Le taux d’inhibition des extraits est déterminé selon la formule ci-dessous :

i
E (%) = —— x 100

X : estimation de la germination, de la croissance ou de la sporulation dans un milieu sans
extrait (témoin).
Xi : estimation de la germination, de la croissance ou de la sporulation en présence d’extrait
(essai).
Les résultats et les discussions de ces expériences sont détaillés dans le chapitre suivant.
Remarque :

En ce qui concerne I’activité antimicrobien de la plante Prunus persica, les souches
bactériennes et fongiques testées ont montrées une grande résistance vis-a-vis toutes les
concentrations des extraits préparées, ce qui indique que la plante PP ne posséde aucun effet

inhibiteur significatif contre les souches choisis (Voir annexe 08).
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X. Activité antibactérienne in-vivo (effet de cicatrisation) :
Aprés avoir les résultats de 1’activité antibactérienne in vitro, on a ciblé quatre extraits
qui ont révélés tres actifs sur la souche bactérienne Pseudomonas aeruginosa.
Ce test consiste a :
= Créer des plaies sur des animaux (Annexe 09).
= Ensemencer ces plaies par un inoculum des colonies bactériennes de la souche
Pseudomonas aeruginosa.

= Traiter avec la préparation de 1’extrait a tester

X.1. Les extraits testés :

Une dose de (1ml) de concentration (1 mg/ml) de chaque extrait. Ces extraits sont :
Extraits flavonoides (fractions acétate d’éthyle, éther diéthylique, et la fraction butanolique),
I’extrait des tanins, ainsi que 1’extrait des saponosides des feuilles de la plante Thapsia

garganica.

X.2. L’animal expérimental :

Les animaux utilisés étaient des lapins de méme age et méme sexe d’une race locale de
la région de Saida.

L’expérience a été réalisée sur six lots, chaque lot contient un lapin. Le premier lot est

considéré comme témoin, et les autres lapins ont éte traités par les différents extraits.

X.3. L’aliment :
Les lapins sont alimentés par un méme aliment. L’aliment standard a été acheté aupres

un Office National de Bétails de Saida. L’eau a boire a été ramenée du robinet.

X.4. Hygiéne et prophylaxie :
L’hygiéne des batiments d’élevage est assurée par un nettoyage a chaque weekend de sol

(eau et eau de javel).

X.5. Controle effectué :

Chaque lapins une fiche technique ou sont mentionnées toutes les observations, les
mesures faites pendant les essais sont notés :

e Date et numéro de lot de lapin.

e Diametre de la plaie.

e Température du lapin.
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X.6. Excision chirurgicale des lambeaux cutanés :

= Un cercle d’environ 1 cm de longueur et de 1 cm de largueur est délimité par quatre points
sur la peau de la région dorso, puis il est excisé.

= [’excision des plaies a été réalisée a I’aide d’une lame bistouri stérille.

= Les plaies d’excision sont immédiatement traitées aprés I’intervention chirurgicale.

= Les animaux sont placés dans des cages individuelles avec des litieres propres.

X.7. Traitement des plaies :

Ils seront traités une fois par jours avec une application locale en utilisant (une

seringue a insuline) de différents extraits.

X.8. Evaluation des paraméetres (Température et cicatrisation) :
= L’évolution du température corporelle des animaux est mesuré chaque jours.
= [’appréciation de la température est réalisée a 1’aide d’un thermomeétre rectale, avec une précision de

1/100 °C.

X.9. Evaluation du processus cicatriciel (photographie, planimétrie des plaies) :
Apres les avoir photographiées, les dimensions (longueur, largueur) des plaies d’excision
ont été mésurées jour/jour pendant la période d’essai a I’aide d’un pied a coullisse numérique et

papier millimétre + papier transparent pour la précision.

Remarque :

A cause du mal fonctionnement de spectrophotométre UV-visible au niveau des
laboratoires de biologie a 1’'université Moulay Tahar — Saida, on a dd calculer les charges
bactériennes par la méthode de dénombrement des colonies sur les boites Pétrie.

La technique des comptes de surface permet de connaitre le nombre d’unités prélevées
pouvant former une colonie (UFC). Selon cette technique, chague colonie formée a la surface
de la gélose provient d’une bactérie (moisissures) ou d’un agrégat de bactéries (moisissures).

Cette méthode ne tient compte que des micro-organismes viables qui peuvent se
développer dans les conditions de croissance utilisées.

A P’aide d’un crayon gras indélébile, on marque la colonie une fois qu’elle a été
comptée. Si le nombre de colonies est trés éleveé, on compte seulement une fraction de la
surface et on multiple son résultats par 1’inverse de cette fraction pour obtenir le compte total
(Geneviéve M. et al., 2011).
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XI. Analyses statistiques :

Les résultats obtenus ont été¢ exprimés par une moyenne et plus ou moins 1’écart type.
Les valeurs d’CIso, CEso et TCEso ont été calculées a partir des équations linéaires ou
logarithmiques. Les coefficients de corrélation entre les composés phénoliques et les
méthodes de I’activité antioxydante et antimicrobienne ont été démontrés en utilisant EXCEL
2013. Les courbes des pourcentages d’inhibition du DPPH ainsi que le suivie cinétique de

’activité antioxydante ont été tracés par MATLAB 2017.
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CHAPITRE 04

Résultats




I. Résultat du criblage phytochimique :
Le screening phytochimique (Annexe 01) nous a permis de mettre en évidence la

présence de métabolites secondaires au niveau des parties étudiées des plantes. La détection de
ces composés chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions
de précipitation et de turbidité, un changement de couleur spécifique ou un examen sous la
lumiere ultraviolet.
Il. Rendements des extraits :

Le tableau 08 récapitule tous les extraits prépares, leurs aspects physiques, couleurs,
rendements et les solvants qui les solubilisent.
Tableau 08 : Rendement et caractéristiques des différents extraits préparés a partir de Thapsia

garganica L. et Prunus persica L.

La plante Extrait Aspect physique Couleur Rendement (%) solubilité
FIavon0|de§’fract|on acétate Visgueux Vert foncé 182 MeOH
d’éthyle
Flavon0|ges fractlon ther Visqueux Vert foncé 0,33 MeOH
éthylique
) FIavon0|des_ fraction Solide Marron foncé 1,08 Eau et MeOH
Les feuilles butanolique
de Thapsia . .
garganica Tanins Poudre Vert claire 0,45 Eau et MeOH
Saponosides Solide Jaune foncé 7,6 Eau et MeOH
Brute méthanolique Visqueux Noir 8,1 Eau et MeOH
Huiles essentielles Liquide huileux Vert bleu 18,10 DMSO
Tanins Visqueux Marron claire 0,61 Eau et MeOH
Les racint_as Saponosides Solide Marron claire 3,04 Eau et MeOH
De Thapsia
garganica Alcaloides Visqueux Marron foncé 2,09 Eau et MeOH
Brut méthanolique Solide Marron 5,02 Eau et MeOH
Flavon0|de§’fractlon acétate Visgueux Vert foncé 1,27 MeOH
d’éthyle
FIavon0|fj €s f_r LGS ey Visqueux Vert foncé 0,66 MeOH
éthylique
Les feuilles Flavon0|des_ fraction Visqueux Marron foncé 3,31 Eau et MeOH
butanolique
De Prunus
Persica L Tanins Poudre Marron 3,62 Eau et MeOH
Saponosides Poudre Marron 1,09 Eau et MeOH
Brute méthanolique Visqueux Noire 3,83 Eau et MeOH
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I11. Résultats des analyses physico-chimiques des huiles essentielles de TG :

Le contr6le analytique des huiles essentielles est basé sur la détermination des
caractéristiques physiques (densité, indice de réfraction ....) ainsi que des caractéristiques
chimiques (indice d'acide, d'ester...) permettant d'évaluer la nature de composé organique
(acide, ester.....) présente dans l'essence. Ces essaies sont déterminés selon un protocole précis
et obéissent a des normes édictées par I'association francaise de normalisation (AFNOR); les

résultats obtenus sont rapporté dans les tableaux suivant (Tableau 09 et Tableau 10):

Tableau 09 : Résultats des analyses physiques d’huile essentielle des feuilles de TG :

Parameétres Résultats
Densité relative 0.46
Indice de réfraction 1.418
Pouvoir rotatoire [a]3° -0.25

Tableau 10 : Résultats des analyses chimiques d’huile essentielle de thapsia garganica.

Parametres Résultats
Indice d'acide 2.22 mg KOH/g
Indice de saponification 14.025 mg KOH/g
Indice d'ester 11.80 mg KOH/g
Indice peroxyde Imeq d’O2/g

La détermination des propriétés physico-chimiques est une étape nécessaire mais
demeure non suffisante pour caractériser I'HE. 1l sera donc primordial de déterminer le profil
chromatographique de I'essence aromatique.
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IV. Résultats des analyses chimiques des différents extraits par les techniques
spectroscopiques et chromatographiques :
IV.1. Chromatographie sur couche mince :
Toute étape de purification commence par une CCM analytique, non seulement pour
vérifier I’efficacité d’un systéme de solvants, mais aussi pour dénombrer les produits a isoler.
Il est rare en effet, de pouvoir séparer tous les composants d’un mélange complexe. Il
faut bien souvent se contenter d’isoler le(s) produit(s) majoritaire(s).
Les meilleurs résultats obtenus de la chromatographie sur couche mince sont regroupées

a ’annexe N° 02.

IV.2. Les résultats de la séparation par chromatographie sur colonne CC :
1V.2.1. Extrait éthéré de Prunus persica :

La séparation sur colonne a débuté par une recherche sur plaques analytiques de gel de
silice 60, du meilleur systéme d’¢lution. Les tests effectués sur 1’extrait éthérique de la plante
PP ont montré que la meilleure séparation est obtenue avec le systeme (Acétate d’éthyle /
MeOH) dans les proportions 9 /1. Les plaques ont eté visualisées sous lampe UV & 254 et 365
nm, puis révélées avec I’acide sulfurique et chauffées pendant 3 mn a 100°C.

Tableau 11 : Regroupement des fractions issues de la séparation par chromatographie sur

colonne de I’extrait éthéré de la plante PP.

Fraction Poids (g) Rendement (%) Observation
F1—F4 0.01 14 Produit pur
F5 —F11 0.01 14 Melange de deux
produits
F12— F15 0.02 28 Mélange complexe
F16—» F45 0.02 28 Melange de deux
produits

1VV.2.2. Extrait d’acétate d’éthyle de Prunus persica :

Les tests effectués sur la fraction d’acétat ethyle de 1’extrait flavonoide de la plante PP
ont montré que la meilleure séparation est obtenue avec le systeme (Toluéne / MeOH / EtOH)
dans les proportions 7/2/1.

Le tableau suivant regroupe les fractions issues de la séparation par colonne de 1’extrait

d’acétate d’éthyle de la plante Prunus persica.
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Tableau 12 : Regroupement des fractions issues de la séparation par colonne de I’extrait
d’acétate d’éthyle de la plante PP.

Fraction Poids (g) Rendement (%) Observation
F1—F7 0.01 2.22 Produit pur
F8 — F28 0.02 4.44 Produit pur
F29 — F65 0.11 24 Mélange complexe
F66 —» F80 0.06 13 Mélange complexe
F81— F91 0.03 6.7 Produit pur
F92—> F103 0.04 8.9 Mélange complexe
F104 0.01 2.22 Produit pur
F105 = F111 0.06 13.3 Aucun produit
F112 — F130 0.06 13.3 Meélange de deux
produits

1V.2.3. Extrait d’acétate d’éthyle de Thapsia garganica :

La fraction d’acétate d’éthyle de I’extrait flavonoide de la plante TG a été dissous dans le
méthanol et déposée sur une colonne de gel de silice préparé dans un systéme de (Acétate
d’éthyle / MeOH/ H20) dans les proportions 7/2/1.

Tableau 13 : Regroupement des fractions issues de la séparation par chromatographie sur

colonne de I’extrait d’acétate d’éthyle de la plante TG.

Fraction Poids (g) Rendement (%) Observation
F1 0.02 13.3 Produit pur
F2 0.04 26.67 Melange de deux
produits
F3 0.07 46.67 Meélange complexe
Remarque :

» Aprés I’essai de plusieurs systémes d’élution pour la séparation par CCM, on n’a pas
pu trouver un bon systéme d’élution pour séparer les tanins de la plante TG.
» Pour la plante PP, La quantité de 1’extrait des tanins était trés faible par rapport au gel

de silice, ce qui nous a conduit a une mauvaise séparation sur colonne.

1V.3. Reésultats des analyses chromatographiques d’huile essentielle des feuilles de TG :

L’analyse de la composition chimique des huiles essentielles issues des feuilles de
Thapsia garganica a permis d’identifier 50 composés représentant 96,63 % de 1’huile (Tableau
14).
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Tableau 14 : Composition chimique (%) des composes identifiés des huiles essentielles des feuilles de Thapsia garganica.

Pic Composé IR Formule SP Poids Pic Composé IR Formule SP Poids
P chimique (%) | (mole) P chimique (%) | (mole)
1 3-Furaldehyde 831 CsHiO2 06 | 3o | SH)-Furanone dihydioS 1284 | Cobie0, 156
7,69 2(3H)-pFur;/none 5- 0,46
- Furfural 831 CsH402 96 - heptyldihydro- 1483 C11H2002 184
2 2-Furanmethanol 885 CsHeO2 10,96 98 31 | 2-(4-Methoxyphenyl)ethanol | 1325 CoH1202 1,46 152
Ethanone, 1-(1,3a,4,5,6,7-
3 Pentane, 2,3-dimethyl- 589 C7Hss 0,34 100 32 hexahydro-4-hydroxy-3,8- 1758 C14H2002 220
dimethyl-5-azulenyl)- 25,69
.. i (+)-3-Carene, 10-
4 Pentanoic acid 875 CsH1002 0.18 102 (acetylmethyl)- 1382 C13H200 192
- Butanoic acid 775 C4HsO2 88 33 Vanillin 1392 CgHsO3 152
2-Butenoic acid, 2-methyl-, 3-Methoxy-4-hydroxy
5 2)- 860 CsHsgO2 100 - mandelonitrile 1710 CoH9NO3 0,10 179
o 0,07 Benzaldehyde, 3-hydroxy-4-
- Tiglic acid 860 CsHsO2 100 - ’ 1392 CgHsO3 152
methoxy-
(2-amino-5-methyl-7H-
6 Menthylamine 1181 CioH21N 155 34 pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4- | 1803 C7H9Ns 163
009 Siane, (& 087
- L-Prolinamide 1216 CsH10N20 114 - ethylphenyltrimethyl- 1115 C11H1sSi 178
- Proline 1163 CsH9oNO2 115 - Silane, dodecyltriethoxy- 1948 C18H4003Si 332
) ~ syn-Tricyclo[5.1.0.0(2,4)]oct-
7 Propanal, 3-(methylthio) 858 C4HgOS 0,18 104 35 5-ene, 3.3,5,6.8,8-hexamethyl- 1194 CuaH22 0,31 190
G




