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

L’ éude de la chimie des plantes est toujours d’ actualité malgré son ancienneté. Cela
tient principalement au fait que le regne végétal représente une source importante d une
grande variété de molécules bioactives qui le rend un sujet d'intérét scientifique (Falleh et al.,
2008).

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit
dans I’industrie, en alimentation, en cosmétologie et en pharmacologie. Parmi ces composés,
on retrouve essentiellement les métabolites secondaires, qui sont surtout illustrés en
thérapeutique (Bahorun, 1997).

L’augmentation de la résistance des microorganismes, aux agents antimicrobiens
utilisés, est due al’usage abusif et inapproprié des antibiotiques, ceci pose a |’ heure actuelle
de tres sérieux problemes pour les scientifiques et les cliniciens. Les maladies causées par les
microorganismes sont de plus en plus difficiles atraiter par les médicaments existants (Orhan
et al., 2010). Ainsi les scientifiques, ce sont orientés vers la recherche de nouvelles voies,
notamment les végétaux qui ont toujours constitué une source de nouveaux médicaments
d origine naturelle (Keita et al., 2004).

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues

depuis I'antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20°™ siécle pour que les

scientifiques commencent as'y intéresser (Yano et al., 2006).

Les Apiacées sont trés distribuées dans les régions méditerranéennes ou elles sont
géné&alement utilisées comme des épices ou des médicaments grace a leur richesse en
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métabolites secondaires. Thapsia est, un genre appartenant aux Apiacées, devenu ces

derniéres années un sujet d'intérét thérapeutique (Ladje et Gherraf, 2011).

L’ objectif de cette étude est d’ évaluer |’ activité antibactérienne des extraits de feuilles

et deracines de Thapsia garganica L.

v' Lapremiére partie de ce document est consacrée a une synthése bibliographique sur
Thapsia garganica L, ains qu'un apercu géenéral sur ses composés phénoliques.
L’ activité antibactérienne des composees phénoliques et leur mode d’ action est auss

évoquée.

v Laseconde partie est consacrée ala partie expérimentale, a savoir :
0 Extraction des composés phénoliques a partir des feuilles et des racines de
Thapsiagarganical. ;
0 Dosage des composés phénoliques de ces extraits;;

o Evauation de leurs activités antibactériennes.

v Enfin latroisiéme partie présente | es résultats obtenus ainsi que leur discussion.
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|. Thapsia garganica L. et ses composés phénoliques

|.1 Définition et distribution

Thapsia garganica L. est une plante de la famille des Apiacées, ces dernieres sont
des plantes dicotylédones trés homogenes et faciles a reconnaitre grace a leur inflorescences
en ombelle (Ombelliféres) (Guignard, 1998).

Le nom Thapsia garganica L. est constitué de deux mots:
Thapsia: gu’ est tiré de|’Tle de Thapsos, ou €lle éé découverte pour lapremiére fois ;

Garganica: quest le nom d une montagne en ltalie « Gargano », ou elle se trouve en
abondance (Soubeiran et Regwuld, 1988).

Son nom vernaculaire en Kabylie est « Adéryés», en Arabe « bounafaa» et en

Frangais « Thapsia ou faux fenouil » (Cr été, 1965).

Thapsia garganica L. pousse spontanément en Algérie, Tunis et Maroc, dans le royaume
de la Grenade en Espagne, dans les Tles Baléares, en Italie, en Sicile, en Sardaigne, dans
plusieurs iles Grecques, a scio et dans plusieurs iles de I’ Archipel, a Constantinople et dans
I’ Asie occidentale (Soubeiran et Regwuld, 1988).

[.2 Principalesutilisations

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

Thapsia garganica L. est utilisée en printemps pour préparer un plat traditionnel, en
Kabylie, qui est le couscous cuit a la vapeur d une décoction de racines épluchées et
écrasees avec laguelle les ceufs sont aussi mis a bouillir. Les gens mangent ce plat comme
reméde aux coups de froids, ala fatigue géenérale, aux douleurs articulaires et aux troubles
digestifs (Genevais, 1975).
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La plante est utilisée pour traiter lestoux et bronchites rebelles ainsi que les rhumatismes
et la stérilité féminine. On I'utilise aussi, mélangé avec la farine et a du son, en cataplasmes,
contre les morsures d'animaux venimeux ou enragés (Bammi et Douira, 2002). Larésine de
Thapsia garganica L. est employée en meédecine comme agent révulsif sous forme
dempléatre (Reboulleau, 1856). Elle est également utiliste comme anti-irritant pour le
soulagement des douleurs rhumatoides (Ali et al., 1985 ; Srikrishna et Anebouselvy, 2009)
et dans le traitement des maladies pulmonaires et le catarrhe (Nelson et Stoltz, 2008 ;
Srikrishna et Anebousevy, 2009).

|.3 Métabolites secondair es

Sont des composes chimiques non essentiels a la survie de la plante, synthétisés au
cours de développement normale et en réponse a |’ attaque des pathogénes, des insectes et
des herbivores. |ls appartiennent a des groupes chimiques extrémement divers (Bruneton,
1999 ; Zhao et al., 2005 ; Vasconsuelo et Boland, 2007).

I. 3.1 Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires, ils sont largement
distribués dansle regne végétal (Martin et Andriantsitohaina, 2002). La structure de base
qui les caractérisées est la présence d'un ou plusieurs noyaux aromatiques auxquels se lient
un ou plusieurs groupements hydroxyles libres ou engagés dans une autre fonction
(Bruneton, 1999 ; Crozier et al., 2006).

1.3.1.1 Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés organiques possedant au moins une
fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique, dérivés des acides benzoiques ou des
acides cinnamiques (Bruneton, 1999). Les acides hydroxycinnamique (C6-C3) et les |’ acide
hydroxybenzoique (C6-C1) sont les principaux groupes des acides phénoliques (Cheynier,
2005 ; Chiraet al., 2008).

Les études phytochimiques effectuées sur Thapsia garganica L. ont révélé que les
extraits de cette dernieres contiennent des dérivés de I’acide hydroxycinnamique qui
représentent 2% des composés phénoliques totaux tandis que les dérivés de I'acide
hydroxybenzoique sont inexistants (Stocker et al., 2004).
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Différents phénylpropanoides ont été isolé a partir des plantes appartenant aux
Apiacées y compris Thapsia garganica L. Il s'agit d’une classe de composés phénoliques,
synthétisée a partir de la phénylalanine (Liu et al., 2006). Ce sont des composantes
structurales des parois cellulaires (Hahlbrock et Scheel, 1989). L’ étude cytotoxique des
substances bioactives de Thapsia garganica L. a révélé que les phénylpropanoides isolés a

partir de leurs fruits sont cytotoxiques (Liu et al., 2006).

|.3.1.2 Flavonoides

Les parties aériennes de Thapsia garganica L. sont riches en flavonoides tels que les
flavones et les flavonoles (Harrorne et Williams, 1972 ; Stocker et al., 2004 ; Djeridane
et al., 2006). Les flavonoides sont un groupe de composés naturels, plus de 6 000, qui sont
quasiment universels chez les plantes (Erlund, 2004). Ils comportent un squelette de
carbone C6-C3-C6, ou plus précisément une fonction phénylbenzopyrane (Marais et al.,
2006). Les flavonoides constituent des pigments responsables de la coloration jaune, orange
et rouge des différents organes végétaux (Ghedira, 2005).