4-(2,4,4-Trimethyl-cyclohexa-

8 2,6-dimethyl pyrazine 894 CeHsN> 108 - 1 5-dienyl)-but-3-en-2-one 1440 C13H180 190
i Cyclopropane, 2(3H)-Furanone, 5-
tetramethylmethylene- 696 CgHu4 110 36 hexyldinydro- 1383 C10H1802 170
1,1,2,2-Tetramethyl-3- 2(3H)-Furanone, 5- 0,31
- methylenecyclopropane 696 CsH14 0,51 110 - heptyldihydro- 1483 C11H2002 184
i i . e i 4-(2,6,6-Trimethylcyclohexa-
2,4-Hexadiene, 2,3-dimethyl 787 CgHi4 110 37 1,3-dienyl)but-3-en-2-one 1440 Ci13H180 1,67 190
9 5-Methyl furfural 920 CeHsO2 110 38 Methanone, dicyclohexyl- 1576 C13H20 194
i 4-Hexen-2-one, 3,3-diethyl-
- | s-Hydroxymethylthiobenzoate | 1523 CgHs02S 0,13 168 - 4 5-dimethyl- 1228 C12H20 0,61 182
) i 2-Hydroxy-6-methoxy-3,5-
Benzaldehyde 982 C7HeO 106 dimethyl-1,4-benzoquinone 1501 CoH1004 182
2(4H)-Benzofuranone,
10 Hexanoic acid 974 CeH1202 1,47 116 39 5,6,7,7a-tetrahydro-4,4,7a- 1426 C11H1602 0,28 180
trimethyl-, (R)-
. Dodecanamide, N,N-bis(2-
11 Hexanoic acid 974 CeH1202 0,98 116 40 hydroxyethyl)- 2298 C16H33NO3 287
12 | 1H-Pyrrole-2-carboxaldehyde | 988 CsHsNO 123 | 95 | - [DOdecanoﬁ'tfg‘:f:?é")am'”O]ac 2070 | CisHeNOs | 0,61 | 271
1,2-Ethanediol, 1,2-diphenyl-, i . .
13 (R* R*)-(+/-)- 1891 C14H1402 0,09 214 Dodecanoic Acid 1570 C12H2402 200
- Benzyl alcohol 1036 C7HsO 108 41 1,4-Dimethylazulene 1248 CioH12
14 Benzene acetaldehyde 1081 CgHsO 0,30 120 - Naphthalene, 1,8-dimethyl- | 1458 CioH12 0,50 156
15 | Ethanone, 1-(1H-pyrrol-2-yl)- | 1035 CeH7NO 6,49 109 - Naphthalene, 2,3-dimethyl 1458 CioH12
[ e |




L 2-Butanone, 1-(2,3,6-
16 Pentanoic acid 875 CsH1002 102 42 trimethylphenyl) 1567 Ci13H180 190
6.17 1-Naphthalenol, 1,2,3,4-
- Hexanoic acid 974 CeH1202 116 - tetrahydro-2,5 8-trimethyl- 1642 Ci13H180 1,01 190
.. 1,2,3,4-Tetrahydro-4,5,7-
- Heptanoic acid 1073 C7H1402 130 - trimethyl-1-naphthol 1642 C13H180 190
Benzene, 1-
17 | trans-Linalool oxide (furanoid) | 1164 C10H1802 170 - cyclopropylmethyl-4-(1- 1342 Ci3H1s 174
0.33 methylethyl)-
Ethyl 2-(5-methyl-5- ’
- vinyltetrahydrofuran-2- 1529 C13H2204 242 43 Butyrovanillone 1638 C11H1403 194
yl)propan-2-yl carbonate
5-(1-Hydroxy-1-methylethyl)- i alpha.-Amino-3'-hydroxy-4'- 2,57
= 2-methyl-2-cyclohexen-1-ol 1331 C10H1502 056 170 methoxyacetophenone 1682 CoHuNOs 181
i i 5 _ | 1-Propanone, 1-(4-hydroxy-3-
Phenol, 2-methoxy 1090 C7HgO2 124 methoxyphenyl)- 1538 C10H1203 180
19 Linalool 1082 C10H180 1,48 154 44 Diisooctyl phthalate 2704 C24H3804 390
(+)-(1R,25,4R,7S,8S,11R)-
3:3,L1- Di-3,7-dimethyl-L-octyl
20 | Trimethyltricyclo[6.3.0.0(2,4)] | 2062 |  CisH2s03S 300 | - ! YO 12073 | CogHasOa 446
phthalate
undecan-7-ylmethanol
methanesulfonate 0.18
i Benzyl 2-Amino-2-methyl-4- 1,19 _ | 1,2-Benzenedicarboxylic acid, '
pentynoate 0 Ci3H16NO2 218 decyl octyl ester 3031 C26H4204 418
1,2-Benzenedicarboxylic acid,
- Oleyl Alcohol 2061 C18H360 268 - diundecyl ester 3428 C30H5004 474
_ | Benzyl (S)-2-Amino-2-methyl- i 2-hexan-3-
4-pentynoate 17141 CisHisNO: 217 yloxycarbonylbenzoic acid 1963 C1aH1804 250
[ e )




2-Naphthalenemethanol,
. 9,9- decahydro-.alpha.,.alpha.,4a-
- | bis(chloranyl)dispiro[3.0.3"{5 | 1450 C10H12C20 218 45 ; ' - 1593 C1sH260 222
N trimethyl-8-methylene-, [2R-
}.2"{4}]decan-10-one 2.alp
2-Naphthalenemethanol, 0,22
2,3,4,4a,5,6,7,8-octahydro-
21 Benzeneethanol 1136 CsH100 1,35 122 - alpha., alpha. 4a,8- 1598 C15H260 222
tetramethyl-, [2R
22 Octanoic acid 1173 CgH1602 0,26 144 - Rosifoliol 0 C15H240 220
(1S)-1,3,3-trimethylnorbornan- 1,2-Benzenedicarboxylic acid,
= 2.0l 1138 |  CioH1s0 154 146 | o methyloropyl ester | 1908 | CisHzO: | 086 | 278
1,85
. 1,2-Benzenedicarboxylic acid,
- L-.alpha.-Terpineol 1143 C10H180 154 47 butyl 2-methylpropyl ester 1973 C16H2204 0,33 278
24 | Benzofuran, 2,3-dihydro | 1036 CeH:O 015 | 120 |a4g | 2Hydroxybenzimidazole, |, 51 o 1 N O, 362
P ' 2TBDMS derivative
N-[3-(4-Butoxy-phenyl)-10-
| - OXOBﬁ%:'égiﬁ;‘G‘z_zl’f;%'_aza' 3713 | CaHzN:Os | g | 417
25 Geraniol 1228 C10H180 0,12 154 propionamide
3,4-Dichloro-1- .
] tributylsilyloxybenzene 2233 | CagHa0CrOSI 360
. _ | 1-Diphenyl(tert-butyl)silyloxy- .
26 Nonanoic acid 1272 CoH1802 5,90 158 A-methoxybenzene 2528 C23H260,Si 362
. ethanone, 1-(5,8-dimethyl-1-
27 2-methoxy-4-vinyl-phenol 1293 CyH1002 0,93 150 49 naphthalenyl)- 1806 CuH10 1,71 198
[ e ]




28 n-Decanoic acid 1372 C10H2002 0,09 172 - 4-Biphenyl methyl carbinol | 1742 CuH10 198
Azulene, 1,4-dimethyl-7-(1-
29 Eugenol 1392 C10H1202 4,24 164 - methylethyl)- 1472 CisH1s 198
Phenol, 2,2'-methylenebis[6-
50 (1,1-dimethylethyl)-4-methyl- 2788 Ca3H3202 1,29 340
Total : 96,63 %
Monoterpénes hydrocarbonés : 0,81%
Sesquiterpenes hydrocarbonés : 1,71%
Monoterpénes oxygéneés : 42,27%
Sesquiterpenes oxygénés : 1,97%
Autres : 49,87%
[ e )




IV.4. Structures chimiques avec nomenclatures des composés majoritaires identifiées dans I’huile essentielle de TG :

OH e}
OH
O O 5 p
o)
\\ /
¢
Ethanone, 1-(1,3a,4,5,6,7-
hexahydro-4-hydroxy-3,8-dimethyl- (+)-3-Carene, 10-(acetylmethyl) 2-Furanmethanol 3-Furaldehyde
5-azulenyl)

O
o \/\/Y
) Y on 5L

o) OH W,
Furfural Pentanoic acid Hexanoic acid Ethanone, 1-(1H-pyrrol-2-yl)
HO o
/\/\/\/\]40 04©1 HO N
/ —
OH
L . 4-(2,6,6-Trimethylcyclohexa- 1,3-
Nonanoic acid Eugenol Butyrovanillone (2,6,6-Trimethylcyclohexa- 1,3

dienyl)but-3-en-2-one
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éOH

(1S)-1,3,3-trimethylnorbornan-2-ol

0

Azulene, 1,4-dimethyl-7-(1-
methylethyl)

OH

D

O

ethanone, 1-(5,8-dimethyl-1-

L-.alpha.-Terpineol 4-Biphenyl methyl carbinol

naphthalenyl)
OH
HO
OH
X ©/\/
0
Linalool 2-(4-Methoxyphenyl)ethanol Benzeneethanol




1H-Pyrrole-2-carboxaldehyde

9,9-bis(chloranyl)dispiro
[3.0.37{5}.2{4}] decan-10-one

H
@]
H
HyC H,N
@]
H
HO
(O /O Z

~So
/ O

(+)-(1R,2S,4R,7S,8S,11R)-3,3,11-
Trimethyltricyclo[6.3.0.0(2,4)] Oleyl Alcohol Benzyl (S)-2-Amino-2-methyl-4-
undecan-7-ylmethanol pentynoate
methanesulfonate

- A 9

2-Butanone, 1-(2,3,6- 1-Naphthalenol, 1,2,3,4-tetrahydro-  1,2,3,4-Tetrahydro-4,5,7-trimethyl-
trimethylphenyl) 2,5,8-trimethyl 1-naphthol

——t

68

—



IV.5. Résultats d’identification des groupements fonctionnels par spectroscopie Infra-
Rouge :

Aprés le regroupement des fractions qui ont possédées les méme Rf, I’analyse par
spectroscopie IR de ces fractions a révélé la présence de 06 composés, tel que : Extrait Acétate
d’éthyle TG fraction N°1 (TGAEL), Extrait Acétate d’éthyle TG fraction N°2 (TGAEZ2),
Extrait Acétate d’éthyle PP fraction N°4 (PPAE4), Extrait Acétate d’éthyle PP fraction N°6
(PPAESG), Extrait Acétate d’éthyle PP fraction N°8 (PPAES) et I’extrait Ether di éthérique PP
fraction N°3 (PPEE3).

Les spectres obtenus ont été comparés avec celle d’éluant utilisé (Acétone) (Voir Annexe
N°03).

Composé TGAEL :
Le spectre IR du Composé TGAEL montre la présence des groupements fonctionnels
suivants :
> Une bande large & 3352,7 cm™ est assignée au groupement OH d’un alcool (liaison
hydrogéne).
> Deux pics a2922,2 cm™ et 2853,3 cm® correspondant aux C-H (Sp®) : CH et CHzde la
chaine aliphatique. Plus les bandes a 1459,3 cm™ confirmant la présence du CHzde la
chaine aliphatique et & 1377,3 cm™* caractéristique du groupe CHsa.
> Un pic a 1740,7 cm™ représentant le groupement C=0 d’une lactone.
> Une bande a 1559,9 cm™ correspondant a la vibration de la liaison carbonyle C=0.
> Des pics situées a 780,9 ; 721,2 et 661,6 cm™ caractérisent la liaison C-H (Sp?).

(Oliveira, R. N. et al., 2016 ; Fernandes Queiroz et al., 2015 ; Santiago Cintrén, M., et al.,
2016).

Composé TGAE?2 :
L’examen du spectre IR du composé TGAE?2 réveéle quatre bandes d’absorption :
> Une bande & 3429,2 cm™ attribuée au groupement OH d’un alcool.
> Les deux bandes & 2924,1 cm™ et 2853,3 cm™ correspondant aux C-H (Sp®) : CHz et
CHa. Cette présence est justifiée par les bandes a 1459,3 cm™ confirmant la présence
du CH: de la chaine aliphatique et & 1364,2 cm™ caractéristique du groupe CHs.
> Un pic situé a 1597,2 cm™ correspondant au groupement COO" du groupe carboxyle
(Chai, M. N., & Isa, M. I. N. ; 2013).
> La zone 1200-700 cm™ comprend de nombreuses vibrations attribuables aux chaines

saturées et insaturées, le pic a 721,2 cm caractéristique d’un C-H (Sp?).
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Composé PPAE4 :

Dans la figure20, on peut observer les groupements fonctionnels suivants :

>

Une bande large dans la région 3337,8 cm, correspond a la liaison hydrogéne liée du
groupement OH d’un alcool.

Les deux bandes a 2924,1 cm™ et 2853,3 cm™ correspondant aux C-H (Sp®) : CH2 et
CHa. Cette présence est justifiée par les bandes a 1459,3 cm™ confirmant la présence
du CHz2 de la chaine aliphatique et & 1362,3 cm™* caractéristique du groupe CHs.

Un pic situé a 1654,9 cm™ due aux vibrations d’élongation des liaisons C=C d’un cycle
aromatique (Bourahla, S., 2018).

Une bande d’absorbance environ 1230,0 cm™ peut étre attribué au C-O des polyols.
Une bande forte située a 1028,7 cm®, probablement reliée a 1’étirement C-O. (Moacir
Fernandes Queiroz 2015). Ou bien, elle correspond a la région de flexion C-O d'une
vibration C-O de cellulose non spécifiée (C¢ — 0 — H) (Santiago Cintron, M., et al.,
2016).

Composé PPAESG :
L’interprétation de spectre IR du compose PPAE6 mene aux remarques suivantes :

>
>

>

Une bande large a la zone 3386,3 cm™ attribuée au groupement OH d’un alcool.

Les deux bandes a 2924,1 cm™ et 2853,3 cm™ correspondant aux C-H (Sp?®) : CH: et
CHs. Cette présence est justifiée par les bandes a 1455,5 cm™ confirmant la présence
du CH: de la chaine aliphatique et & 1364,2 cm™ caractéristique du groupe CHs.

Un pic situé a 1736,9 cm™ caractéristique de la vibration d’élongation C=O des
groupements carboxyliques (cétones, aldéhydes, lactones ou des groupes
carboxyliques) (Bourahla, S., 2018).

Un autre pic situé a 1602,8 cm™ est associée a la vibration d’élongation C=C d’un cycle
aromatique (Bourahla, S., 2018).

Une bande forte & 1073,5 cm™ peut étre relative a la vibration de liaison C-O d’un alcool
secondaire (C-OH).

Un pic environ 698,9 cm™ est caractéristique d’un C-H (Sp?).
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Composé PPAES :
Le spectre IR du composé PPAES illustre les bandes de vibration suivantes :
> Une bande large entre 3442,2 cm™ et 3328,5 cm™ attribuée au groupement OH d’un
alcool.
> Les deux bandes a 2922,2 cm™ et 2853,3 cm * correspondant aux C-H (Sp®) : CH2 et
CHa. Cette présence est justifiée par les bandes a 1457,4 cm™ confirmant la présence
du CHz2 de la chaine aliphatique et & 1362,3 cm™* caractéristique du groupe CHs.
> Une bande forte environ a 1599,0 cm™ est attribuée aux vibrations d’élongation de la
liaison C=C d’un cycle aromatique.
> Une bande environ a 1164,8 cm™ peut étre relative a la vibration de liaison C-O d’un
alcool secondaire (C-OH).

> Deux pics a721,2 cm™ et 700,7 cm™ ont caractéristiques d’un C-H (Sp?).

Composé PPEES3 :
L’examen de spectre IR du composé PPEES3 révele quatre bandes d’absorption :
> Une bande & 3429,2 cm™ attribuée au groupement OH d’un alcool.
> Les deux bandes a 2927,8 cm™ et 2855,1 cm™ correspondant aux C-H (Sp3) : CH2 et
CHa. Cette présence est justifiée par les bandes a 1438,8 cm™ confirmant la présence
du CH: de la chaine aliphatique et & 1362,3 cm™ caractéristique du groupe CHs.
> Un pic situé a 1742,5 cm™ caractéristique de la vibration d’élongation C=O des
groupements carboxyliques.
> Une bande forte a 1049,2 cm™ peut étre relative a la vibration de liaison C-O d’un alcool
secondaire ou primaire (C-OH), et / ou au groupe ester C-O (Oliveira, R. N. et al.,
2016).
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V. Résultats des analyses spectroscopiques par RMN 1H et RMN 13C :
Les données RMN du 1H et du 13C de I’extrait PPAE4 sont regroupées dans le tableau 15.
Tableau 15 : Données RMN *H & 300 MHz, *C & 75 MHz dans le DMSO du composé PPAE4.