.3.1.3 Coumarines

Les racines de Thapsia garganica L. contient des composés appelés les coumarines
(Larsen et Sandberg, 1970). IIs se trouvent libres ou sous forme hétérosides dans beaucoup
de famille dicotylédones, surtout chez les Apiacées. Ces molécules sont tres complexes
(Bruneton, 1999 ; Ojala et al., 2000). lIs tirent leur nom de «coumarou», nom vernaculaire
de la féve tonka d’ou fut isolée en 1820. Les coumarines sont issues du métabolisme de la
phénylalanine via un acide cinnamique qui est I’ acide 4-coumarique (Bruneton, 1999).

Les structures des principaux composés phénoliques de Thapsia garganica L. sont résumées

danslafigure 1.
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Figure 1: Structures des principaux composés phénoliques de Thapsia garganica L.
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[.3.2 Autres métabolites secondaires de Thapsia garganica L.

1.3.2.1 Sesquiter penes lactones

Les tissus de Thapsia garganica L. contiennent des sésquiterpenes lactones. Ils
constituent un groupe numériquement important, environ 3000 structures connues sont

décrites sous le nom évocateur de « principes amers » (Bruneton, 1999).

Un nombre important de composés sesguiterpéniques sont isolés a partir des plantes
appartenant au genre Thapsia, Les plus importants sont ceux isolés a partir des racines de
Thapsia garganica L., ce sont les thapsigargines et les thapsigargicines (Figure 2)
(Santariuset al, 1987 ; Liu et al., 2006 ; Kmonickova et al., 2008).

Lathapsigargine (Tg) est une molécule naturelle trés importante. Cette molécule est
un inhibiteur puissant et spécifique de I’enzyme calcium ATPase endo/sarcoplasmique
(SERCA) qui entraine la mort cellulaire, elle est utilisée comme un nouveau moyen
chimiothérapeutique de cancer et en particulier celui de la prostate (Kmonickova et al.,
2008 ; Anthony et al., 2013).

La thapsigargicines (Tc) est un autre sesquiterpene lactone qui présente une
similitude structurale et fonctionnelle avec la Tg, la comparaison entre la structure de ces
deux composes a révélé que la seule différence entre eux est la présence de quatre

groupements méthylenes dans |’ acyl (R) de Tc et six dansle Tg (Ali et al., 1985).

Figure 2: Structures des sesquiterpenes lactones: Thapsigargicine et Thapsigargine
(Santariuset al., 1987).
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1.3.2.2 Huiles essentielles

Thapsia garganica L. renferme des huiles essentielles (HE) qui sont principaement
des monoterpenes. Les HE connues aussi sous e nom d’ huiles volatiles, sont des mélanges
complexes oxygeneés et hydrocarbures de formule générale (CsHg), (Schulz et al., 2004). Les
congtituants dominant des différents parties aériennes de Thapsia garganica L sont p-
vinylguaiacol a 59-63%, Linalol a 6-8% et 1,4-diméthylazulene a 6-7% (Ladje et al.,
2011).

|.4 Activité antibactérienne et mode d’ action des composés phénoliques

Thapsia garganica L. comme d autres plantes meédicinales a montré, a travers
plusieurs études, des activités biologiques trés importantes pour |’organisme a savoir
I’activité cytotoxique (Liu et al., 2006), anticancéreuse (Cragg et Newman, 2005),
antivirale (Kmonicova et al., 2008), anti-inflammatoire, anti-infectieuse (Kmonicova et al.,
2010) et antioxydante (Djeridane et al., 2006).

Les composés phénoliques sont synthétises par les plantes pendant leur
développement norma et au cours de leur défense contre les prédations par les
microorganismes, insectes et herbivores (Cowan, 1999).

Le mécanisme de toxicité des composés phénoliques sur les microorganismes peut
étre lié a I'inhibition des enzymes hydrolytiques (protéases, carbohydrolases) ou d autre
interactions inactivant les adhésines microbiennes et les protéines de I’ enveloppe cellulaire
(Karou et al., 2005).

[.4.1 Acides phénoliques

Il a été démontré que la position et le nombre de groupement OH des acides
phénoliques sont déterminants pour leur activité antibactérienne et proportionnelle a leur
toxicité. Les mécanismes responsables de cette toxicité comprennent une inhibition
d enzymes par les composés oxydés, ou par des interactions non spécifiques avec les
protéines (Hahlbrock et Scheel, 1989).

Les phénylproanoides développent leur action contre les bactéries par I’ interaction
avec la membrane cellulaire. Cette action est due a la nature hydrophobe des hydrocarbures
cycliques, qui leur permet I’ interaction avec la membrane et I’ accumulation dans la bicouche
lipidique de la bactérie occupant ainsi |'espace entre les chaines des acides gras. Cette

8
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interaction entraine le changement de conformation de la structure membranaire qui aboutit
alafluidité et I’ expansion de la membrane. La membrane perd sa stabilité a cause de la fuite
des ions qui entraine la diminution du gradient ionique transmembranaire (Calsamiglia et
al., 2007).

|.4.2 Flavonoides

Une des fonctions incontestée des flavonoides est leur role protecteur des plantes
contre I’invasion microbienne (Orhan et al., 2010). Les flavonoides sont des substances
antibactériennes efficaces contre une large gamme de bactéries (Ghedira, 2005). Cette
activité antibactérienne des flavonoides peut étre due a leur capacité a inhiber la synthése
des acides nucléques, la fonction de la membrane cytoplasmique ou le métabolisme
énergétique (Cushnie et Lamb, 2005).

L’intercalation et le mésappariement des bases azotées sont aussi proposés, comme
mécanisme d’ action des flavonoides, a cause des structures semblables entre les flavonoides
et les bases azotées des acides nucléques (Mori et al., 1987).

Les ADN gyrases sont des enzymes qui controlent |a topologie de I’ ADN chez les
procaryotes ce sont une cible des substances antibactériennes comme la quercétine qui
inhibe la gyrase par deux mécanismes proposés par Plaper et al. (2003). La quercétine selie
al’ADN qui stabilise le complexe ADN- Gyrase et entraine le clivage de I’ ADN, ou elle se
lie a la sous unité GyrB de I’ADN Gyrase et inhibe son activité ATPasige, car les sites de

fixation del’ ATP et de la quercétine sont chevauchant.

Nagababu et al. (2010), ont éudiés I'inhibition de I’ATPsynthase d'E. coli par
certains flavonoides (resveratrol, piceatannol, quercétine, quercétrine et quercétine-3-p-D-
glucoside). Les résultats montrent que tous les polyphénols testés inhibent completement ou

partiellement I’ activité de cette enzyme.

|.4.3 Coumarines

Les propriétés antimicrobiennes de plusieurs coumarines ont été rapportées, elles
semblent étre inhibiteurs des bactéries Gram positives et Gram négatives (Wong et Kitts,
2006 ; Kuete et al., 2007 ; Kong et al., 2010). Cette activité est peut étre liée a leurs

structures. En effet, I’gout d’ un cycle supplémentaire « furo » a la structure des coumarines
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augmente |'activité antibactérienne. Aussi, les coumarines ayant trois cycles ont une

meilleure activité antibactérienne que ceux qui ont deux cycles (Kuete et al., 2007).