Atome o1+ (multiplicité ; J) 013C

1 7,42 (m) -

2 7,30 (m) 175,03
3 7,19 () 141,86
4 6,03 (d; 4,57) 128,34
5 4,83 (d; 3,09) 127,76
6 3,25 () 126,96
7 3,08 (s) 79,88
8 2,47 (s) 79,44
9 2,18 (t; 7,29) 73,91
10 2,01 (m) 34,14
11 1,47 (s) 31,77
12 1,23 (5) 29,51
13 1,17 (m) 22,58
14 0,93 (m) 14,45

Les spectres RMN du 1H et du 13C de I’extrait PPAE4 sont représentés aux figures 13 et 14.
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Figure 13 : Spectre de RMN du proton du produit PPAEA4.
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Le spectre RMN du 13 C du PPAE4 effectués dans DMSO-d6 & 75 MHz (Figure 14)

montrent la présence de 13 pics relatifs a 13 carbones.
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Figure 14 : Spectre de RMN du carbone 13 du produit PPAEA4.
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Tableau 16 : Données expérimentales RMN (ppm) de composé PPAE4 comparées aux données

de la littérature.

Expérimentale

Données de la littérature

Position 1H 13C 1H 13C Référence
34,5 7,42 (m) - 7,4 - 128,9 —131,4 | Zagane, A. (2011),
7,5 (m) Magalhées, A. F., et al.
(2004)
4 7,30 (M) 175,03 - 175,8 Cordova, W. H. P., et
al. (2006)
2 7,19 (s) 141,86 7,16 (s) 127,0 Cia Maximo, P., et al.
(2000)
r 6,03 (d; 128,34 - 128,3 Foutse, Y. (2017)
3,5 4,57) 7,50 (d) 128,9 Zagane, A. (2011),
Cuong,D.T.D., etal.
(2019)
6’ - 128,4 Karimov, A. M., et al.
(2017)
6 6,03 (d) 99,89 Noél, K. J., et al. (2016)
8 4,83 (d; 127,76 - 127,3 Karimov, A. M., et al.
3,09) (2017)
1"’ (glucose) 4,80 (d) - Tillequin, F., et al.
(1978)
2’ 3,25 () 126,96 - 126,0 Zagane, A. (2011)
57 (Rhamno- 3,25 (s) 68,4 Niassy, B., et al. (2004)
pyrannosyl)
277, 4” 3,24 (m) 69,93- 74,08 | Hadj Salem, J. (2009)
4> (Rhamno- 3,08 (s) 79,88 3,08 (s) 71,9 Niassy, B., et al. (2004)
pyrannosyl)
37,57 3,09 (m) 67,5- 77,4 Hadj Salem, J. (2009)
CHs 2,47 () 79,44 2,43 () 8,6
3"’ (glucose) 4,7 (m) 78,5 Zagane, A. (2011)
Cp 2,18 (t;7,29) | 7391 - 73,8 Zagane, A. (2011)
2’ (glucose) 3,21;3,25 | 73,1;74,08; | Cuong,D.T.D., etal.
(m) (2019), Hadj Salem, J.
(2009),
2"’ (glucose) - 73,85 Mostafa, E. S., et al.
(2021)
3 2,01 (m) 34,14 | 2,08 (dd) - Magalhaes, A. F., et al.
(2004)
CHzs.iso 1,47 (s) 31,77 1,44 (s) - Zagane, A. (2011)
5”’-Me, 6’’-Me 1,44 (s) 28,1 Cia Maximo, P., et al.
(2000)
CHs (sucre 1,23 () 29,51 1,2 (d) - Mabry, T. J., et al.
Rhamnose) (1964)
13 (hexyl) 1,17 (m) 22,58 1,17 (m) - Ziane, L. (2016)
6"’ (Rhamno- 0,93 (m) 14,45 0,98 (d) 17,3 Niassy, B., et al. (2004)
pyrannosyl) 0,93 (d) 17,7 Noél, K. J., et al.
6’ (2016)
[ 7]




VI. Les résultats de dosage des acides phénoliques :

Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu. L’acide
gallique a ¢été utilis¢é comme standard. L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de
750nm.

Avant de procéder a la détermination de la teneur en composés phénoliques, nous avons
établi une courbe d'étalonnage en utilisant l'acide gallique comme composé de référence. Les
résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage (figure 15), ayant I’équation :
y = 0,3333x — 2exp (-17), Rz = 1 La quantité des polyphénols a été rapportée en milligramme
d’équivalent de 1’acide gallique par 100 milligramme de poids sec de I’extrait (en mg
d’équivalent EAG/ 100 mg Ps).

y = 0,3333x
R2=1
0,06
E
S 0,05
0,04
.
< 0,02
2 0,01 e
8
0 0,05 0,1 0,15 0,2
Concentration de I'acide gallique (mg/ml)

an

Figure 15 : Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux.

VI.1. Résultats de dosage des polyphénols :

Le dosage des polyphénols totaux, nous donne une estimation globale de la teneur en
différentes classes des composés phénoliques contenus au niveau de I'extrait méthanolique et
aqueux des feuilles de Prunus persica, ainsi que dans 1’extrait méthanolique des feuilles et des
racines de Thapsia garganica.

Les teneurs en composé phénolique des deux échantillons sont consignés dans les
figures 16, 17.
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Figure 16 : Teneurs en polyphénols totaux des feuilles de Prunus persica.
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Figure 17 : Teneurs en polyphénols totaux de Thapsia garganica.

V1.2. Résultats de dosages des flavonoides :

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3), la catéchine a été utilisé comme étalon. L’absorbance a été lue dans une longueur
d’onde de 510 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant
I’équation : y = 0,333x R2 = 1. La quantité des flavonoides a été rapportée en milligramme

d’équivalent de la catéchine par 100 milligramme de poids sec de I’extrait (mg EC/ 100 mg Ps).
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Figure 18 : Courbe d’étalonnage des flavonoides totaux.

A partir de la courbe d’étalonnage, on peut estimer la teneur en flavonoides dans les
deux extraits méthanolique et aqueux de Prunus persica. (Figure 19), et dans les extraits

méthanoliques des feuilles et des racines de Thapsia garganica (Figure 20).
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Figure 19 : Teneurs en flavonoides totaux des feuilles de Prunus persica.
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Figure 20 : Teneurs en flavonoides totaux Thapsia garanica.

V1.3. Résultats de dosage des tanins condenses :

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode a la catéchine en milieu acide
(Price, M. L. et al., 1978). Cette méthode est basée sur la capacité de la catéchine a réagir avec
les unités des tanins condensés en présence d’acide pour produire un complexe coloré mesuré
a 550 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant
I’équation: y = 0,333%, R2 = 1 La quantité des tanins condenses a été rapportée en milligramme

d’équivalent de catéchine par milligramme de poids sec de I’extrait (mg EC/mg Ps).

0,12 y =0,3333x
Rz2=1

o
-

o
o
e}

Absorbance a 550 nm
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Concentration de la catéchine (mg/ml)

Figure 21 : Courbe d’étalonnage des tanins condensés des extraits de Prunus persica.
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Figure 22 : Teneurs en tanins condenses des feuilles de Prunus persica.
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Figure 23 : Teneurs en tanins condensés de Thapsia garganica.

VII. Résultats de ’activité antioxydante :
VI1.1. Piégeage de DPPH :

Les courbes illustrées dans les graphes suivants nous montrent que tous les extraits testés
sont capables de neutraliser le radical DPPH* au cours du temps et en fonction de la
concentration des antioxydants, ceci se traduit par la diminution de la concentration initiale de
ce radical en comparaison avec les controles (1’acide ascorbique).

Les valeurs obtenues nous ont permis d’obtenir le graphe suivant :
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y =104,01x + 41,165
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Figure 24 : Réduction de DPPH par 1’acide ascorbique.

La valeur des Clso de chaque extrait est déduite graphiquement par le tracé des courbes
de variation du pourcentage d'inhibition RSA (%) (Annexe 05) en fonction de la concentration

(mg / ml) de chaque extrait.

Les graphiques suivants récapitulent les Clso obtenues pour tous les extraits des deux plantes
TGetPP:

EAR BB 1,09:0,08
esr N 5 42+0,13

ESF &= 0,61:0,16

eTR EES 158:004
ETF M= | 1539:0,04
EFF B 081+0,09
EmMR BES 19:0,007

EMF BB 041:018

Extrait

Acide ascorbique P 008+0,4

0 2 4 6 8 10
Clgo (mg/ml)

Figure 25 : Clso des différents extraits de la plante Thapsia garganica.
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Figure 26 : Clsg des différents extraits de la plante Prunus persica.
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VI11.2. Suivi cinétique de I’activité anti-radicalaire par le test au DPPHe :

Pour mener a bien I’évaluation de 1’activité antioxydante des deux plantes étudiées, nous
avons fait une étude cinétique des extraits suivants : fractions butanolique, acétate d’éthyle et
éthérée des flavonoides, méthanolique brute et tanins pour les deux plantes Prunus persica
(feuilles) et Thapsia garganica (feuilles et racines). L’ensemble des résultats sont regroupés

dans les graphes suivants :
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Figure 27 : Réduction de DPPH par les différents extraits de la plante PP (feuilles).
(A): Extrait méthanolique ; (B) : Extrait flavonoides acétate d’éthyle ; (C) : Extrait
flavonoides éther di-éthérique ; (D) : Extrait flavonoides butanolique ; (E) : Extrait tannins.
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Figure 28 . Réduction de DPPH par les différents extraits de la plante TG (feuilles et racines).
(A): Extrait méthanolique F ; (B) : Extrait méthanolique R ; (C) : Extrait flavonoides acétate
d’éthyle F ; (D) : Extrait flavonoides éther di-éthérique F ; (F) : Extrait flavonoides
butanolique ; (G) : Extrait tannins F ; (G) : Extrait tannins R.
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A partir des résultats précédents, les courbes expriment la réduction d’une solution de
DPPH en fonction de temps, la réaction est exponentiel de type Y=Yo+ A exp (RoxX). On a
remarqué expérimentalement, lorsqu’on additionne un volume défini de I’extrait a un volume
déterminé de la solution DPPH, I’absorbance du mélange diminué vers une valeur trés basse et
stable. Ce résultat révélé que nos extraits ont un pouvoir antioxydant remarquable surtout que
leurs ty2 prennent un temps tres court pour les quatre concentrations. En plus, le pourcentage
de DPPH restant varient entre 6,81 et 24,9 pour les différentes concentrations étudiées (Annexe
N° 06).

Ces résultats justifient que les flavonoides restent une source majeure d’agents anti—
radicalaires, cette cinétique variant selon 1’extrait testé. Les parameétres caractéristiques de la
cinétique de réduction de DPPH" pour les extraits testés sont regroupés dans le tableau 17 et
tableau 18.

Parmi les extraits testés, I’extrait butanolique de la plante Prunus persica se trouve le
plus actif par rapport aux autres extraits.

Tableau 17 : Coordonnées cinétiques de réduction du DPPHe (PP)

Extrait Clso (mg/ml) PAR | Tceso(min) EAR Classification
E.F.EE 1,16 0.86 8,35 0,010 Intermédiaire
E.F.AE 1,00 1 8,24 0,012 Intermédiaire
E.F.B 0,39 2,56 1,87 0,136 Rapide
ET 1,19 0,84 5,99 0,014 Intermédiaire
E.M 0,99 1,01 5,54 0,018 Intermédiaire

Tableau 18 : Coordonnées cinétiques de réduction du DPPHe (TG)

Extrait Clso (mg/ml) PAR | Tceso(min) EAR Classification
E.F.AE 0,81 1,23 53,784 0,022 Lente
E.F.EE 0,8 1,25 53,12 0,023 Lente
E.F.B 0,69 1,44 44,16 0,032 Lente
ET.F 1,39 0,71 44,48 0,016 Lente
ETR 1,8 0,55 119,52 0,004 Lente
E.M.F 0,81 1,23 32,4 0,038 Lente
E.M.R 0,41 2,43 27,224 0,089 Lente
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VI11.3. Résultat du test d’activité antioxydante (méthode de FRAP) :
La méthode de FRAP est basée sur la capacité des antioxydants a réduire le fer ferrique
Fe3* en Fer ferreux Fe?', alors que la puissance de réduction est 1’un des mécanismes

antioxydants (Karagozler, A. A. et al., 2008).

Les résultats de I’activité réductrice des extraits méthanoliques des plantes étudiées sont
représentés dans les figures 29 et 30. Nous constatons que la capacité réductrice est

proportionnelle a I’augmentation de la concentration.
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Figure 29 : Réduction de fer par les différents extraits de Prunus persica.
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Figure 30 : Réduction de fer par les différents extraits de Thapsia garganica.
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VIIIl. Résultats de I’activité antimicrobienne :
VII11.1. Résultats de ’activité antibactérienne :

Pour I’exploitation in vitro de ’activité antibactérienne, les extraits méthanolique brut des
feuilles et des racines, Tanins feuilles et tanins racines, saponosides feuille et saponosides
racines et les flavonoides de Thapsia garganica L ont été évalués contre un ensemble des
bactéries pathogenes (salmonella typhimurium, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Klebsiella pneumonia, Citrobacter freundii et
Enterococcus faecalis).

Les résultats des tests de confirmation des souches bactériennes utilisées sont détaillés
a I’annexe N° 07.

Les résultats du test microbien des extraits par la méthode des disques sont regroupés dans
les figures 31 a 36. Le diamétre des zones d’inhibition se différe selon la sensibilité et /ou la
résistance de chaque souche bactérienne aux substances qui compose cette plante et la
concentration de ces substances.

Les résultats d’activités aromatogramme réalisées par la méthode de diffusion sur disque
sont évaluée par mesure des zones d’inhibitions autour des disques et peut étre symbolise par
des signes d’aprés la sensibilité des souches vis-a-vis de 1’extrait. Sachant que :

» Non sensible ou résistance : diamétre < 8mm.

» Sensible : diamétre comprise entre 9mm a 14mm.

> Trés sensible diamétre comprise entre 15mm a 19mm.

> Extrémement sensible : diamétre >20mm (Ponce et al., 2003).

La méthode des disques a donné des résultats plus ou moins importants pour les extraits
Au regard de ces résultats, nous avons observé que ces extraits exercent une activité

antibactérienne dose dépendante.
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Figure 31 : Résultats de I’activité antibactérienne des extraits sélectifs de Thapsia garganica

contre P. aeruginosa.
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Figure 32 : Résultats du I’activité antibactérienne des extraits sélectifs de Thapsia garganica

contre Bacillus cereus.
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Figure 33 : Résultats du I’activité antibactérienne des extraits sélectifs de Thapsia garganica

contre Enterococcus faecalis.
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Figure 34 : Résultats du I’activité antibactérienne des extraits sélectifs de Thapsia garganica

contre Staphylococcus aureus.
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Figure 35 : Résultats du I’activité antibactérienne des extraits sélectifs de Thapsia garganica

contre Salmonella typhi.
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Figure 36 : Résultats du I’activité antibactérienne des extraits sélectifs de Thapsia garganica

contre Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli.
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VI11.2. Test des antibiotiques :
Le test des antibiotiques a enregistré des differents résultats. Dans ce test on a utilisé six

types des antibiotiques appliqués sur deux souches bactériennes identifié telle qu’Escherichia

coli et Pseudomonas aeruginosa.

31 -
=26 1
E
o 21
,g 16 - BE. coli
811 - = = P. aeruginosa
6 r = b 3 .
FA SXT CM IPM CAZ (ov4

Antibiotique
Figure 37 : Résultats de test d’antibiotique contre E. coli et P. aeruginosa.

VI111.3. Résultats de ’activité antifongique :

Dans ce travail, ’activité antifongique des différents extraits sélectifs de Thapsia
garganica et Prunus persica a été effectuée sur deux souches fongiques qui ont été isolés et
identifiés dans le laboratoire de microbiologie de I'université de Tahri Mohamed Bechar.