Il a été rapporté que les furacoumarines interagissent avec I’ADN et interrompent sa
réplication (Wong et Kitts, 2006). Les furocomarines peuvent donner lieu a des
cycloadditions sur les carbones C-3, C-4, C-4' et/ou C-5 avec les bases pyrimidiques de
I”’ADN, ils peuvent aors établir des liaisons croisées entre les paires de bases des acides

nucléiques et induire ainsi deslésionsde |’ ADN (Bruneton, 2005).
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Matériel e¢ méthodes

|. Matériel végétal

[.1 Echantillonnage

Les échantillons de Thapsia garganica L. sont collectés a partir de la région de

Boukhlifa située a 45Km a I’Est de la ville de Bejaia durant le mois de Mars 2011. Ces

échantillons sont transportés dans des sacs en polyéthyléne et identifiés au niveau du

laboratoire d'écologie de I'Université Abderrahmane Mira de Begaia (UAMB). La

photographie de la plante récoltée est présentée dans la figure3. La description et la

classification de cette plante sont résumées dans le tableau |.

Figure 3: Photographies des feuilles (a) et racines (b) de Thapsia garganica L.

Tableau |: Caractéristiques botaniques de Thapsia garganica L.

Partie Description

Classification (Guignard, 1989)

Divisée, verte, luisante en dessus, glauque
Feuille | en dessous (Trabut, 1891).

Vivace cylindrique épaisse (Trabut, 1891),
elle atteint une longueur de 60 centimetres et
son diameétre est supérieur a 6 cm. L’ écorce
Racine | des racines rugueuses extérieurement et de
couleur brun foncé, sa partie interne est lisse
et blanchédre (Soubeiran et Regwuld,
1988).

Regne: Végétal
Embranchement :
Spermatophytes

Sous embranchement :
Angiospermes

Classe : Dicotylédones
Ordre: Apiales

Famille : Apiacées

Genre: Thapsia

Espéce: Thapsia garganica L.
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.2 Traitement des échantillons

Lesfeuilles et les racines de Thapsia garganica L. sont séparées de la tige, puis lavées
a I'eau courante afin de les débarrasser de la poussiere et toutes autres particules. Les
racines sont découpeées en rondelles afin d accélérer leur séchage, les échantillons sont mis
a I’éuve a 40°C. Le broyage de ces échantillons est effectué avec un broyeur (Kika
Labortechnik), puis un tamisage est réalisé jusgu’ al’ obtention d’ une poudre fine (figure 4)
de granulométrie inférieure a 200um. Les poudres sont conservées dans des flacons

opagues.

Figure 4: Poudres des feuilles (a) et racines (b) de Thapsia garganica L.

I1. Extraction des composeés phénoliques

I1.1 Protocole d’ extraction

Les polyphénols des feuilles et des racines de Thapsia garganica L. sont extraits
par macération de 5g de poudre dans 50ml de trois différents solvants absolus : méthanal,
hexane et dichlorométhane. Aprés deux heures d agitation, la solution est centrifugée
(centrifugeuse SIGMA) a 1500g pendant 10 minutes, le surnageant est récupéré puis filtré,
avec du papier filtre standard, et évaporé dans I’ é&uve a40°C. Apres lareconstitution a une
concentration de 100 mg/ml, dans le méthanol absolu, les extraits sont conservés dans des
flaconsfumés a4°C (Cox et al., 2010).

1.2 Taux d’extraction

Pour chague partie de la plante (Feuilles et racines), le taux d extraction est

déterminé par laformule suivante :
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Taux d’extraction (%) = [(P1-Po)] / E

Po: Poids du bécher vide.
P, : Poids du bécher et I extrait apres évaporation du solvant.
E : Poids de lapoudre.

[11. Dosage des composés phénoliques

[11.1 Dosage des polyphénols totaux

o Principe

Le principe de cette méthode repose sur |’interaction des composés phénoliques
avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif est congtitué par un mélange d acide
phosphotungstique (H3PW1,04) et dacide phosphomolybdique (HsPMO1,049). Il est
réduit, lors de I’oxydation des phénols qui entrainant la formation d’un complexe de
couleur bleue, présentant un maximum d absorption aux environs de 720-750nm, dont
I"intensité est proportionnelle a la quantité des composés phénoliques (Ribéreau-Gayon,
1968).

0o Modeopératoire

Lateneur des extraits en polyphénols totaux est estimée selon la méthode de Kuda
et al. (2005).

0,8ml d’une solution de Folin-Ciocalteu a 10% sont gjoutés a 0,4ml d extrait dilué.
Apres 3 minutes, 1,6ml d'une solution de carbonate de sodium (Na,COs3) a 10% sont
ajoutés. Ce mélange est laissé a |’ obscurité pendant une heure a température ambiante. Des
mesures d'absorbance sont enregistrées a 750 nm en utilisant un spectrophotométre (VIS-
7220 G) (Kuda et al., 2005).

Les teneurs des extraits en phénols totaux sont déterminées en se référant a une

courbe d’ étalonnage obtenue avec la catéchine (annexe ). Les résultats sont exprimés en

milligramme équivalent de catéchine par gramme de poudre seche (mg Eq. Cat/g de PS).
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[11.2 Dosage des flavonoides

o Principe

Le dosage des flavonoides repose sur leur aptitude a chélater les métaux (fer et
aluminium), cette propriété est propre aux groupements hydroxyles des flavonoides
capables de donner un complexe jaunétre en présence d’auminium (Ribéreau-Gayon,
1968).

0o Modeopératoire

La teneur des flavonoides est déterminée selon la méthode de Djeridane et al.
(2006). Elle consiste a mélanger 1,5ml d’ extrait dilué avec 1,5ml de chlorure d’ auminium
a 2%. Le mélange est incubé a I’ obscurité pendant 15 minutes, puis |’absorbance est

mesurée a 430nm.

Les teneurs en flavonoides sont déterminées en se référant a une courbe
d étalonnage utilisant la quercétine comme standard (annexe ). Les résultats sont exprimés
en microgramme équivalent de quercétine par gramme de poudre séche (ug Eg. Quer/g de
PS).

V. Evaluation del’ activité antibactérienne des extraits de Thapsia garganica L.

Les microorganismes testés (Tableau 1) pour évaluer I’ activité antibactérienne des
extraits de Thapsia garganica L. sont fournis par le Laboratoire de Microbiologie
Appliquée del’UAMB.

Tableau I1: Les différentes souches bactériennes testées.

Gram Souche Référence
Bacillus subtilis ATCC 6633
EIE. SARM ATCC 6538
Escherichia coli N.A.R
Gram’ .
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

ATCC : American Type Culture Collection;
NAR : Nalidixic Acide Résistant ;
SARM : Saphylococcus aureus Résistant ala Méthicilline.
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V.1 Antibiogrammes

o Principe

Le principe de cette méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en
milieu solide, dans une boite de Pétri, a partir d’un point précis, avec création d’un gradient
de concentration aprés un certain temps de contact entre I’ extrait et le microorganisme (De
billerbeck, 2007). L’ effet de la substance antimicrobienne sur la souche cible est évalué

par lamesure d’ une zone d’inhibition (K arabay-yavasoglu et al., 2007).
o0 Modeopératoire

L’ activité antibactérienne des extraits, en utilisant quatre concentrations allant de
12,5 mg/ml a 100mg/ml, est évaluée en utilisant la méthode de Suay et al., (2000). Des
spots de 20ul d'extrait sont déposes sur la surface de la gélose Muller-Hinton
préalablement ensemencée, par écouvillonnage, a partir d’une suspension bactérienne
d’ une concentration de 10°UFC/ml (K ar abay-yavasoglu et al., 2007). Les boites de Pétri
sont mises au réfrigérateur a 4°C pendant trois heures pour une pré-diffusion (Bansemir et
al., 2006). Des zones d'inhibition autour du point d application du spot sont mesurées en

millimétre aprés incubation a 37°C/24 heures (K ar abay-yavasoglu et al., 2007).

Le méthanol absolu est utilisé comme un témoin négatif. Des standards polyphénols
(acide galique, catéchine et quercétine) sont également testés vis-a-vis de toutes les

souches cibles.
V.2 Déter mination des concentrations minimalesinhibitrices (CMI)

LaCMI est définie comme étant |a premiere concentration inhibant toute croissance
bactérienne visible al’ ceil nu, apres 18 a 24 heures d’'incubation (Caquet, 2004). LaCM|
des extraits de Thapsia garganica L. des souches tests est déterminée par la méthode de

dilution en milieu solide décrite par Tuncel et Nergiz (1993).

o Principe
Le principe de laméthode consiste a diluer directement la substance antibactérienne
a tester dans le milieu de culture et a inoculer ce milieu avec les souches bactériennes

standardi sées.
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o Modeopératoire

Une série de boites de Pétri est coulée par la gélose Mudller Hinton avec des
concentrations d extrait croissantes, alant de 0,1 a 2 mg/ml. L’ ensemencement par spot
des différentes souches a tester est effectué par préléevement de 1ul a partir d une
suspension de 10’cellules/ml, soit10* cellules/spot (CA-SFM, 2012). Aprés incubation &
37°C/24 heures, une vérification d’une croissance (ou non) visible au niveau du spot est
effectuée. La CMI correspond a la premiere concentration ou aucune croissance n’est

observée.

Un témoin négatif sans extrait (I’ extrait est remplacé par du méthanol absolu) et des

standards acide gallique, catéchine et quercétine sont également testés.

I'V.3 Déter mination des concentrations minimales bactéricides (CMB)

La CMB est définie comme étant la plus petite concentration aboutissant a une
destruction notable des bactéries (0,01% de survivant) (Meyer et al., 1994).

Des tubes de bouillon nutritifs sont ensemencés par des morceaux de géloses
découpés |a ou aucune croissance n’est observée au niveau du spot. Aprés incubation a
37°C/24 heures, une présence ou non d’ un trouble est mentionnée. La CMB correspond a

la premiére concentration ou aucun trouble n’ est observe.

V. Etude statistique

Pour pouvoir faire une étude statistique, chague test est réalisé en trois essais. Les
résultats sont exprimés en moyenne * écart type. Les données sont analysées en utilisant
une anayse de variance (ANOVA). Des différences significatives (p<0,05) entre les
moyennes sont déterminées par le test LSD (Low Significant Difference). Le logiciel
utilisé est STATISTICA 5.5.
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|. Taux d’extraction et dosage des composés phénoliques

|.1 Taux d’extraction des composes phénoliques

La méhode dextraction doit permettre I'extraction maximal des composés
phénoliques et éviter leur modification chimique (Hayouni et al., 2007). La température, le
temps de macération, la taille des particules et le volume du solvant peuvent affecter le taux
d’extraction (Pinelo et al., 2005 ; Spigno et al., 2007 ; Bonnaillie et al., 2012). La solubilité
des composees phénoliques est régie par leur nature qui peut varier de simples substances aux
composes fortement polymeérisés (Cacace et Mazza, 2003) et par |a polarité des solvant (Goli
et al., 2004 ; Sulaiman et al., 2011).

Dans cette étude I’ extraction des composés phénoliques est réalisée par trois solvants
de polarités décroissantes : méthanol, dichlorométhane et hexane.

Le taux d’extraction par les différents solvants a partir des feuilles et des racines de
Thapsia garganica L., est rapporté danslafigure 5.

25 -+
M Feuilles H Racines

1
@

20

Taux d'extraction ( %)

M ethanol Dichlorométhane Hexane

Figure 5: Taux d extraction des composés phénoliques des feuilles et racines de Thapsia
garganicalL.

Les barres verticales représentent les écarts-types.

Les valeurs portants |es mémes | ettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05).
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Lafigure 5, montre que le taux d’ extraction varie en fonction de la partie de la plante
et du solvant utilise. Le meilleur taux d extraction est obtenu avec le méthanol feuilles
(19,38%), tandis que |’ extrait hexanique des racines enregistre le taux d extraction le plus
faible (1,76+0,07). Selon Goli et al. (2005), le taux d’extraction augmente en fonction de la
polarité du solvant. Le méthanol est un solvant de polarité élevée, ceci explique les teneurs

assez élevées en polyphénols totaux enregistrées dans notre extrait méthanolique.

Hamdy Roby et al. (2013), ont constatés que le taux d’ extraction par |e méthanol est
meilleur que celui obtenu par |’hexane concernant les parties aériennes de Foeniculum
vulgare (Apiacées), ces résultats sont similaires a ceux obtenus dans notre étude pour les

extraits méthanoliques et hexaniques des feuilles.
|. 2 Dosage des composes phénoliques

L’ étude quantitative de nos différents extraits par dosages spectrophotométriques a

pour objectif ladétermination de lateneur en phénols totaux et en flavonoides.

|.2.1 Dosage des polyphénols totaux

Les résultats du dosage des polyphénols totaux des feuilles et racines de Thapsia

garganica L. sont présentés dans lafigure 6.

0,2 ~
0,18 - M Feuilles ®Racines
0,16 -
0,14 -
0,12 -
0,1 -

0,08 -

polyphénolstotaux
(mg Eqg. Cat/g PS)

0,06 -
0,04 -
0,02 -

a a a a
[Ne—

M éthanol Dichlorométhane Hexane

Figure 6: Teneurs en polyphénols totaux des différents extraits de Thapsia garganica L.

Lesbarres verticales représentent |es écarts-types.
Les valeurs portants les mémes | ettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05).
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La figure 5 montre que les teneurs en polyphénols totaux de Thapsia garganica L.
sont généralement faibles. Elles sont comprises entre 0,175+0,007 mg Eq. Cat /g PS pour
I’ extrait méthanolique des feuilles et 0,002+0,00 mg Eqg. Cat /g PS pour I’ extrait hexanique
des feuilles et racines. Wojdylo et al. (2007), ont rapporté que toutes les plantes étudiées,
appartenant a la famille des Apiacées, présentent des teneurs trés basses en polyphénols. Ceci

est en accord avec nos résultats.