Les deux souches fongiques utilisées dans cette étude sont le Penicillium
purpurogenum et |’Aspargillus flavus. Les extraits de deux plantes ont été partagés sur quatre
concentrations différentes (0.5, 0.25, 0.125 et 0.0625 g/ml). La lecture des résultats s’effectue
apres sept jours d’incubation dans un incubateur de 25°C.

Les témoins des deux souches fongiques ont enregistré un diameétre de 70 mm pour

I’Aspargillus flavus et un diametre de 35 mm pour le Pénicillium purpnrogenum.
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Figure 38 : Résultats de I’activité antifongique du les extraits de Thapsia garganica contre

I’Aspargillus flavus.
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Figure 39 : Résultats de I’activité antifongique du les extraits de Thapsia garganica contre le

Pénicillium purpurogenum.
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IX. Résultats de Pactivité antibactérienne in-vivo :

Les résultats obtenus de 1’activité antibactérienne in-vivo des différents extraits de TG

sur la souche Pseudomonas aeruginosa sont regroupées dans les figures ci-dessous.

La figure 40 représente le suivie de la température des lapins apres 1’ensemencement de

la souche

Pseudomonas aeruginosa sur les plaies.

Température (°C)

40,5

40

39,5

w
©

38,5

w
[e0)

37,5

w
hy

36,5
36
355

1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 5 Jour 6 Jour 7 Jour 8 Jour
Temps (Jours)

M Lapin 1
© Lapin 2
i Lapin 3
uLapin 4
@ Lapin 5
@ Témoin

Figure 40 : Suivie de la température des lapins.

La figure 41 représente le dénombrement des colonies de la souche Pseudomonas

aeruginosa apres 1’incubation de 24h pour chaque extrait.

700

600

N w B a1
o o o o
o o o o

Nombre des colonies

[uny
o
o

1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 5 Jour 6 Jour 7 Jour 8 Jour
Temps (Jours)

M Extrait 1
u Extrait 2
u Extrait 3
u Extrait 4
® Extrait 5

 Témoin

Figure 41 : Suivie de nombre des colonies.
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La figure 42 et figure 43 représente les tailles de plaies en cm horizontale et verticale

pour chaque lapin.
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Figure 42 : Taille horizontale des plaies (cm).
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Figure 43 : Taille verticale des plaies (cm).
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Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques (Annexe 01) réalisés sur les trois
extraits (éthéré, méthanolique et aqueux) des feuilles de Prunus persica (L). montrent la
présence des flavonoides, des tanins, des saponosides, des stérols et hétérosides stéroliques et
des quinones libres. Par contre, ils montrent I’absence des emodoles, des composés réducteurs,
des anthraquinones et des coumarines.

L'analyse des extraits dans la Thapsia garganica L. a permis de mettre en évidence
I’absence de quelque métabolites secondaires dans les feuilles comme les alcaloides bases, les
emodols, I’amidon, les anthracénosides, les anthocyanosides, les terpenoides, les coumarines,
les quinones libres, les composés réducteurs. En revanche, les résultats montrent la présence
des saponosides, des flavonoides, des tanins, les stérols et triterpénes et les acides gras. Pour
les racines, une absence totale a été observée pour les alcaloides bases, les emodols, les
flavonoides et les anthocyanosides. Par contre, les tests montrent la présence des alcaloides sels,
des coumarines, des tanins, et des stérols et triterpénes, des acides gras, des terpenoides, des
quinones libres, des composes réducteurs et I’amidon.

Benkrief, R. et al. (1990) avaient signalé que la Thapsia garganica (L.) contient les
alcaloides sels. Ces métabolites secondaires sont des précurseurs de drogues trés utiles en
thérapie clinique. D’autres constituants ont aussi détectés tel que les quinones libres et des
acides gras.

Concernant les résultats des analyses physico-chimiques des huiles essentielles de TG,
La densité est parmi les caractéristiques physiques généralement utilisée dans la classification
d’huile essentielle ; la densité de notre huile essentielle est inférieure & celle d'eau (1kg/cm?).

L'indice de réfraction de notre essence est 1.418. Un indice de réfraction variant
essentiellement avec la teneur en monoterpénes et en dérives oxygénés. Une forte teneur en
monoterpenes donnera un indice élevé. Pour certains auteurs (Boukhatem et al., 2010), le
faible indice de réfraction de I'HE indique sa faible réfraction de la lumiere ce qui pourrait
favoriser son utilisation dans les produits cosmétiques.

Le pouvoir de rotation indique si I'nuile est dextrogyre ou lévogyre, ce qui est un critére
important pour connaitre la pureté d'une huile est de -0.25 qui montrent que notre essence est
lévogyre.

La composition des huiles essentielles sont sujettes a plusieurs facteurs de variabilité,
facteurs externes et internes a la plante. Pour une espéce donnée la proportion des différents
constituants d’une HE peut varier suivant les conditions de stockage, la température, I’humidité
relative, la durée totale de I’insolation et le régime des vents exercent aussi une influence

directe, surtout chez les espéces qui possédent des structures histologiques de stockage
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superficielle (ex. : poils sécréteurs des Lamiaceae). Lorsque la localisation est plus profonde la
qualité est beaucoup plus constante. (Bruneton, 1999 ; Gyorgyi et al., 2006 ; Danute et al,
2004) ont constatés que la composition chimique de I’HE de D. carota récoltée dans des régions
propres est différente de celle obtenue dans des régions polluées.

Les parameétres physico-chimiques comme les constantes chimiques, I'indice d'acide
donne une idée sur le taux d'acides libres. Dans notre étude, cet indice demeure relativement
moyen. Cela peut trouver une explication dans la dégradation de I'HE (hydrolyse des esters)
durant sa conservation, ce qui est a terme préjudiciable. Inversement, un 1A inférieur a 2 est
une preuve de bonne conservation de I’essence (faible quantité d'acides libres). (Kanko C, et
al., 2004).

L’indice de saponification de notre huile est de 14.025 mg KOH/g. L’indice de
saponification peut nous renseigner sur la richesse d’une huile en acides gras a chaines longues
pour un poids donné de triglycérides, sur la qualité et la quantité des groupements carboxyliques
liés, complexés ou présents dans les substances susceptibles de former un savon avec une base
apres hydrolyse. Cet indice dépend des poids moléculaires des acides gras entrant dans la
constitution des triglycérides du mélange. Plus les molécules d’acides gras contiennent
d’atomes de carbone, moins I’indice de saponification est élevé (Karleskin G, 1992).

Concernant I'indice d'ester on a obtenu 11.80 mg KOH/g (Tableau 13) qui indique que
I'nydrolyse des esters présents dans I’HE se fait par chauffage, dans des conditions définies.

La valeur d'indice de peroxyde de notre huile est en accord aux normes de codex
alimentaires qui fixe une valeur inférieure a 10 Meq d'O2/Kg d'huile (Codex Alimentarius,
2009). Dans le cas de notre essence, l'indice de peroxyde est trés basse (1meq d’O2/g) (Tableau
13). Cette oxydation est probablement due aux conditions d'extraction et de conservation qui
peuvent provoquer une oxydation des acides gras insaturés entrainant ainsi leur diminution. Ce
constat a été confirmé par les travaux de Ghedira (2006) ou l'indice déterminé est de 65 Meq
d'O2/Kg.

Selon I'nypothése d’Appelbaum, M., et al. (1989) I'oxydation d'huile peut aussi due
aux d'autres substances présentes dans les huile telle que les caroténoides ; les vitamines A et

E qui peuvent subir des réactions d'oxydation induire un indice de peroxyde éleve.

L’analyse effectuée par CCM sur les différents extraits de deux plantes décele la
présence de plusieurs spots. Ce qui montre que les extraits obtenus sont de composition tres

complexe.
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Il est a noter que beaucoup de difficultés ont été rencontrés lors du choix de 1’éluant
dans la séparation des flavonoides et des tannins, ce souci est expliqué par le fait que ces
composés posseédent plusieurs OH qui sont trés polaires. Le meilleur systeme utilise est :
I’acétate d'éthyle / MeOH pour les extraits éther di-ethyrique des deux plantes, et Toluene /
MeOH / EtOH pour les extraits de acétate d’éthyle.

L’analyse de la composition chimique de I’huile essentielle issue des feuilles de Thapsia
garganica a permis d’identifier 50 composés. Ces 50 composés ont une aire cumulée qui
correspond 96,63 % des aires cumulées de 1’ensemble des constituants de I’huile essentielle.
De fagon générale, I’analyse de la composition chimique des huiles essentielles des feuilles de
Thapsia garganica a montré une prédominance en monoterpénes oxygénés (42,27%). Les
sesquiterpénes oxygénes et hydrocarbonés sont respectivement présents a 1,97% et 1,71%, les
monoterpenes hydrocarbonés sont trés minoritaire, a 0,81% et les autres composés sont a
49,87% (Tableau 17). Les constituants (+)-3- carene, 10-acetylmethyl (25,69%), 1’alcool
furfurylique (10,96%), le furfural (7,69%), Ethanone, 1-(1H-pyrrol-2-yl) (6,49%), L'acide
heptanoique (6,17%), ’Eugenol (4,24%) et Butyrovanillone (2,57%) composent les composés
majoritaires de 1’huile essentielle des feuilles de T. garganica.

Tableau 19 : Constituants majoritaires issus des huiles essentielles de la plante Thapsia

garganica en comparaison avec la littérature.

Constituants Pourcentage | Partie étudiée Référence
p-vinylguaiacol 61,61%
Linalool 6,47% Fleurs
1,4-dimethylazulene 6,31% Feuilles Ladjel, S., et al., (2011)
Limonene 5,15% Tiges
Geraniol 1,17%
p-vinylguaiacol 48,0% Fleurs
61,3% Fruits
Linalol 11,6 % Fleurs Avato, P. (1991)
8,6) Fruits
Geéraniol 3,1% Fleurs
4,2% Fruits
Chamazuléne 58,3 % Fleurs Casiglia, S., et al., (2016)
49,2 % Feuilles
Myristicine 15,07 %
Thuyone 14,86 % Racines Hachem, K., et al., (2017)
Elémicine 13,06 %
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Bicyclogermacréne / Racines Hassen, 1., et al., (2015)
Les guaianolides / / Andersen, T. B., et al., (2015)

En ce qui concerne les résultats des analyses spectroscopiques par RMN, Le composé
PPAE4 se présente sous forme d’un solide jaune, soluble dans le méthanol. Ce composé est
obtenu de la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait flavonoides des feuilles de Prunus persica L.

Le spectre RMN 1H de composé PPAE4 (figure 13) présente un massif de protons
résonant entre 7,30 a 7,42 ppm correspondant aux protons aromatiques. Un signal singulet a
7,19 ppm attribué a H-2’ (cycle B du squelette flavonoide). Il montre aussi a champ tres faible,
deux signaux résonants sous forme de doublet a 6,03 et 4,83 ppm, correspondant respectivement
aH-1’,3",5,6" ou H-6, et H-8 ou H-1"" (glucose). Il présente également a champ fort trois
signaux singulet attribuables aux protons d’un sucre de type Rhamnose résonant a ¢ 3,25 ; 3,08 ;
et 2,47 ppm. La valeur du déplacement chimique d’un signal triplet résonant a 2,18 ppm attribué
au solvant DMSO. Il montre un faible signal sous forme de multiplet & 2,01 ppm correspondant
au H-3. Les valeurs des déplacements d’un signal singulet a 1,47 et 1,23 ppm sont attribuées
aux groupements méthyles de sucre Rhamnose. Et deux signaux sous forme de multipleta 1,17
et 0,93 ppm correspondant respectivement au H-13 d’un groupement hexyl et H-6’"" de sucre
Rhamnose.

Tableau 20 : Les déplacements chimiques (*H, *3C) et les corrélations dans la littérature.

Déplacement

. inlicita Partie
chimique 8 | |ntégration Multiplicite Attribution _ Référence
(J Hz) étudiée
(ppm)
cycle benzénique
7,48 et 7,57 / / o
monosubstitué
proton méthine
6,03 / S contenant de
I'oxygéne Kant, R., et
groupe méthoxy al., (2018)
3,09 / S aromatique en
position C-6
roupe méthyle du
1,27 / S Jroup Y
rhamnose
. Raturi, R., et
4,07-4,92 1H m multiplet de sucre | Ecorce
al., 2011
[ o



73,5 C-2’(glycone)

3,07- 3,60 / / protons de sucre

7,35 3H m H-3,4,5

7,45 2H m H-2, 6

73,47 / d c-2 Backheet, E.

127.81 / d C-2,6 Feuilles Y. etal,

128,14 / d C-4 Ecorce (2003

128,16 / d C-35 des tiges

73,13 / / C-2”

73,73 / d C-2’

3,3et3,9 glucose

4,25-4,35 Le proton du Mabry, T. J.,
rhamnose C-1

0,8-0,95 méthyle etal. (1964

1,2 d le groupe méthyle

Finalement, 1’¢lucidation de la structure chimique définitive de composé PPAE4
nécessite d’autres techniques d’analyses spectroscopiques tels que: la RMN 2D et la
spectroscopie de masse. Et méme la faible quantité de I’extrait utilisée au cours des analyses
RMN reste la premiére contrainte dans I’interprétation des spectres RMN.

Les teneurs en phénols totaux dans les extraits méthanolique et aqueux de la plante PP
ont été déterminées par la méthode au réactif de Folin-Ciocalteu. Selon les résultats mentionnés
dans la figure 18, les teneurs en phénols totaux varient entre 2,54 + 0,88 et 1,14 + 0,39 mg
d'acide gallique /100ml pour I’extrait méthanolique et I’extrait aqueux, respectivement.

Selon la figure 17, le taux des flavonoides des feuilles de P. persica est de 1,16 +
0,40mg/100g pour I’extrait méthanolique, alors que pour I’extrait aqueux, il est de 3.42 +
1,19mg/100g.

L’analyse des résultats de la teneur en tanins condensés dans les feuilles de PP consigné
dans la figure 24 révele que ’extrait aqueux est plus efficace pour I’extraction des tanins

(0.065+0,02 mg EC/g Ps) que I’extraction par le méthanol (0.025 + 0,009 mg EC /g Ps).
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Tableau 21 : Comparaison des teneurs en polyphénols de la plante Prunus persica avec la
littérature.

Tanins
Phénols Flavonoides )
condensés ) Parie o
totaux (Eq totaux (Eq Extrait o Reférence
(Eq AG/100g étudiée
AG/100g PS) | C/100g PS)
PS)
238.7 £5.44 / / Ethanolique Yi, H. S. etal.
217.0 + 4.66 / / Aqueux ) 2008
<a0.05eta / ) Différents Gasparotto, J.
0.0001 pg extraits etal., 2014
60,14 et
) 1030,06 / / Pelures | Zhao, X. etal.,
70,85 et Pulpes (2015)
374,30
Ribarova, F., &
50,09 15,0 / / / Atanassova, M.
(2005)
) 599,7-785,5 ) ) Pelures | Manzoor, M. et
301,3-499,7 Pulpes | al. (2012)
) Fellah, K., et
/ / 41,8+19,49 / Feuilles
al. (2019)

Andreotti, C. et al., (2008) ont mentionné que les quantités moyennes des acides
phénoliques étaient d'environ 25 mg/g™* de matiére séche dans 60 jours aprés la floraison
compléte, et ont diminué a 3 mg/g* de matiére séche lors de la maturation dans le tissu pulpeux.
D’une autre part, Noratto, G. et al, 2009 ont trouvés que les polyphénols de péche peuvent
inhibés la croissance de tumeur et le métastase des poumons par un taux de 0, 8 — 1,6 mg/jour.

Par contre les résultats de teneurs en polyphénols des extraits de la plante TG montrent
un taux égal a 2.21 + 0,77 mg d’acide gallique/100ml dans les feuilles, et un taux égal a
1.63+0,56 mg d’acide gallique/100ml dans les racines.

Dans I’autre c6té, 1’extrait méthanolique des feuilles de TG posseéde une teneur en tanins
condensé¢ (0,12 = 0,04 mg EC/ g Ps) supérieur de I’extrait méthanolique des racines (0,04 +
0,015 mg EC/ g Ps).
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Tableau 22 : Comparaison des teneurs en polyphénols de la plante Thapsia garganica avec la
littérature.

Phénols _
Tanins
totaux Flavonoides ) .
condenses Partié o
(Eq totaux (Eq o Réference
(Eq AG/100g étudiée
AG/100g C/100g PS) pS)
PS)
21491 Racines
7,52+0,12
2,33 .
i Yasmine, B.,
191,74 Feuilles
11,31 +0,11 (2011)
1,03
15,25 + 0,37 Fleurs
7,63 et 2,50 Partie Djeridane, A.
52,94% aérienne | et al., (20086,
2007)
47.64+1.43 Feuilles | Rached et al.,
(2010)
4,73+£0,22 | Acétate Athmouni,
d’éthyle K, et al
3,74 +£0,25 | Aqueux (2015)
2,24 £ 0,17 | Méthanolique
2,24 £ 0,17 | Hexanoique
Grains TIili, N. et al.
0.62-131
(2015)

En comparant les teneurs en flavonoides a celles des composés phénoliques dans tous
les extraits, nous remarquons qu'elles sont toutes plus faibles, ce qui indique que les extraits
contiennent d'autres composés phénoliques possédant d’autres structures chimiques que celles
des flavonoides (acides phénoliques, tanins...).

Les teneurs en tanins peuvent étre influencés par plusieurs parametres, tels que
I’augmentation de la température qui favorise d’une part la diffusion et la solubilité des
substances extraites, d’autre part elle détruit certaines substances fragiles (Jokic, S. et al.,
2010). Cette augmentation des teneurs en tanins condensés dans les décoctés peut étre expliquée
par la destruction par la chaleur des polyphénols oxydases (PPO) qui baissent la teneur en
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polyphénols ; ainsi, la rupture de liaisons entre les polyphénols et d’autres substances
(protéines, polysaccarides...) (Lutz, M. et al., 2011). Notant aussi, que quel que soit le mode
d’extraction, I’eau enregistre les teneurs les plus élevées en tanins condensés. En revanche, le
méthanol extrait faiblement les tanins, mais le probleme selon (Barahona Rosales, R. (1999)
et (Jokic, S. et al., 2010) est que I’eau, spécialement a hautes températures, extrait aussi des
substances indésirables comme les protéines, les lipides et les colorants non phénoliques qui
causent des interférences lors de dosage des tanins. L’extraction des tanins condensés dépend
de leur nature chimique, du solvant utilisé et des conditions opératoires (Chavan, U. D. et al.,
2001).

A propos des tests de I’activité antioxydante de nos extraits avec la technique du CCM
ont démontré la présence d’un pouvoir antiradicalaire révélé par I’apparition d’une tache jaune
sur la plaque CCM pulvérisée avec le DPPH, ce qui signifie qu’il a eu piégeage des radicaux
libres DPPH (test qualitatif). Apres la confirmation du pouvoir antioxydant de nos extraits via
la technique CCM, et dans le but d’approfondir notre étude sur cette activité, une évaluation
par quantification spectrophotométrique a été effectuée sur les différents extraits avec
I’utilisation de 1’acide ascorbique comme étant controle positif.

Le graphe (figure 12) illustre la stabilité et linéarit¢é de 1’intervalle des solutions
préparées de DPPH". La courbe montre que la solution DPPH préparée avait une bonne stabilité
(une droite avec un trés bon coefficient corrélation R?> = 0,99). Les Clsp sont calculées
graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés; pourcentages d’inhibition
en fonction de différentes concentrations des fractions testées. Il est a noter que le pouvoir
antioxydant des différents extraits a été déterminé a partir des Clso, ¢’est la concentration
nécessaire pour réduire 50 % du radical DPPH. Plus la valeur d’Clsg est petite, plus 1’activité
de I’extrait testé est grande (Khoudali, S., et al., 2014).

En comparaison a I’acide ascorbique qui a le meilleur pouvoir antioxydant avec (Clso =
0,12 + 0,40 mg/ml), les résultats montre que 1’extrait méthanolique, 1’extrait des saponosides,
et ’extrait flavonoides des feuilles de T. garganica possedent les meilleur pouvoir anti-
radicalaire avec des valeurs de Clso égal a 0,41 + 0,15; 0,61 + 0,16 ; 0,81 £ 0,09 mg/ml,

respectivement.

1,39 + 0,04; 1,80 + 0,04
mg/ml), I’extrait méthanolique (Clso= 1,90 = 0,007 mg/ml), et I’extrait alcaloides (Clso = 8,42

En revanche, I’extrait tanins (feuilles et racines) (Clso

+ 0,13mg/ml) des racines de TG possedent un pouvoir de pié¢geage de radical DPPH- tres faible.
Nos résultats sont presque similaires avec des travaux précédentes, ou l'activité de piégeage la

plus forte a été observée dans la fraction d'acetate d'éthyle suivie par I'extrait de méthanol, avec
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des valeurs CI50 de 0,16 + 0,02 et 0,24 + 0,04 mg/ml d'extrait respectivement. Les extraits a
I'nexane et a l'eau des feuilles de T. garganica ont la plus faible capacité de piégeage des
radicaux DPPHe avec des valeurs CI50 de 0,27 £ 0,06 a 0,36 £ 0,01 mg/ml d'extrait
respectivement (Athmouni, K. et al., 2015). D’autres études faites par Yasmine, B. (2011), et
Alghazeer, R., et al. (2012), ont montré que les extraits des feuilles et des fleurs présentent une
meilleure activité réductrice que I’extrait des racines. En effet, Rached et al., (2010) ont montré
que les extraits des feuilles de Thapsia garganica L. ont exhibé une inhibition positive du
radical DPPH. En citant aussi 1’étude récente de Nebeg Halima (2020) qui a trouvé que les
valeurs CI150 varient de (0,05%0,00 et 0,3+0,009mg/ml) pour les extraits de méthanol provenant
des feuilles et des racines, respectivement. En sait préalablement que, les valeurs des CI50
étudiés par Naffati et al. (2017) des extraits aqueux (0,02mg/ml) sont supérieurs a celles des
extraits éthanoliques (0,024 mg/ml) de la partie aérienne de Thapsia garganica. Encore, les
extraits méthanoliques de graines et feuilles étudiés par Tlili N., et al. (2015) ont des valeurs
du CI150 proches de celles des extraits méthanoliques de graines de Thapsia garganica avec une
valeur de 0,046 mg/ml.

Par ailleurs, si on compare nos résultats avec ceux des autres especes de la méme famille
d'Apiaceae, les extraits des graines de Thapsia garganica ont des activités plus importantes que
celles de graines d’anis et de coriandre (espéces majeures de cette famille), avec des C150 de 0,
687 + 0,028mg/ml et 1,930 * 0,024 mg/ml respectivement (Martin, N. 2016).

A partir des résultats trouvées, on remarque que 1’extrait butanolique de la plante P.
persica a un pouvoir antioxydant supérieur avec une Clso = 0,39 = 0,21 mg/ml, suivi
par I’extrait des saponosides (Clso= 0,69 + 0,15 mg/ml), 1’extrait méthanolique (Clso= 0,99
0,10 mg/ml), I’extrait d’acétate d’éthyle (Clso = 1,00 £ 0,10 mg/ml), ’extrait éthérique (Clso =
1,16 + 0,06 mg/ml), alors que I’extrait des tanins révele une faible activité antioxydante (Clsg
= 1,19 + 0,08 mg/ml). La recherche réalisée par Dhingra, N., et al. (2014) est en accord avec
nos résultats, ce qui est prouvé par les valeurs CI50 (0,184 + 0,008 et 1,008 + 0,004 mg/ml)
pour la fraction d'acétate d'éthyle et la fraction d'hexane, respectivement.

Notons aussi que Djenidi, H. (2020) qui a travaillée récemment sur 1’extrait hydro-
méthanolique des fruits de péche ou elle a trouvé une valeur de C150=0.98+0.02mg/ml. D’autre
étude effectuée par Mokrani, A., & Madani, K. (2016) ont prouvé que lorsque la température
passe de 25°C a 37,5°C, le DPPH-RSA est réduit avec des pourcentages d'inhibition de 48% a

39%, respectivement.
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Pour ce qui est du suivi cinétique, les figures (25 et 26) illustrent la variation de
pourcentage de DPPH réduit par les différents extraits en fonction du temps. Des profils trés
identiques sont observés a des concentrations éleves. Quel que soit le type d’extrait étudié, une
corrélation inversement proportionnelle entre le pourcentage de DPPH et le temps de la
réaction. Les résultats révélent que I’extrait des tanins de Thapsia garganica (feuilles) a un
pouvoir antioxydant élevé pour un temps 121 secondes qui peut réduit le DPPH de 30 a 04%
(0,625 mg/ml), alors qu’il est important de souligner que beaucoup de travaux décrits dans la
littérature confirment bien que les tanins ont un bon pouvoir antioxydant tres significatif
(Amadou, I., et al., 2011). De méme 1’extrait brute méthanolique des (feuilles) de Thapsia
garganica a un pouvoir antioxydant important avec une réduction de DPPH de 30 a 05% en
durée de 130 secondes, ce qui est lié a leur contenu en polyphénols, en flavonoides et en tanins.
Alors que I’extrait butanolique des flavonoides (TG) révéle une fiable activité antioxydante
avec réduction de DPPH de 30 a 04% avec un temps plus large vers 300 secondes. On trouve
une bonne activité antioxydante de 1’extrait butanolique des flavonoides (0,625 mg/ml) de
Prunus persica en réduisant le taux de DPPH de 32% jusqu’a 03,5% au cours de 200 secondes,
bien que I’extrait des tanins (0,156 mg/ml) de cette plante réduise le DPPH de 33% a 4% au
cours de 185 secondes.

Pour les autres extraits, on constate une activité moyenne de réduire le DPPH qui
nécessite plus du temps (réaction assez lente). IL est a signaler que trés peu des travaux en
matiere de suivi cinétique de 1’activité antioxydante des deux plantes étudiées sont affichés dans
la littérature. Ou Fellah, K. et al., (2020) on observons que 1’augmentation de la concentration
des extraits testés réveéle une diminution proportionnelle avec le pourcentage résiduel du DPPHe
a un point ou il y a presque la réduction totale de ce radical comme le cas de la fraction
butanolique de P. persica L. avec 3.87% apres 5.5 min.

L’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode de FRAP a été développée
pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe®*) présent dans le
complexe KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?*). En effet le Fe3* participe a la formation du radical
hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700
nm (Oyaizu, 1986), et les résultats obtenus sont dressés dans les figures 27 et 28.

Les résultats du pouvoir réducteur de nos extraits presentent un pouvoir réducteur du

Fer assez important que 1’acide ascorbique. Les résultats obtenus montrent que la capacité de
réduire le fer par nos extraits est nettement supérieure a celle de I’acide ascorbique. Peu de
données bibliographiques concernant I’activité antioxydante par la méthode de FRAP des

plantes choisies sont disponibles. Nebeg Halima (2020) a trouvé des valeurs de CI50 égal a
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0,18+0,01 mg/ml et 0,5£0,009 mg/ml pour les feuilles et les racines de T. garganica,
respectivement. D’autre part, 1’étude réalisee par Athmouni, K., et al. (2015) confirme que
les feuilles de T. garganica ont montré une activité antioxydante plus élevée dans I'extrait
d'acétate d'éthyle (1,21 + 0,01 mg ET/g Ps) suivi par I'extrait de fraction éthanolique (1,08 +
0,21 mg ET/g Ps), et la moindre quantité de piégeage FRAP a été observée dans l'extrait
aqueux (0,48 = 0,02 mg ET/g Ps) suivi par la fraction hexanoique (0,74 £ 0,01 mg ET/g Ps).
Rappelons aussi que Jmii, G., et al., (2020) ont mentionné que les activites les plus élevees
ont eté obtenues avec les racines traitées de TG (22,00 g/mL) et les feuilles traitées de TG
(32,00 g¢g/mL), contre 45,00 g/mL et 59,00 g/mL, enregistréees dans les témoins,
respectivement. Concernant la plante P. persica, une valeur de C150= 21,47+1.44 mg/ml a été
trouvé par Djenidi, H. (2020), et 1’étude de Mitic, V., llic, et al., (2016) sur différents
cultivars a conduit aux valeurs C150 = 0.28 £ 0.02 a 1.15 = 0.03 mmole Fe / g.

En conclusion, on peut conclure que ces résultats confirment bien que les flavonoides
et les tanins restent une source importante d’agents anti-radicalaires.

En ce qui concerne 1’activité antibactérienne de la plante TG, on a trouvé que la zone
d’inhibition la plus élevé conte la souche Pseudomonas aeruginosa est celle des extraits des
flavonoides (fraction n-butanol) et des saponosides (feuilles) avec un diameétre de 20 mm pour
la concentration 0.5 g/ml, et un diametre de 18 mm pour les flavonoides (fraction acétates
d’¢éthyle et fraction éther diéthylique) pour la concentration 0.5 g/ml. Pour les Bacillus cereus,
le diamétre d’inhibition est de 1’ordre de 11 mm pour les extraits saponosides (racines) et
flavonoide éther diéthylique pour la concentration 0.5 g/ml. Par contre la concentration 0.25
g/ml a donné un diametre de 08 mm. Un méme diameétre pour 1’extrait des tanins feuilles de
concentration 0.5 g/ml et de concentration 0.25 g/ml, et la concentration 0.5 g/ml donne un
diamétre de 10 mm. La concentration 0.25 g/ml de I’extrait des saponosides (feuilles) donne un
diamétre de 09 mm. L’effet des extraits contre 1’Enterococcus faecalis donne un diametre de
10 mm pour la concentration 0.5 g/ml de saponosides (feuilles), et un diamétre de 09 mm pour
la concentration de 0.5 g/ml de I’extrait méthanolique (feuilles) et 1’extrait méthanolique
(racines).

Un diamétre de 08 mm pour la concentration de 0.25 g/ml des saponosides (feuilles), et
aussi pour la concentration 0.5 g/ml des extraits flavonoides n-butanol et flavonoides éther
diéthylique. Un diametre de 07 mm pour les concentrations 0.5 et 0.25 g/ml des saponosides
(racines). Tandis que la souche staphylocoques aureus on a enregistré un faible effet dont le
diamétre d’inhibition est de 08mm pour les concentrations 0.5 et 0.25 g/ml de I’extrait des

saponosides (feuilles), et 07mm pour la concentration 0.5g/ml de 1’extrait méthanolique
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(feuilles). Pour les souches Salmonella, Escherichia coli et K. pneumoniae ont révélées une
grande résistance contre les différents extraits étudiés de Thapsia garganica.

Les résultats du test d’aromatogramme ont montré une réduction de croissance basse a
la concentration 0.5; 0.25; 0.125 mg/ml de I’huile essentielle de TG vis-a-vis Citrobacter
freundii; Bacillus cereus avec des zones d’inhibitions allant de 6mm a 9mm ; Staphylococcus
aureus, salmenella typhi, Enterococcus faecalis ont été les bactéries les plus sensibles (zone
d'inhibition ente 13mm a 15 mm) a la concentration de 1mg/ml de huile.

Comme il est rapporté dans la littérature nous considérons qu’une huile essentielle a une
action bactériostatique si son diameétre d'inhibition est supérieur a 12 mm (Baudoux, D., et al.,
2009; Sagdig, O., 2003) ou a 15mm (Rossi, P. G., 2003).

Les bactéries a Gram (-) possédent une forte résistance, cette résistance n’est pas
surprenante, elle est en relation avec la nature de leurs membranes externes qui se compose des
phospholipides, des protéines et des lipopolysaccharide ce qui rend cette membrane
imperméable a la plupart des agents biocides (Fauchere, J. L., & Avril, J. L., 2002 ; Bouhdid,
S. et al., 2006).