D’ aprés nos résultats, les feuilles ont enregistrent des teneurs élevées en polyphénols
totaux par rapport a celles des racines, avec une différence significative (p<0,05). En effet, il a
été rapporte que la répartition des composés phénoliques varie d' une partie a une autre au sein

de laméme plante (Macheix et al., 2005).

Il est important de souligner que pour les deux parties de la plante, I'extrait
méthanolique enregistre les concentrations en polyphénols totaux les plus importantes, ce qui
nous permettrait de déduire que le méthanol constitue un bon solvant d extraction des

polyphénols de Thapsia garganica L.

Djéridane et al. (2006), ont obtenu des teneurs en composes phénoliques des parties
aériennes de Thapsia garganica L. de 7,63+0,61 mg Eq. AG /g PS, elles sont supérieures a
celles obtenues dans notre éude, sachant qu’ils ont récolté leurs plantes en mois de juin a
partir de différents endroits de la ville de Laghouat, et ayant utilisés I’ éhanol 70% comme

solvant d’ extraction.

Sulaimen et al. (2011), ont obtenu des teneurs en polyphénols totaux de 0,2+0,2 et
0,1+0,1 mg Eg. AG/g PS respectivement pour I'extrait méthanolique des feuilles Apium
graveolens et Coriandrum sativum, qui appartiennent aussi a la famille des Apiacées. Ces
résultats sont similaires avec les notres concernant I’ extrait méthanolque des feuilles (0,175
mg Eqg. Cat /g PS).

L’ extrait éthanolique des parties aériennes de Foeniculum vulgare étudiées par Oktay et
al. (2003), a révélé des teneurs en polyphénols de 90 ug Eg. AG/g. Ces résultats sont

similaires a ceux obtenus concernant notre extrait méthanolique des feuilles.

Dans I'éude réalisee sur les extraits méthanoliques des racines Petroselinum sativum
(famille des Apiaceés), Wojdylo et al. (2007) ont obtenu une teneur en polyphénols totaux
de 0,02+0,09 mg Eq. AG/100g PS qui est inférieure a notre résultat (0,047+0,007 mg Eq
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Cat/g PS) obtenu par I’ extrait méthanolique des racines. Ces auteurs ont effectué I’ extraction

par le méthanol 80%.

Les écarts trouvés entre nos résultats et ceux trouvés par les autres auteurs, déja cités,
sont probablement dis aux conditions d’'extraction en terme de température, nombres
d’extraction et le solvant utilisé (Scalbert, 1991 ; Turkmen et al., 2006), mais aussi a |’ état
et I'origine de |’échantillon en terme de provenance géographique et saison de collecte
(Ranalli et al., 2006 ; Li et al., 2009). En effet le contenu phénoliques d’ une plante dépend
d’ un certain nombres de facteurs intrinseques (génétiques) et extrinséques (environnement et
stockage) (Falleh et al., 2008).

|.2.2 Dosage desflavonoides

Les résultats du dosage des flavonoides des feuilles et racines de Thapsia garganica L.

sont rapportés dans lafigure 7.
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Figure 7: Teneur en flavonoides des différents extraits de Thapsia garganica L.

Lesbarres verticales représentent les écarts-types.
Les valeurs portants les mémes | ettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05).

D’apres lafigure 6, les extraits de feuilles sont plus riches en flavonoides que ceux
des racines (p<0,05). La teneur la plus élevée est obtenue par |'extrait méthanolique des
feuilles (47,31+0,94 ug Eqg. Quer /g PS). En effet, il a été prouvé que les flavonoides se
présentent beaucoup plus dans les organes aériens au niveau des cellules photosynthétiques,
car ilsont un role protectif contre lesradiations UV (Diallo et al., 2004 ; Cuchnie, 2005).
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Une teneur en flavonoides similaire a celle qu’ on a obtenu est rapportée par Nickavar
et al. (2009) dans I’ extrait éthanoligue de fruits de Trachyspermum copticum (Apiacées), elle
est égale a 40,18+1,39 ng Eq. Rutine/mg PS.

L’ étude réalisée par Rached et al. (2010), a montré que |’ extrait agueux des feuilles
de Thapsia garganica L., d origine algérienne, a une teneur en flavonoides de 18,13+0,47
mg Eqg. Quer/g PS, ele est largement supérieure a celle trouvée dans notre extrait
méthanolique des feuilles (47,13+0,94 ug Eq. Quer /g PS).

Djeridane et al. (2006), ont obtenu des teneurs en flavonoides, chez Thapsia
garganica L. de 4,04+0,42 mg Eg. Rutine/g PS. Ces résultats sont supérieurs a ceux obtenus
dans notre étude. La teneur élevée en flavonoides de leur plante saharienne peut étre liée aux
conditions climatiques dures de la région (Laghouat) telles que la température chaude,
I’exposition solaire élevée et la sécheresse qui stimulent la synthese des composés

phénoliques.

La méthode et |e temps de stockage de |a poudre utilisée dans notre étude, peuvent étre
des facteurs ayant contribués aux faibles teneurs en composés phénoliques que nous avons
obtenu, comparant aux plusieurs études réalisées sur Thapsia garganica L. En effet, La
méthode de conservation des plantes peut influencer la teneur en flavonoides (Rawel et al.,
2005). La diversité structurale de ces derniers affecte aussi leur quantification (Baharun et
al., 2004), a cause de leur capacité a se solubiliser dans les différents solvants d’ extraction
(Sharififar et al., 2009).

II. Activité antibactérienne des extraits de Thapsia garganica L.

[1.1 Antibiogrammes

Dans cette étude, la méthode de diffusion sur milieu solide est utilisée pour étudier
I’ activité antibactérienne des différents extraits de Thapsia garganica L. Afin de déterminer
leur potentiel bioactif. Tous les extraits des feuilles et des racines de Thapsia garganica L.
sont testés vis a-vis de deux bactéries Gram positives (Bacillus subtilis et SARM) et deux a

Gram négatif (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa).

Les résultats sont exprimés selon trois niveaux d activité : Résistant : D<8 mm,
intermédiaire : 15 mm>D>8 mm et sensible : D>15 mm, ou D : diamétre des zones
d’inhibition (Bansemir et al., 2006). L’ activité antibactérienne des extraits des feuilles et des
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racines de Thapsia garganica L. est présentée dans la figure 8. Les diamétres des zones
d'inhibition sont résumés dans le tableau |, annexe 11.

30 1

M E.coli MP.aeroginosa HMS aureus M B. subtilis

EEEEEEE
I:IIIIH-:
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Ll

R

Diametr e des zones d'inhibition (mm)
=

2 1 050292 1 050292 1 0502582 1 0502582 1 050232 1 05025

Feuilles Racines Feuilles Racines Feuilles Racines
méthanol méthanol dichlorométhane dichlorométhane hexane hexane

Concentration d'extrait (mg/20 pl)

Figure 8: Activité antibactérienne des différents extraits de Thapsia garganica L.

Les barres verticales représentent |es écarts-types.

[1.1.1 Activité antibactérienne a |’ égard des bactéries Gram positives

D'apres les résultats de la figure 8, tous les extraits ont montré une bonne activité
inhibitrice vis-a-vis de S aureus avec des diamétres des zones d'inhibition allant de 14,00 a
24,00+00,00 mm.