La résistance de ces bactéries n’est pas surprenante, en fait, ces bactéries possedent
une résistance intrinséque aux agents biocides qui est en relation avec la nature de leurs
membranes externes composees de lipopolysaccharides qui forment une barriere imperméable
aux composés hydrophobes. En présence d’agents perméabilisant de la membrane externe, des
substances inactives contre ces bactéries deviennent actives. Il cause la perforation de la
membrane bactérienne par 1’extrait et le flux rapide des composants cytosoliques (Thuille, N.
et al., 2003).

Cowan, M. M. (1999) a signalé que les polyphénols notamment les flavonoides et les
tannins sont reconnus par leur toxicité vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de
toxicité peut étre lié a l'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les
carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les adhesines microbiens, les protéines
de transport et 1’enveloppe cellulaire.

De I’autre coté, les tests d’antibiogramme montrent que le plus grand effet apparié est
pour IPM contre les souches bactrienne E-coli dont une zone de 30 mm de diamétre. L’analyse
du profil de la résistance des souches d’Escherichia coli montre une augmentation des taux de
résistance pour les pénicillines avec un pourcentage de 71.1% pour I’ampicilline, de 78.8%
pour I’amoxicilline, de 80.8% pour la ticarcilline et de 53.8% pour la pipéracilline (Djahida,

S.etal., 2011). Les quatre autres antibiotiques (FA, CM, CAZ et CZ) utilisés n’ont donné aucun
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résultat contre les deux souches utilisées dans ce test. Nous rappelons que le comité de
I’antibiogramme de I’SFM (Bonnet, R., et al., 2013) a montré que la résistance naturelle est
caractéristique d’une espece bactérienne. Elle délimite le spectre naturel de I’antibiotique et
constitue une aide a I’identification. La résistance naturelle se traduit habituellement par des
CMI supérieures a la valeur critique basse de la concentration de 1’antibiotique concerné.

Au sujet des résultats de I’activité antifongique de la plante TG, on constate que les deux
souches fongiques utilisées dans cette étude sont le Penicillium purpurogenum et I ’Aspargillus
flavus. Les nefs extraits sélectifs de Thapsia garganica L utilisés sont: I’extrait brut
méthanolique de feuilles et racines, les tanins de feuilles et racines, les saponosides de feuilles
et racines et les flavonoides (n-butanol - acétates d’éthyles — éther d’éthylique). Chaque extrait
est partagé en quatre concentrations différentes 0.5, 0.25, 0.125 et 0.0625 g/ml.

La lecture de ces résultats s’effectue aprés sept jours d’incubation dans un incubateur
de 25°C. Les témoins des deux souches fongiques ont enregistré un diametre de 70 mm pour
I’Aspargillus flavus et un diametre de 35 mm pour le Pénicillium purpnrogenum.

Généralement 1’extrait le plus efficace contre /’Aspargillus flavus est I’extrait brut
méthanolique des racines dont il limite la croissance de ce champignon dans les limites d'un
maximum de 46 mm pour la concentration 0.5 g/ml par rapport aux autres extraits, suivie par
les extraits des flavonoides acétates d’éthyle et saponosides feuilles avec un diamétre de 50mm
pour la concentration 0.5 g/ml. Les extraits des tanins des feuilles ont les plus faibles pouvoir
antifonhique, ou la zone de croissance est arrivée jusqu’a 58 mm pour la concentration 0.5 g/ml.
Pendant que, I’extrait des flavonoides acétate d’éthyle est le meilleur inhibiteur en comparaison
aux autres extraits de Thapsia garganica sur le Pénicillium purpnrogenum dont il a enregistré
un diametre de croissance qui n’a pas dépassé 05 mm pour les concentrations 0.5 et 0.25 g/ml.
Ensuite, les tanins feuilles dans lesquels ces souches enregistrent un diamétre de croissance qui
ne dépasse pas les 08 mm pour la concentration 0.5 g/ml. Contrairement aux tanins des racines
qui ont un effet d’inhibition faible (10 mm de croissance) pour la concentration 0.5 g/ml, alors
que la concentration de 0,0625 g/ml n'a marqué aucune efficacité (35 mm).

La lecture des diamétres de la croissance de nos souches sous l'effet des différentes
concentrations d'huile de Thapsia garganica démontre une capacité de cette huile a réduire la
croissance radiale mycélienne, aprés 5 jours d'incubation ou l'on note une petite légére
fluctuation de la croissance mycélienne a la concentration prélevé d’huile.

Généralement, il y a une forte inhibition de la croissance radiale sur le milieu solide
contre le Pénicillium purpurogenum, on a trouveé une meilleur inhibition par ’effet d’huile

essentielle avec un diameétre de 8 mm pour la concentration 1 mg/ml et avec un diamétre de 30
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mm pour Aspergillus flavus pour la méme concentration. Les meilleurs effets d’inhibition
contre le Pénicillium purpurogenum et Aspergillus Flavus sont a 32% et 60%, respectivement
pour la concentration de 1 mg/ml.

Finalement, les tests préliminaires de ’activité antibactérienne in-vivo de nos extraits
montrent un effet positif dans I’inhibition de la croissance de la souche Pseudomonas
aeruginosa sur les plaies provoqués aux dos des lapins. En plus nos extraits montrent une
diminution de la température des lapins trés remarquable, et encore une bonne réduction des
tailles des plaies dans une période de 07 jours. Dans notre expérience, 1’extrait flavonoides éther
di-éthérique est considéré comme un bon anti-Pseudomonas, suivie par I’extrait des tannins
(feuilles) de la plante Thapsia garganica qui a donnée des bons résultats mais apres une

semaine.
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La connaissance et I’usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine de
I’étre humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique est trés accentuée dans ces
derniéres années grace aux thérapeutiques qu’elles procurent. Cette diversité en propriétés
biologiques est liée certainement aux vertus thérapeutiques attribuées a une gamme
extraordinaire de molécules bioactives synthétisees par la plante non seulement comme des
agents chimiques contre les maladies, les herbivores et les prédateurs mais aussi comme des
agents médicinaux tels que les antioxydants.

Les régions de Saida et Nadma sont riches en plantes aromatiques médicinales,
I’importance de ces plantes a été observée grace aux utilisations traditionnelles par les
populations. Mais tenant compte des facteurs climatiques, de I’environnement, socio-
économiques certains especes deviennent de plus en plus rares et d’autres demeurent
abondantes.

Le travail que nous avons entrepris a pour objectif principal 1’extraction et I’é¢tude
phytochimique et biologique des extraits sélectifs de la Thapsia garganica L. (partie feuilles et
racines) de la région de Saida « Ain el hadjer » et les mémes pour la plante Prunus persica L.
(partie feuilles) de la région de Nadma «Moughrar ». Elles étaient choisies parmi les espéces
les moins étudiées tout en prenant en considération leur caractére endémique. Donc, ce travail
se veut une contribution a une meilleure connaissance de ces especes végétales.

D’abord, un screening phytochimique, en tant qu’analyse qualitative, a mis en évidence
la richesse de ces deux plantes en métabolites secondaires comme les flavonoides, les tanins
condenses, les stérols et les stéroides, les hétérosides, les coumarines et les saponosides, ces
métabolites secondaires ont de grandes valeurs thérapeutiques.

Nous avons analysé et séparé les différents extraits (Acétate d'éthyle, éther d'éthylique
et tanins) par les méthodes quantitatives et qualitatives : par la chromatographiques sur couche
mince (CCM) et la chromatographie sur colonne (CC), ou nous avons pu isoler six produits
purs.

Les huiles essentielles issues des feuilles de la plante Thapgia garganica ont été
extraites par hydrodistillation. La composition chimique des huiles essentielles extraites a été
réalisée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse. Dans cette
partie, il ressort que les feuilles de Thapsia garganica ont un bon rendement en huiles
essentielles (18,10%). Les résultats de 1’analyse de la composition chimique indiquent : Un
chemotype riche en monoterpénes oxygénés, dont ils sont dominé par : (+)-3-carene, 10—
acetylmethyl (25,69 %).
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Les analyses spectroscopiques (IR et RMN *H, 3C) nous a permis de proposer une
structure préliminaire de la fraction PPAE4 séparée de I’extrait acétate d’éthyle des feuilles de
Prunus persica. Les résultats trouvés sont conforme a celle de la littérature, qui indiquent que
le produit séparé est un composé aromatique de type flavonoide. Mais il est préférable de
réaliser d’autre techniques d’analyses tels que la RMN 2D et la spectroscopie de masse pour
confirmer la structure chimique finale de ce composé.

En outre, ce travail nous a permis de quantifier les composés phéenoliques en utilisant
les techniques universelles appropriées apreés avoir effectué des analyses chromatographiques
analytiques de ces composés (polyphénols, flavonoides,...etc.) contenus dans les deux plantes
étudiées.

Le dosage des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu, des flavonoides
en utilisant la méthode au chlorure d'aluminium, et de tanins condensés par la méthode de
Butanol-HCI, nous a permis d’obtenir les résultats suivants : les feuilles de la plante P. persica
possedent la teneur la plus élevée en composés phénoliques de I’ordre de 2,54 + 0,88 mg EAG/
100 g Ps, et de méme pour la teneur en flavonoides 3,42 + 1,19 mg EC/ 100 mg Ps. Tandis que
la meilleur teneur en tannins condenses a été enregistré dans les feuilles de la plante T.
garganica avec un pourcentage de 0,12 + 0,04 88 mg EAG/ 100 g Ps.

L’évaluation antioxydante in vitro des extraits méthanoliques, tannins et flavonoides via
la technique de DPPH a été effectuée en comparaison avec I’acide ascorbique montre que les
extraits étudiés possédent une capacité de neutralisation du radical libre DPPH importantes.
Nous avons remarqué une activité antioxydante moyenne des différents extraits de deux plantes
étudiées, dont les valeurs des Clso sont comprises entre 0,39 et 1,90 mg/ml. Ces résultats sont
presque similaires a la capacité du piégeage du radical DPPHe de 1’acide ascorbique (Clso =
0,12 mg/ml). Tandis que les extraits saponosides des racines de TG ont un faible effet sur ce
radical (Clso = 8,42 mg/ml). La méthode du FRAP de sa part, montre que I’absorbance de tous
les extraits testés est nettement inférieur a celui de 1’acide ascorbique. Qui explique que ces
extraits dotent d’un bon pouvoir de réduction du fer.

Les dix extraits testés présentent une activité antibactérienne et antifongique mais a
spectre étroit. Les souches qui enregistrent une sensibilité vis-a-vis les extraits de Thapsia
garganica sont : Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Bacillus cereus avec des
diamétres d’inhibition varie de 8 a 11 mm. Par contre, les souches E. coli, Salmonella
typhimurium et Klebsiella pneumonia présentent de grandes résistances aux extraits sélectifs de

Thapsia garganica. Le meilleur effet antibactérien a été enregistré nettement contre la souche
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Pseudomonas aeruginosa par 1’extrait saponosides des feuilles avec un diamétre d’inhibition
de 20 mm pour la concentration 0.5 mg/ml.

En ce qui concerne I’activité antifongique, il ressort que les fractions des flavonoides de
la plantes TG présentent les meilleurs pouvoirs fongicides sur les deux espéces de champignons
testées. La Pénicillium purpurogenum est la souche fongique la plus influente a la présence de
nos extraits par rapport a 1’Aspargillus flavus. Dont la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait
flavonoide a marqué un diameétre de croissance de 05 mm pour les deux concentrations 0,25 et
0,5 g/ml. Par contre, la plante Prunus persica a révélée inactive contre toutes les souches
bactériennes et fongiques testées.

Une étude préliminaire de 1’activité antibactérienne in-vivo nous a montré que les
extraits flavonoides de la plante Thapsia garganica ont un pouvoir remarquable dans
I’inhibition de la croissance de la souche Pseudomonas aeruginosa provoquée sur des plaies
aux dos des lapins traités, ce qui a €té prouvé par 1’arrét de pousse de cette souche avec la
diminution de la température des lapins, ainsi que la réduction des tailles des plaies dans une
période de 07 jours.

Notons enfin que ce travail va nous ouvrir des horizons de recherche ciblés dans le
domaine des plantes utilisées en médecine traditionnelle dans les zones arides, notamment en
termes de mise en évidence des principes actifs et I’évaluation de leurs activités biologiques.

Par le biais de ce travail, nous espérons avoir apporté notre modeste contribution a la
valorisation de la médicine traditionnelle pour parvenir a mettre a la disposition de la population

des médicaments a base de plantes médicinales efficaces et accessibles.
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Tableau 01 : Résultats qualitatifs du criblage phytochimique des feuilles de Thapsia garganica L.

Phytoconstituants | Extrait utilisé Solyant_s &t Résultat Réaction caractéristique
Réactifs _
Saponosides Agueux Eau distillee +
Agueux +
0,
Tannins FeCls (2%)
Méthanolique +
HCI/
. ) . tournures de
Flavonoides Méthanolique magnésium +
(Mg)
’ aqueux . -
Composés Liqueur de
réducteurs Fehling
Méthanolique -
. Réactif
Amidon Agueux Jamidon -
Quinones libres Ethérique E\(I)ai‘)Nl-; -
y Reéactif
Alcaloides bases Mayer -
Emodols NH4OH -
Ethérique
Coumarines NH.OH -
(25%)
Ethérique +
Stérols et
triterpénes 4 i
p Méthanolique H,SOs +
Terpénoides Ethérique -
Acides gras et -
huiles volatiles Ethérique NaOH (2N) i
Méthanolique Réactifs +
Alcaloides sels Agueux Maye(ra/r\Nagn -
o NH4OH
Anthracénosides , _ (10%) -
Anthocyanosides Methanolique NaOH -




Tableau 02 : Résultats du criblage phytochimique qualitatif des racines de Thapsia garganica L.

Phytoconstituants | Extrait utilisé Sonant_s ot Résultat | Réaction caractéristique
Réactifs
Saponosides Agueux Eau distillée -
Aqueux +
0,
Tannins FeCls (2%)
Méthanolique -
HCI/ tournures
Flavonoides Méthanolique | de magnésium -
(Mg)
Composés aqueux Liqueur de i
réducteurs Méthanolique Fehling N
Amidon Adqueux Réactif d’amidon +
-Quinones libres Ethérique NaOH (0,1N) +
Alcaloides bases Réactif Mayer -
Emodols NH;OH -
Ethérique
Coumarines NH4OH (25%) +
Ethérique +
Stérols et
triterpénes
Méthanolique H2504 *
Terpénoides Ethérique +
Acides gras et -
huiles volatiles Ethérique NaOH (2N) +
Méthanolique +
Réactifs
Alcaloides sels Mayer/Wagner
Adqueux +

Anthracénosides

Anthocyanosides

Méthanolique

NH,OH (10%)

NaOH




Tableau 03 : Résultats qualitatifs du criblage phytochimique des feuilles de Prunus persica L.