La meilleure zone d'inhibition est obtenue par I'extrait dichlorométhane des feuilles
(24,00+00,00 mm) a 1 mg/20ul. Selon les résultats de I’ éude statistique, |’ effet inhibiteur
obtenu par I’ extrait méthanolique des feuilles & 0,5 mg/20ul est similaire a celui de I’ extrait
dichlorométhanique des racines, ala méme concentration.

Les extraits dichlorométhaniques et méthanoliques des racines ont un faible effet
inhibiteur sur S. aureus en terme de zone d'inhibition comparativement a celui des extraits des
feuilles (P<0,05), tandis que l'extrait hexanique racines montre une activité inhibitrice
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similaire a celle dhexane feuilles. Concernant I'extrait méthanolique des feuilles,
l'augmentation de la concentration saccompagne d'une augmentation significative (P<0,05)
du diamétre des zones d'inhibition, ce qui correspond a un effet dose dépendant (figure 9).

Par contre, pour ces mémes extraits, |'augmentation de la charge du spot
s accompagne d une diminution du diametre des zones d’inhibition, ceci pourrait s expliquer
par ladiminution de I’ activité de I’ extrait qui serait due & une diminution de la solubilité de la
(les) substance (s). Cependant, avec des concentrations plus élevées en extrait, la solubilité de
ces dernieres peut devenir un facteur limitant (Lindberg et al., 2004). Il est probable que la
diminution de I’ activité soit due a une modification des propriétés de la substance responsable
de I’ activité en présence d’ autre composés de |’ extrait (Pereira et al., 2007 ; Estevinho et al.,
2008), aboutissant & une combinaison de deux composants active (majeur ou mineur) agissant
en synergie (Brijesh et al., 2006 ; Pereira et al., 2007), ou bien des composants mineurs

d’extrait qui sont également actifs a des faibles concentrations (Lindberg et al., 2004).

Plusieurs études ont rapporté que S. aureus compte parmi les souches bactériennes les
plus sensibles aux extraits de plantes (Shahidi-Bonjar et al., 2004 ; Melendez et Capriles,

2006), ce qui est en accord avec nos résultats (figure 9).

Figure 9: Photographies des zones d'inhibition obtenues par les extraits de Thapsa
garganica L. vis- avisde S aureus. (2) méthanol feuilles, (b) dichlorométhane feuilles, (c)
hexane feuilles, (d) méthanol racines, () dichlorométhane racines et (f) hexane racines.
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Les extraits de Thapsia garganica L. montrent une activité inhibitrice a |’ égard de B.
subtilis (figure 10). La meilleure zone d'inhibition (20£00,00 mm) est obtenue par I’ extrait
hexanique des feuilles a une concentration de 1mg/20ul, tandis que I’ extrait dichlorométhane
des feuilles s'est montré le moins actif, avec une zone de 12+00,00 mm a 0,25mg/20 pl.
L'étude statistique n'a montré aucune différence significative (p<0,05) entre les extraits
méthanoliques et dichlorométhaniques des feuilles qui ont enregistré une zone d’inhibition de
18+00,00 mm a2 mg/20pul.

Figure 10: Photographies des zones d'inhibition obtenues par les extraits de Thapsia
garganica L. vis- avis de B. Subtilis. (a) méthanol feuilles, (b) dichlorométhane feuilles, (c)
hexane feuilles, (d) méthanol racines, (€) dichlorométhane racines et (f) hexane racines.

I1. 1.2 Activité antibactérienne a |’ égard des bactéries Gram négatives

Une différence significative est enregistrée entre les extraits de Thapsia garganica L.
al’égard de E. coli (p<0,05). Tous les extraits de Thapsia garganica L. exercent une activité
intermédiaire vis-avis d'E. coli avec des zones d'inhibition alant de 8,5+00,38mm a
14,5+00,38 mm (figure 11), a I'’exception de I'extrait méthanolique des racines a 0,25
mg/20ul qui s'est révélé le moins actif sur cette souche avec la zone d'inhibition la plus
étroite (7,5+00,38 mm). La zone d’inhibition la plus large (14,5+00,38 mm) est obtenue avec
I’extrait dichlorométhanique des racines a 1 et 0,5 mg/20ul avec aucune différence
significative (p<0,05).
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A la concentration de 0,25mg/20ul, les extraits méthanoliques et héxaniques des
feuilles de Thapsia garganica L. ont un méme effet inhibiteur en termes de zone d’inhibition
(11,5 +00,38 mm). Un effet inhibiteur similaire (10,5+00,38 mm) est observé concernant
I’ extrait méthanolique des feuilles et hexanique des racines a la concentration de 2 mg/20ul,

avec aucune différence significative.

Figure 11. Photographies des zones d'inhibition obtenues par les extraits de Thapsia
garganica L. vis-avis dE. coli. (& méthanol feuilles, (b) dichlorométhane feuilles, (C)
hexane feuilles, (d) méthanol racines, (e) dichlorométhane racines et (f) hexane racines.

Les extraits de Thapsia garganica L. exercent une activité intermédiaire sur P.
aeruginosa (figure 12). Le diametre des zones varie de 9,5+00,38 a 12,5+00,38 mm, a
I’ exception de I’extrait hexanique des racines ou cette souche s est montrée résistante avec
des zones d'inhibition étroites de 6,5t00,38 et 8+00,00 mm a 1 et 0,25mg/20 ul,
respectivement. La zone d’inhibition la plus large (12,5+00,38 mm) est obtenue avec |’ extrait
dichlorométhanique des feuilles a 0,5mg/20ul. L’étude dtatistique n'a révélé aucune
différence significative (p<0,05) entre |’ extrait méthanolique des feuilles et hexanique des
racines qui ont donné une zone d’inhibition de 9,5+£00,38 mm a 0,5mg/20ul, tandis que la
méme zone d'inhibition est obtenue par I’extrait méthanolique des racines mais a la
concentration de 2 mg/20ul. Tajkarimi et al. (2010), ont rapporté que les espéces

appartenant au genre Pseudomonas, et plus particuliérement P. aeruginosa, sont le groupe
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bactérien le moins sensible a I’ effet des composés bioactifs, ceci est en accord avec nos

résultats.

Figure 12: Photographies des zones d'inhibition obtenues par les extraitsde Thapsia
garganica L. vis-a-vis de P. aeruginosa. (a) méthanol feuilles, (b) dichlorométhane feuilles,
(c) hexane feuilles, (d) méthanol racines, (e) dichlorométhane racines et (f) hexane racines.

Dans la présente étude, |I'évauation de I’ effet antibactérien des extraits de Thapsia
garganica L. a révélé que ses extraits sont actifs sur toutes les souches testées, avec une
activité plus importante contre les bactéries Gram positives (S. aureus et B. subtilis), et une
activité moins importante al’ égard des Gram négatifs (E. coli et P. aeruginosa).