. S Solvants et Résulta
Phytoconstituants | Extrait utilisé Réactifs i
Saponosides Agueux Eau distillée +
Agueux +
. FeCls (2%)
Tannins Méthanolique +
HCI/ tournures
Flavonoides Méthanolique | de magnésium +
(Mg)
aqueux -
Composés Liqueur de
réducteurs Fehling
Méthanolique -
. Reéactif
Amidon Agueux Jamidon -
Quinones libres Ethérique NaOH (0,1N) +
Alcaloides bases Réactif Mayer -
Emodols Ethérique NH.OH -
Coumarines NH4OH (25%) -
Ethérique +
Stérols et
triterpénes ; ;
P Méthanolique H,SO. +
Terpénoides Ethérique +
Acides gras et -
huiles volatiles Etherique NaOH (2N) *
Méthanolique o +
Reactifs
Alcaloides sels Mayer/Wagner
Aqueux +

Anthracénosides

Anthocyanosides

Méthanolique

NH,OH (10%)

NaOH




Tableau regroupe les meilleurs résultats des separations par CCM :

Systemes Couleur Couleur
Plante Extraits utilisés Re(em) en 365 nm en 254 nm
0,3 Orange vert
0,36 Marron Marron
Acétate d’éthyle 0,42 Rose vert
Flavonoides Me-OH 0,52 Marron Marron
Acétate d’éthyle H,0 0,57 Violet -
7/2/1 0,75 Bleu -
0,78 Marron claire -
0,9 Marron claire -
0,11 Orange Marron
0,22 Rose Marron claire
Cyclohexane 0,25 Violet Marron claire
Flavonoides éther | Acstate d’éthyle 0,41 Violet Marron claire
éthylique
6/4 0,61 Rose Marron claire
0,71 Rose Marron
0,87 Bleu Marron
0,47 Orange Marron
0,55 Orange Marron
Thapsia Toluéne 0,67 Viole -
garganica Flavonoides n- Me-OH 0,72 Marron marron
Feuilles butanol
Et-OH 0,77 Violet -
7/2/1 0,81 Orange -
0,84 Rose -
0,44 Orange Marron
0,5 Orange Marron
0,54 Orange Marron
0,57 Violet claire
Hexane 0,62 Transe Claire
Tanins Acétate d’éthyle 0,64 Violet Claire
6/4 0,69 Orange marron
0,71 Rose marron
0,76 Orange claire
0,82 marron
0,5 Marron Marron
Toluéne 0,61 marron Marron
Me-OH
Saponosides ELOH 0,65 Violet Marron claire
7211 0,68 - Marron
0,77 marron Marron




0,8 Violet Marron claire
083 - Marron
0,85 Rose -
0,97 violet -
0,43 Orange -
0,54 violet Marron claire
Hexane 0,72 bleu .
~ Brut. Acétate d’éthyle 0,81 Violet .
méthanolique
6/4 0,84 orange -
0,90 orange Marron claire
0,97 orange marron
0,1 violet -
Toluéne 0,18 violet -
Me-OH 0,31 violet Marron claire
Tanins Et-OH 0,65 violet -
7/2/1 0,68 bleu -
Thapsia 0,81 bleu -
garganica 0,11 violet -
Racines
0,38 violet
Toluene -
0,52 violet -
Me-OH ;
Saponosides ELOH 0,56 - Marron claire
0,64 - Marron claire
7/2/1
0,69 violet -
0,95 violet -
0,11 orange Marron foncé
0,18 Marron claire Marron claire
Toluéne 0,22 Marron claire Marron claire
Flavonoides Me-OH 0,25 orange Marron claire
Acétate d’éthyle ;
Et-OH 0,30 orange Marron claire
7/2/1 0,34 orange Marron claire
0,82 Marron claire Marron claire
0,07 orange -
Prunus persica 0,12 orange -
Feuilles Hexane -
. . 0,15 rose Marron claire
Flavonoides éther | acétate d’éthyle
éthylique 0,21 Bleu -
6/4 -
0,35 orange Marron claire
0,43 orange -
0,18 Marron claire -
Flavonoides n- Chloroforme 0,32 Marron claire -
butanol Me-OH 0,47 Marron claire -
8/2 0,61 Marron claire -




Chloroforme 0,35 marron marron
Tanins Me-OH 0,53 marron marron
8/2 0,64 marron marron
0,5 Marron claire Marron foncé
Cyclohexane 0,56 Bleu Marron clafre
] 0,63 Bleu Marron claire
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Tableau : Parametres caractéristiques de la cinétique de réduction du DPPH-« des extraits

Testés de la plante Thapsia garganica.

C Temps d’équilibre (min) % DPPH restant
(mg/ml) F.EA | F.EE F.B T.R T.F M.R | M.F| F.EA | F.EE F.B T.R T.F M. R M. F
0.125 8.3 8.3 8 8.3 4 8.3 5 18.06 | 57.94 | 1354 | 57.69 | 1256 | 188.24 | 15.73
0.0625 7 6 7 4 5 4 43 | 2350 | 510.59 | 2429 | 87.93 | 10.95 | 92.00 | 17.70
0.0312 5 3.6 8 7.3 5 5 5 69.73 | 63.17 | 1396 | 57.27 | 13.11 | 61.19 | 17.36
0.0156 6 5 7.3 3 3 4 5 2285 | 7192 | 2475 | 89.49 | 1532 | 8159 | 19.10
0.0078 5 5 5.3 4 3 4 4 31.78 | 80.06 | 14.39 | 65.27 | 17.09 | 56.26 | 21.20
0.039 5 5 5 4 3 3 3 2347 | 67.71 | 2358 | 87.75 | 17.13 | 83.11 | 20.41
Tableau : Parametres caractéristiques de la cinétique de réduction du DPPH« des extraits
Testés de la plante Prunus persica.
Concentration | Temps d’équilibre (min) Temps %2 (min) % DPPH restant

(mg/m)  "EETEA [EB|ET|EM|EE[EA|EB|ET |[EM| EE |EA | EB | ET | EM

0.125 9 |103| 6 (63| 7 |46|46|36|43|65 | 832 |6,81|10,66 10,31 | 10,67

0.0625 9.3/103(83|73| 6 [03]|04|05|/03|0.7 | 805 |681| 7,71 | 890 | 12,45

0.0312 10| 9 6 | 5|4 [04/01/05/01]02]| 749 | 78 ]10,66| 13 |18,67

0.0156 93| 9 |63 4| 4 |[09|/05|06|02| 08| 805 | 7,8 |10,15] 16,25 | 18,67

0.0078 9 6 5 (33| 3 |[16[/05]/04|08|03|832|11,7| 128 [19,69( 24,9

0.039 6 6 (43| 5| 3 |20/10/|07|02|10|1248|11,7]|1488| 13 | 249
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Activité antibactérienne de I’extrait flavonoide n-butanol de Thapsia garganica L contre
la souche P. aeruginosa.

Résultats de I’activité antibactérienne des extraits de Thapsia

garganica L contre la souche E-coli




Activité antifongique de I’extrait méthanolique brut racine de Thapsia garganica L sur

PAspargillus flavus

Activité antifongique de I’extrait des flavonoides n-butanolique de Thapsia garganica L

contre Peénicillium purpurogenum
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Résultats de I’activité antimicrobienne d’huile essentielle de Thapsia garganica
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" 0.125mg/ml
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Résultats de I’activité antifongique d’huile essentielle de Thapsia garganica
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Souche Penicillium purpurogenum
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Activité antibactérienne des différents extraits de la plante Prunus persica.
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Activite antifongique des différents extraits de la plante Prunus persica.
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RESEARCH ARTICLE

Indian Journal of Agricultural Research, Volume 55 Issue 5: 519-526 (October 2021)

Phytochemical Content, Antioxidant and Antimicrobial Effects
of Thapsia garganica L. Leaves and Roots Grown Wild in North-

west Algeria

Aici Djahida'®, Benmehdi Houcine!?

ABSTRACT

10.18805/IJARe.A-648

Background: Oxygen-centre free radicals and other reactive oxygen species (ROS) are continuously produced in vivo, resulting in
cell death and tissues damage. Besides, the increasing resistance to existing antimicrobial agents has become a major problem. The
present study aims to evaluate the antioxidant and antimicrobial activities of the Thapsia garganica L. leaves and roots.

Methods: Broth dilution and single spore methods were developed and seven microorganisms were used. The evaluation was
performed by measuring the diameter of the growth inhibition zones around the holes via the determination of the inhibition percentage

of mycelium growth.

Result: The determination of the polyphenol contents, total flavonoids and condensed tannins of the aqueous extract for both leaves
and roots gave respectively (2.21 mg, 2.63 mg/ 100 mg gallic acide equivalents), (2.39 mg, 0.49 mg/100 mg catechin equivalent),
(0.12 mg, 0.04 mg/100 mg catechin equivalent) in dry matter. The results of antioxidant activity showed that the methanolic, flavonoids
and tannins extracts showed a potent scavenging activity with IC,; = 0.41; 0.81; 1.39; 1.80 and 1.90 mg/ml, respectively. As regards
for antimicrobial activity, an important inhibition of the proposed extracts has been observed against the tested strains.

Key words: Antimicrobial activity, Antioxidant activity, Essential oils, Polyphenols content, Selective extracts, Thapsia garganica L.

INTRODUCTION
For a long time, plants have been subject to extensive
research, heightened by the hope of obtaining
therapeutically active molecules. More specifically, the
therapeutic use of plants is very old and is experiencing a
revival (Kabouche et al., 2005). Plants produce a vast array
of specialized metabolites, many of which are used as
pharmaceuticals, flavors, fragrances and other high-value
fine chemicals (Oksman-Caldentey et al., 2004).

Polyphenols are a large family of natural compounds
widely distributed in the plant kingdom, which have seen
growing interest and recognition for their beneficial health
effects (Lrhorfi et al., 2016). Generally, each of these
categories contains thousands of known compounds with
many more awaiting discovery (Xiao et al., 2013). Among
the tens of thousands of plant-specialized metabolites, many
display potent biological activities and have been used
extensively as pharmaceuticals (Rates et al., 2001). A
significant number of studies has focused on the biological
activities of phenolic compounds known as antioxidants and
free radical scavengers (Saritha et al., 2014). Antioxidants
are a large group of compound which is formed of enzymes,
vitamins, some metals and they may prevent oxidative
damage in the cell due to free radicals (Senel et al., 2018).
Oxidative stress arises from malfunctioning internal
antioxidant processes leading to range of pathophysiological
conditions, primarily neurodegenerative disorders, biological
aging and cancer (Kiran et al., 2021).

Recently, the resistance of microorganisms to antibiotics
is considered as major problem for public health. Hence, the
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isolation and development of new antibacterial agents from
medicinal plants has gained special interest for researchers.
Antimicrobial resistance threatens the prevention and
treatment of an ever-increasing range of infections caused by
bacteria, parasites, viruses and fungi (Farjana et al., 2014).

The Thapsia genus, belonging to the Apiaceae family
is widely used in traditional medicine as an anti-inflammatory
treatment to cure many diseases such as eczema (Tlili et al.,
2015). Members of Thapsia family are found around the
Mediterranean, extending from the Atlantic coasts of Portugal
and Morocco to Crete and other Greek Islands (Pujadas-Salva
et al., 2003). The resin from Thapsia spp. has been used in
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traditional medicine and in European pharmacopoeias as a
remedy (Weitzel et al., 2014).

The genus Thapsia is constituted by ten species
distributed in the Western Mediterranean area and extended
to the Atlantic coast of the Iberian Peninsula and Morocco.
Relatively, a large number of secondary metabolites have
been isolated from the genus Thapsia such as
sesquiterpenoids and phenylpropanoids (Rubal et al., 2007).

For the best of our knowledge, no scientific
investigations concerning the antioxidant and antimicrobial
properties of the main families of secondary metabolites of
Thapsia garganica have been conducted so far. In this
context, the aim of the present work is: (i) to carry out a
primary phytochemical screening of the main secondary
metabolites classes and determined the polyphenols content
contained in the leaves and roots extracts, (ii) to evaluate
the potential of Thapsia garanica as a source of natural
antioxidants, (iii) to examine the antimicrobial activity of
various selective extracts.

MATERIALS AND METHODS
Experimental conditions

The study was carried out during the 2014 season in the
Laboratory of Chemistry, University Tahri Mohammed,
Bechar- Algeria.

Plant collection and authentication

Fresh leaves and roots of T. garganica were collected in
November 2014 from Ain Lahdjer village- Saida Province,
North West of Algeria. The plant was taxonomically identified
and authenticated by the Laboratory of Botanics at Tlemcen
University- Algeria.

Processing of plant material

The leaves and roots were chopped into small pieces that
were shade dried over a period of 3 weeks. The dried leaves
and roots were milled into fine powder by means of a mixer
(IKA WERKE MILL M20). The powder was stored in clean
polythene bags in a cool, dry place until further use.

Preparation of crude methanolic extract

The leaves and roots of T. garganica (1 g) were powdered
and extracted for 24 h with 20 mL of methanol at room
temperature. After filtration through Whatman No 0.45 pm,
the resulting solution was evaporated under vacuum at 60°C
by Buchi Rotavapor R-200 to dryness. The residues were
dried, weighed (8.1 g; 5.02 g) and stored at 4°C in storage
vials for experimental use as in (Benhammou et al., 2013).

Preparation of flavonoids extract

The sample of stem or root was directly extracted with
methanol at room temperature (20 mL/24 hours). Then, the
suspension was filtered and the solvent was evaporated
under vacuum. The residue was dissolved in 10 mL of boiling
water and then successively partitioned with 10 mL of diethyl
ether, 10 ml of ethyl acetate and 10 mL of n-butanol,
respectively. After separation and evaporation, the organic
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phases were weighed (0.33g; 1.82g; 1.08g) and stored
before use following the method in (Bekkara et al. 1998).

Preparation of tannins extract

The extraction of tannins from T. garganica L. was carried
out according to the method described by Zhang et al.
(2008). The powder (5 g) of each part (leaves, roots) was
extracted with 50 mL acetone-water (35/15, v/v) and stirred
continuously for 72 h at room temperature. Then, the mixture
was filtrated and evaporated under vacuum at 40°C to
remove acetone. The remaining solution was washed with
15 mL of dichlomethane to remove lipid soluble substances.
After that, the solution was further extracted with ethyl
acetate at a ratio of 15/15 (v/v). The water layer was
separated and extracted twice more similarly. Then the
resulting water layer was evaporated to dryness and tannins
residues were weighed (0.45¢g; 0.61g) and dissolved in
methanol.

Preparation of saponosides extract

The dry seeds (200 g) were pulverized in a grinder.
Powdered seeds were submitted to saponosides extraction
according to protocol described by Bruneton (Bruneton
1999). A mixture of powdered material (105 g), distilled water
(280 ml) and ethanol 96% (120 ml) was refluxed for 8 h.
After filtration of the marc, the filtrate was extracted three
times with 50 ml of n-butanol. After evaporation of ethanol
and water, the title extract was obtained by precipitation with
diethyl ether (m=0.94 g, yield = 0.89%, mp = 210°C). Then,
the residue was dissolved in ethanol and kept in brine.

Extraction of essential oil

Samples of leaves were dried in shade at room temperature.
Leaves were subjected to a steam distillation for 6 hours in
a montage developed with a pressure cooker to increase
the quantity of extracted oil. The distillation system consists
of a source heat, a distiller, a condenser and a collection
tank. The oil was dried over anhydrous sodium sulphate.
After filtration, the residue was weighed (18.1g) and stored
at 4°C until analysis (Lim et al., 2017).

Phytochemical screening

All the prepared plant leaves and roots extracts were
subjected to preliminary phytochemical screening for the
presence of tannins, flavanoids, alkaloids, anthocyanins,
saponins, coumarines, quinones, anthraquinones, reducing
compounds, starch, sterols, fixed oils, fats and terpenoids
using standard experimental procedures of analysis (Kokate
1994; Harborne 1998). This qualitative chemical
characterization of the extracted constituents has been
performed by means of colourful specific reactions and the
formation of precipitations using suitable chemical reagents.

Determination of total phenolic content

The amount of total phenols in plant extracts was determined
by the Folin-Ciocalteu reagent method (Waterman et al.
1994; Singleton et al., 1999). About 20 ul of plant extract
were mixed with Ciocalteu reagent (100 pl, (1:10; v/v) and
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300 plof sodium carbonate, Na,CO,, 7.5% (w/v). The mixture
was stirred and incubated in dark at room temperature for
two hours. The total phenols were determined spectro
photometrically at 750 nm. All determination was performed
in triplicate. The results were expressed in equivalent mg
gallic acid/g dry plant material with reference to the
calibration curve of gallic acid. The studied concentrations
of gallic acid are: (0; 0.01; 0.02; 0.05; 0.08; 0.1; 0.13; 0.15;
0.17 mg/ml).

Determination of flavonoids content

The aluminum chloride colorometric method was used to
determine flavonoid content (Lamaison et al. 1991; Bahorun
1998). Plant extract (1 ml) in methanol was mixed with 4 ml
of distillated water and 0.3 ml of sodium nitrate solution (5%).
As a next step, 0.3 ml of a solution of AICI, 10% was added.
After 10 min of incubation at room temperature in the dark,
absorbance was measured at 510 nm. The results were
expressed in equivalent milligrams of catechin per g dry
plant material. The studied concentrations of catechin are:
(2.5; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40 mg/ml).