Gulcin et al. (2003), ont montré que les extraits des graines de I’anis (Pimpinella
anisum), appartenant aux Apiacées, ont une meilleure activité a I’ égard des bactéries Gram
positives testées (S. aureus, Sreptococcus pneumoniae et Micrococcus luteus) contrairement
aux bactéries Gram négatives (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Citrobacter

koseri). Cesrésultats sont similairesa ceux obtenus dans notre éude

Borchardt et al. (2008), ont mis en évidence l'effet antibactérien de I'extrait
éthanolique des feuilles de Zizea aurea (Apiacées), vis-avis de S aureus, E. coli et P.
aeruginosa. Ces auteurs ont rapporté larésistance d'E. coli et de P. aeruginosa. Par contre, ils
ont observe une bonne activité inhibitrice al'égard de S. aureus, ce qui est en accord avec nos

résultats.
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Contrairement a notre résultat, Shan et al. (2007), ont rapporté que les extraits
méthanoliques de Coriandrum sativum et Cuminum cyminum ne montrent aucune activité
inhibitrice vis-avis de toutes les souches testées (S aureus, E. coli, B. subtilis, L.
monocytogenes, B. cereus et S. anatum). Ces résultats sont probablement da a la différence
entre les souches bactériennes étudiées, a la nature des composes phytochimiques présents
dans les extraits (Aqgil et Ahmed, 2003 ; Pesewu et al., 2008) et aux différentes méthodes
d’ étude de I'activité antibactérienne (Lindberg et al., 2004 ; Landete et al., 2008).

La différence dans la structure de la paroi bactérienne joue un réle important dans la
susceptibilité des bactéries (Shan et al., 2007 ; Tian et al., 2009). Plusieurs travaux ont mis
en évidence la grande sensibilité des bactéries Gram positives aux extraits de plantes par
rapport aux bactéries Gram négatives (Turkmen et al., 2006 ; Hayouni et al., 2007 ; Falleh
et al., 2008). Les bactéries Gram négatives possedent une membrane externe constituée
principalement de lipopolysaccharides (LPS) et des protéines majoritaires appelées porines.
Cette membrane est imperméable a la plupart des molécules. Cependant, I'inhibition de la
croissance des bactéries Gram négatives a été rapportée, particulierement en combinaison
avec les facteurs qui peuvent influencer I'intégrité de la cellule et/ou la perméabilité de la
membrane, telle que les basses valeurs du pH et les concentrations accrues en NaCl
(Georgantelis et al., 2007).

De plus, sedlon Shan et al. (2007), la membrane des bactéries Gram négatives est
associ ée a des enzymes dans |'espace périplasmique qui sont capable de détruire les molécules
intruses. En effet les extrémités lipophiles des acides lipoteichoiques de la paroi des bactéries
Gram positives facilitent la pénétration des composés hydrophobes (Boussaada et al., 2008),
tels que les tannins qui peuvent atteindre la membrane cytoplasmique, et perturbent la force
motrice de protons, le transport actif et la coagulation du contenu cellulaire (Tian et al.,
2009).

L'effet inhibiteur des composés phénoliques peut étre expliqué par I’ adsorption a la
membrane cellulaire, interaction avec les enzymes, privation des substances et des ions

métalliques (Rodriguez-Vaquero et al., 2007).

D’aprés les résultats de dosage, la teneur en composés phénoliques n'est pas
proportionnelle a I’ activité antibactérienne, mais a la nature des composés présents dans les

extraits. C'est le cas de I’extrait dichlorométhanique des feuilles, cet extrait bien qu'il soit
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pauvre en flavonoides, exprime une activité antibactérienne importante vis-avis de S. aureus.
Ceci pourrait étre lié a la présence de d autres composés dont la nature permet une activité
antibactérienne élevée, tels que les unités oligomériques des tannins, connues pour leur effet
antibactérien (Navarro et al., 1996 ; Dall’agnol et al., 2003 ; Taguri et al., 2006).

Les resultats de I'activité antibactérienne des standards polyphénols utilisés vis-a-vis

|es souches testées sont résumés dans le tableau I11.

On remarque que les standards polyphénols étudiés sont tous actifs vis-avis les
souches bactériennes testées. Les meilleures zones d'inhibition sont obtenues avec I'acide
galique (27,33+00,57 mm) a 1 mg/20ul a 1'égard de S. aureus, suivie de la quercétine
(25+00,00 mm) al'égard de B. subtilisa une concentration de 0,25 mg/20ul.

La catéchine exerce une bonne activité sur S. aureus et B. subtilis, I’ étude statistique
ne révele aucune différence significative (p<0,05), avec un diamétre des zones dinhibition
alant de 18,33+0,57 mm a 20,33+00,57 mm pour les différentes concentrations, ces deux

souches sont les plus sensibles a ce standard.

La catéchine s est révélée moins actif sur E. coli avec des zones d’inhibition allant de
09,33+00,57 a 17,00£00,00 mm, il est a noter que l'augmentation de la concentration
saccompagne d'une augmentation de diametres des zones d'inhibition (p<0,05). La souche P.
aeruginosa sest révélée plus sensible a la quercétine (23,33+00,57 mm) a 0,25 mg/20ul et a
I'acide gallique (21,33+00,57 mm) a 0,5mg/20ul avec une différence significative (p<0,05).

Les résultats obtenus par Rodriguez-Vaquero et al. (2007) sur |'activité de la
catéchine, I'acide gallique et la quercétine vis-a-vis d' E. coli sont similaires a nos résultats.
Contrairement a nos résultats, Rauha et al. (2000) n’ont pas observé d effets inhibiteurs de
I'acide gallique a I'égard d'E. coli et S aureus, cela pourrait étre di a leur faible
concentration testée (0,5mg/500ul). La quercétine exhibe une activité inhibitrice sur toutes les
souches étudiées (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis et Micrococcus luteus) par ces

auteurs, ce résultat est similaire a celui obtenu dans notre éude.

L'analyse statistique n'a révélé aucune différence significative (p<0,05) entre I'extrait
dichlorométhanique des feuilles, a 1mg/20ul et I'acide gallique a 0,5 mg/20ul, vis-a-vis de S
aureus. La quercétine possede un effet inhibiteur similaire avec I’ extrait dichlorométhanique

des feuilles a la concentration de 0,5 mg/20ul sur cette souche. L’extrait dichlorométhanique
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des racines et méthanolique des feuilles, a 0,5 mg/20ul, exerce un effet inhibiteurs similaire a

celui de la catéchine a une concentration de 0,5 et 0, 25 mg/20ul avec une différence non

significative (p<0,05), vis-a-vis de cette souche.

A I’encontre de la souche B. subtilis, 1’extrait hexanique des feuilles a 1mg/20ul

exerce une activité inhibitrice similaire a celle de la quercétine a 0,5 mg/20ul, 1’acide gallique

et la catéchine a 1 mg/20ul. L étude statistique n’a pas révélé de différences significatives

entre la quercétine a 1mg/20ul et I’ extrait méthanolique des racines a 1 et 0,25 mg/20pl, vis-

a&Vvis de cette souche.

Les composes phénoliques purs testés ont présenté un effet significativement plus

intéressant gque les extraits de Thapsia garganica L. vis-avis de P. aeruginosa et E. coli

(p<0,05).

Tableau I11: Activité antibactérienne de quel ques standards polyphénols.