Determination of condensed tannins

The method described by Porter (1986) was followed for
the determination of condensed tannins present in the
extracts. Briefly, Butanol-HCI reagent (butanol-HCI 95:5 v/v)
Ferric reagent (2% ferric ammonium sulfate in 2N HCI) were
mixed. The mixture was stored in a boiling water pool
protected against light. After 1 h of incubation, absorbance
was measured by spectrophotometer UV-Vis at 550 nm.
Results were expressed in mg catechin equivalents by g of
dry Thapsia garganica powder (mg PE/g) (Porter 1986). The
studied concentrations of catechin were: 0.06; 0.16; 0.18;
0.24 and 0.30 mg/ml.

DPPH scavenging activity

In order to evaluate the antioxidant potential through free
radical scavenging by the test samples, the change in optical
density of DPPH radicals is monitored. Using the method
described by Manzocco (1998), the sample extract (0.2 mL)
is diluted with methanol and 2 mL of DPPH solution (0.5
mM) was added. After 30 min, the absorbance was
measured at 517 nm (Manzocco et al., 1998). The
percentage of the DPPH radical scavenging was calculated
using the equation given below:

A
Inhibition (%) = % x 100
Where ¢
A_ is the control reaction (containing all reagents expect the
test compound) and A_ is the absorbance of the test
compound. The commercially known antioxidant, ascorbic
acid was used for comparison as a positive control. The
tests were performed in triplicate. The extract concentration
providing 50% inhibition (IC;) was calculated based on the
graph of inhibition percentage plotted against extract
concentration.
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Iron reducing power

The reducing power of Thapsia garganica extract and
ascorbic acid was determined according to the method of
Oyaizu (Oyaizu et al., 1986). Different concentrations of
Thapsia garganica extract (1;2; 3;4 et5 mg/ml)in 1 ml of
distilled water were mixed with 2.5 mL phosphate buffer (0.2
M, pH 6.6) and 2.5 mL of 1% potassium ferricyanide
[K,Fe(CN),] and underwent vortex. The mixture was made
homogeneous and incubated at 50°C for 20 min; aliquots of
trichloroacetic acid (2.5 ml, 10%) were added to the mixture,
which was then centrifuged at 3000 rpm for 10 min. The upper
layer of the solution (2.5 ml) was mixed with distilled water
(2.5 ml) and FeCl, (0.5 ml. 0.1%) and the absorbance was
measured at 700 nm. Increased absorbance of the reaction
mixture indicated better power reduction. Ascorbic acid was
used as the standard. Phosphate buffer (pH 6.6) was used
as blank solution. The absorbance of the final reaction mixture
of three parallel experiments was taken and is expressed as
mean * standard deviation.

Antimicrobial assay
Microbial strains

The antibacterial and antifungal activities of different extracts
were tested against a panel which included five bacteria,
selected as representative species: Staphylococcus aureus
(ATCC25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853),
Escherichia coli (ATCC25922), Enterococus feacalis (ATCC
29212), Bacillus cereus (ATCC 11778), obtained from the
laboratory of Microbiology, Tahri Mohamed University,
Bechar, Algeria. Two fungal strains: Aspergillus flavus and
Penicillium Purpurogenum were isolated from coffee. The
strains were grown on nutrient agar for the bacteria and on
potato dextrose agar (PDA) for yeasts. For the antimicrobial
tests, agar mueller hinton for bacteria and potato dextrose
agar for fungal strains were used (Casiglia et al., 2016).

Antibacterial activity test

The antimicrobial activity was evaluated by determining the
minimum inhibitory concentration (MIC) that includes
minimum bactericidal concentrations as previously
described by Rigano (2011) (Rigano et al., 2011) using the
broth dilution method (Barry 1976). Extracts samples were
tested in triplicate.

Antifungal activity test

The antifungal activity of different extracts of T. garganica
was determined by the method of single spore. Antifungal
potency was evaluated as the percentage inhibition of
mycelium growth according to the formula by Philippe (2012):

C

%= x 100

Where

C and E are the mean growth or sporulation (mm) of controls
and extracts, respectively. All tests were performed in
triplicate (Philippe et al., 2012).
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Statistical analysis

The results were presented as the means + SEM. Correlation
analysis of antioxidant activity versus the total phenolic
content were carried out using the correlation and regression
programmer in the EXCEL software.

Anti-oxidant activities measured by DPPH and FRAP
assays were done in triplicates to test their reproducibility.
All results are presented as mean + S.E. Correlations among
data obtained were calculated using Pearson’s correlation
coefficient (r).

RESULTS AND DISCUSSION

Quinones, reducing compounds, saponosids, flavonoids and
tannins were revealed to be present in T. garganica.
However, basic alkaloids, Anthracenosides and
Anthocyanosides were not detected in any of the tested
fractions. Results demonstrated that leaves and roots of TG
are either rich or of moderate content of alkaloids and
flavonoids, which is the case in most of the families to which
these plants belong. Leaves and roots of T. garganica
revealed the presence of slight levels of anthracenosides
and anthocyanosides.

The percentage yield of methanolic and saponosid
extracts for both leaves and roots were dominated in
comparison with other solvents extracted where, the lowest
yielding was obtained for the etheric fraction of flavonoids
extract and tannins extract. Hence, the leaves part gave
18% of essential oils.

The total phenolic content of the methanolic leaves and
roots extracts is calculated from the calibration curve (R? = 1),
were 2.211+0.77 mg gallic acid / 100ml and 1.631+0.56 mg
gallic acid / 100 ml for the leaves and roots, respectively.
The total flavonoid content of the methanolic leaves and
roots extracts, calculated from the calibration curve (R? = 1),
in terms of catechin equivalent ranged between 2.39+0.83
mg/ml and 0.49+0.17 mg/ml for leaves and roots,
respectively. Condensed tannins content was determined
by Butanol-HCI method using the calibration curve (R? = 1).

The amount of condensed tannins has been reported in
milligram equivalents of catechin per miligram dry weight
of the extract (mg CE/mg Dw).

The condensed tannins content of the extracts in terms
of catechin equivalent were between 0.12 + 0.04 mg/ml and
0.04 £ 0.01 mg/ml for leaves and roots, respectively.

The scavenging capacity of 1 mg doses of flavonoids,
tannins, saponosids extracts and methanolic crude extract
of Thapsia garganica leaves found to be 0.81, 1.39, 7.24
and 0.41 mg, respectively (Fig 1). On the other side, 1 mg
doses of TG roots were founds to be 1.80, 5.79 and 1.90
mg for tannins, saponosids extracts and methanolic crude
extract, respectively and these values were greater than that
of 1 mg dose of ascorbic acid.

As shown in Fig 2, the reducing power of all secondary
metabolites in leaves is stronger than that in roots extract,
except for the saponosides extract in roots which exhibited
a good reducing effect.

The graph below (Fig 2) shows that the crude
methanolic extract and the tannins extract of the leaves have
an interesting iron reducing power with concentrations 5, 4,
3, 2 and 1 mg/ml noticed with the decrease in absorbance
of (1.8 to 0.4) and (2.5 to 0.8) respectively.

Previously, different studies mentioned that the
antioxidant activity of plant extracts is positively correlated
with bioactives compounds (Beniwal and Jood 2014).

The synthesis of antibacterial activity results revealed
variation in bacteria inhibition zone of plant extracts.
Pseudomonas aeruginosa and Bacillus cereus was found
to be the most inhibited bacteria by the saponosids and
butanolic leaves extracts with inhibition halos of 20 mm and
13 mm for ethyl acetate leaves extracts. The methanolic
extract of leaves and roots was also active against
Enterococcus faecalis (09 mm). The flavonoids fractions
exerted also potential effects of antibacterial activity against
Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Enterococcus
faecalis and Staphylococcus aureus with an inhibition
diameter from 10 to 13 mm. However, E. coli shows a large
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Fig 1. IC,, (mg/ml) values of different extracts for free radical scavenging activity by DPPH radical (A lower IC; value indicates

higher antioxidant activity; ascorbic acid was used as positive control; L: Leaves; R: Roots).
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resistance against all extracts for the four concentrations
tested.

Antifungal activity of Thapsia garganica extracts was
assayed by means of agar full diffusion method. The result
revealed that the different extracts of Thapsia garganica
showed significant reduction in the growth of Aspargillus
flavus and Penicilline purpnrogenum.

The noncytotoxic concentrations of plant extracts (0.5;
0.25; 0.125; 0.0625 mg/mL) were used for antifungal activity
tests. All results are illustrated in Fig 3.

Phytochemical analysis is very useful in the evaluation
of the active biological components of some vegetables and
medicinal plants. We noticed that the phytochemical
screening findings in this work are in harmony with those
reported by Alghazeer (2012) where Thapsia garganica L.
showed to be rich in alkaloids, flavonoids, tannins,
terpenoids, coumarin, saponosids and anthraquinons
(Alghazeer et al., 2012). Some of these active components
have been demonstrated to possess a wide variety of
biological activities such as antimicrobial, antioxidant,
antitumor and antiophidic.

Methanolic, saponosides, flavonoids and tannins
extracts were obtained in different yields. For instance, that
of essential oils leaves yielded (18.1%) and this result
correlates with Tlili, N. and al who mentioned that seeds of
Thapsia garganica contain 30.46% of oil. Solvent polarity
plays a key role in increasing phenolic solubility (Naczk et al.
2006). The results show that using methanol as an extraction
solvent works is the best method for the extraction of various
active phytochemicals, especially polar antioxidants
(Alothman et al., 2009). Accordingly, Michiels had suggested
that selection of the most efficient solvent for phenolic
compounds extraction must depend on the used food
matrices (Michiels et al., 2012).

As for the comparison of total phenolic content andreotti
mentioned that the average amounts of total phenolics were
about 25 mg / g dry matter within 60 days after full bloom
and decreased to 3 mg / g dry matter when maturing in the
pulpy tissue (Andreotti et al., 2008). While T. garganica
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collected from different regions of Libya between spring and
early summer of 2009 had the lowest value (28.53 + 3.82
mg GAE/g DW) (Alghazeer et al., 2012). Tlili et al. (2015)
found that the total polyphenol contents of seed oil obtained
from T. garganica are 24.65 mg GAE / g DR. Itis well known
that phenolic compounds play a crucial role on the free
radical scavenging and reduction of oxygen concentration,
or protection and regeneration of other antioxidant molecules
(Zhang et al., 2010). While the total flavonoid contents seed
oil obtained from T. garganica varied from 4.98 mg QE g*
DR. As mentioned in literature, the condensed tannins values
of seed oil obtained from T. garganica varied between 0.64 mg
and CE g* DR (Tlili et al., 2015). The production of tannins
seems to depend to a considerable extent on extrinsic
factors, most notably soil conditions and light intensity. The
impact of light can be quite extraordinary at the intraplant
level so that the foliage in different parts of a shrub or tree
can vary by several percentage points in its tannin content
(Waterman et al., 1994). The underlying mechanisms by
which extrinsic factors, notably light, influence tannin levels
has been speculated upon but remains in need of hard
experimental data collection performed under conditions
where as many of the potential variables as possible are
controlled (Igbal et al., 2011).

The scavenging capacity of 1 mg doses of flavonoids,
tannins, saponosids extracts and methanolic crude extract
of Thapsia garganica leaves were found to be 0.81, 1.39,
7.24 and 0.41 mg, respectively. On the other hand, 1 mg
doses of Thapsia garganica roots were founds to be 1.80,
5.79 and 1.90 mg for tannins, saponosids extracts and
methanolic crude extract, respectively and these values were
greater than that of 1 mg dose of ascorbic acid.

The results obtained for the free radical scavenging
activity suggest that all the extracts of Thapsia garganica
possessed the ability to quench free radical from reaching
biomolecules (polyunsaturated fatty acids, sugars and
amino acids etc.) in susceptible biological and food systems
(Halliwell et al., 1995).
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Fig 3: Antifungal activity of different extracts of T. garganica (leaves and roots).

L.T.E: Leaf tannins extract; R.T.E: Root tannins extract; L.S.E: Leaf saponosides extract; R.S.E: Root saponosides extract;
L.B.E: Leaf buthanolic extract; L.EA.E: Leaf ethyl acetate extract; L.D.E.E: Leaf diethyl ether extract; L.M.E: Leaf methanolic extract;
R.M.E: Root methanolic extract.

Fe (lll) reduction is often used as an indicator of
electron-donating activity. As described above, the crude
methanolic extract and the tannins extract of the leaves have
an interesting iron reducing power which has been confirmed
by the work of Wannes (2010) and concerning methanolic
fractions (Wannes et al. 2010) also adopted by the results
of Kanoun (2011) concerning the butanol and ethyl acetate
fractions of flavonoids (Kanoun 2011).

These results prove that the crude extract in leaves is
rich in reductones such as phenolic compounds that produce
the total antioxidant activity. Therefore, the reducing power
is a very important aspect for the estimation of the antioxidant
activity (Ksouri et al., 2008).

In vitro preliminary screening of the antibacterial activity
of different extracts of leaves and roots was studied against
five microorganisms using the filter paper disc agar diffusion
technique. The disc diffusion assay was only used as an
indication of anti-microbial activity since the amount of
extract or fractions that adhered to the disc was not
quantitatively determined. The analysis of the antibacterial
potency showed that among the studied bacteria, the most
sensitive to be applied are saponosids and butanolic leaves
extracts: Pseudomonas aeruginosa (g 20 mm) and Bacillus
cereus (g 13 mm). The methanolic extract of leaves and
roots was also active against Enterococcus faecalis (g 09
mm). The flavonoids fractions exerted also potential effects
of antibacterial activity against Enterococcus faecalis,
Bacillus cereus, Enterococcus faecalis and Staphylococcus
aureus with inhibition halos from 10 to 13 mm. However,
E. coli shows a large resistance against all extracts for the
four concentrations tested. Our results are in good
agreement with the findings of Alghazeer et al. (2012) who
found an antibacterial effect of the leaves of Thapsia
garganica against Staphylococcus aureus, E. coli and
Pseudomonas aeruginosa with diameters of inhibition zones
equalto 16, 16 and 10 mm, respectively (Alghazeer et al., 2012).
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For the antifungal activity, it was found that the fungi
inhibition zone ranged from 0 to 46 mm. The highest values
were recorded with the roots methanolic extract against
Penicilline purpnrogenum. As shown in Fig 3 above, the
saponosids and flavonoids extracts of both leaves and roots
showed a singnificative antifungal activity with a percentage
inhibition of 28 to 80%. Essential oils also indicated a strong
antifungal activity against Aspargillus flavus (p.i 50%). In
contrast, leaves tannins and butanolic extracts did not show
any antifungal effect against Aspargillus flavus.

CONCLUSION

In this study, the quantitative determination of phenolic
compounds, the antioxidant and the antimicrbial properties
of Thapsia garganica (leaves and roots) were evaluated.
Phytochemical analysis showed that the major chemical
constituents of the extract were flavonoids, tannins, volatil
oils and saponosides. The results obtained may suggest
that methanolic extract possesses compounds with
antioxidant properties which can be used as natural
preservative. These activities were correlated with high level
of total phenolic content, flavonoids and condensed tannins.
Likewise, these compounds may have potential use as
antioxidative preservatives in emulsion-type systems
because they are able to scavenge free radicals. However
high level antibacterial activity was shown by saponosides
extract against Pseudomonas aeruginosa and Bacillus
cereus. Also, a moderate antibacterial activity was shown
by flavonoids fractions against Enterococcus faecalis,
Bacillus cereus, Enterococcus faecalis and Staphylococcus
aureus. On the other hand, E. coli was found to be the most
resistant pathogen against most of the extracts tested.
Furthermore, the majority of extracts showed a good
antifungal activity against the tested microorganisms. It was
interesting to note that in-vivo studies are needed to further
confirm the advantageous quality of these extracts.
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