_ _ Diamétre des zones d’inhibition (mm)
0%5 % g ? S. aureus B. subtilis E. coli P. aeruginosa

o f =2

o 1,00 |27,33t00,57" | 20,67+00,57¢ | 20,00+00,00" | 18,67+00,57°
%g 050 | 24,33£00,57' | 19,33+00,57° | 18,33+00,57¢ | 21,33+00,57’

E 0,25 | 15,33+00,57° | 18,33+00,57° | 18,33+00,57¢ | 19,33+00,57 ¢
o 1,00 | 20,33+00,57°€ | 20,33+00,57% | 17,00+00,00% | 17,33+00,57 €
g 0,50 | 18,33+00,57 ©| 19,33+00,57° | 09,33+00,57° | 15,33+00,57°
5 0,25 | 18,00+00,00 €| 18,33+0,57¢ | 06,33+00,57% | 16,67+00,57°"
® 1,00 |17,33+00,57° | 17,33+00,57° | 17,33+00,57% | 18,33+00,57°
% 0,50 |22,33+00,57" | 20,33+00,57¢ | 15,33+00,57°¢ | 20,00+00,00'
o 0,25 | 19,33+00,577 | 25,00+00,00¢ | 18,00+00,00¢ | 23,33+00,57"

* A noter que le témoin négatif (méthanol absolu) n'a montré aucune activité.
Chaque valeur représente la moyenne * écart-type (n=3).
Les valeurs portants les mémes | ettres sur la méme colonne ne présentent aucune différence significative (p<0,05).
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1.2 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI1) et bactéricides
(CMB)

Lesrésultats d’ étude delaCM | et dela CMB sont résumés dans le tableau V.

Tableau | V: Concentrations minimales inhibitrices et bactéricides des extraits des feuilles et
desracines de Thapsia garganica L.

Extrait CMI/CMB (mg/ml)
S. aureus B. subtilis E. coli P. aeruginosa
Feuille méhanol 1/>2 1/>2 >2/>2 >2/>2
Racine méthanol >2/>2 1/>2 >2/>2 >2/>2
Feuille 1/>2 1/>2 >2/>2 >2/>2
dichlorométhane
Racine >2/>2 1/>2 >2/>2 >2/>2
dichlorométhane
Feuille hexane 1,2/>2 1/>2 >2/[>2 >2/>2
Racine hexane 1/>2 1/>2 >2/>2 >2/>2

Touts les extraits de Thapsia garganica L. ont un faible effet inhibiteur vis-a-vis les
bactéries Gram négatives avec des CMI et des CMB supérieures a 2mg/ml, tandis que chez

les Gram positifs, la plupart des extraits ont enregistrés des CMI1 /CMB de 1/>2 mg/ml.

Les extraits des feuilles de Thapsia garganica L. ont un effet inhibiteur sur B. subtilis
et S aureus avec des CMI de 1 et des CMB supérieures a2 mg/ml, al’exception de I’ extrait
hexanique qui possede une CMI de 1,2 mg/ml. Les extraits racines de Thapsia garganica L.
possedent des CMI et CMB supérieures a 2 mg/ml vis-avis de S aureus, a I'exception de
I'extrait hexanique qui possedent un effet inhibiteur a 1Img/ml. B. subtilis est sensible aux

extraits desracines de Thapsia garganica L. avec des CMI de 1mg/ml.

Les CMI exhibées par nos extraits méthanoliques (1 mg/ml) a1’ égard de B. subtilis
sont plus intéressantes que celles obtenues par Edziri et al. (2012), ils ont observé des CMI
alant de 1,5 a 5mg/ml concernant |’ extrait méthanolique d’ Apium graveolens (A paicées) vis-

aVis de cette souche.

Le tableau V montre que I'acide gallique possede un effet inhibiteur sur toutes les
souches bactériennes testées. La souche P. aeruginosa est la plus sensible a ce standard avec
des CMI et CMB égales a 0,1mg/ml. La catéchine possede des CMI de 0,7 mg/ml vis-a-vis de
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toutes les souches bactériennes testées a |'exception de P. aeruginosa qui se montre résistante
avec des CMI supérieures a 2mg/ ml. La catéchine arévélé un effet bactéricide a 0,7 mg/ml
contre S. aureus qui est dans ce cas, la souche bactérienne la plus sensible. La Quercétine
possede des CMI et CMB supérieures a 2 mg/ml vis-avis de toutes les souches bactériennes
testées.

Touts les extraits de Thapsia garganica L. testés vis-avis de B. subtilis exercent un
effet inhibiteur meilleur que la quercétine avec des CMI (Img/ml) inferieures a celles du
standard (2 mg/ml). A I’encontre de S. aureus, les CMI des extraits des feuilles de Thapsia
garganica L. sont meilleures que la CMI de la quercétine. Par contre |’ extrait hexanique des

racines montre des CM| supérieures a celle de ce standard.

Tableau V: Concentrations minimales inhibitrices et bactéricides des standards polyphénols
utilisés sur les souches bactériennes testées.

Standard CMI/CMB (mg/ml)
polyphénol S. aureus B. subtilis E. coli P. aeruginosa
Acidegallique 0,1/0,2 0,4/0,8 0,5/0,7 0,/0,1
Catéchine 0,7/0,7 0,7/0,9 0,7/0,8 >2/>2
Quercétine >2/>2 >2/>2 >2/>2 >2/>2
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Conclusion

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a |I'évaluation de I'activité
antibactérienne des extraits des feuilles et des racines de Thapsia garganica L., vis-avis de
guatre souches bactériennes, deux souches a Gram positif (S. aureus et B. subtilis) et deux

souchesa Gram négatif (E. coli et P. aeruginosa).

Les résultats montrent que le méthanol est le meilleur solvant d’extraction, suivi de
dichlorométhane et d hexane. Les résultats de dosage des composés phénoliques, des
différents extraits, ont montré des faibles teneurs en polyphénols totaux (0,002 a 0,175 mg Eq.
Cat/g PS) et des tres faibles teneurs en flavonoides (47,31ug Eqg. Quer/g PS), les meilleurs
teneurs sont enregistrées par I’ extrait méthanolique des feuilles, par contre I’ extrait hexanique
desracines s est révélé pauvres en ses COmposeés.

L’ évaluation de I’ effet antibactérien montre que la plupart des souches bactériennes
testées sont sensibles aux extraits des feuilles et des racines de Thapsia garganica L. En
comparant la sensibilité des souches cibles, on remarque une différence significative entre la
susceptibilité des bactéries Gram positives e¢ Gram négatives. Cela est en accord avec
guelques études réalisées dans cette optique. La meilleure zone d'inhibition est obtenue par
I’extrait dichlorométhanique des feuilles (24,00 mm) vis-avis de S aureus. Par contre

I’ extrais hexanique est le moins actifs (6,5 mm) vis-avisde P. aeruginosa.

L’ évaluation quantitative de I’ activité antibactérienne par la détermination des CM1 et
CMB montre que P. aeruginosa et E. coli sont les souches le plus résistantes vis-a-vis de
tous les extraits de Thapsia garganica L. avec des CMI et CMB supérieures a 2mg/ml. Par
contre S. aureus et B. subtilis sont plus sensibles a tout les extraits des feuilles avec des CM|
allant de 1 a 1,2 mg/ml, tandis que les extraits des racines sont actifs seulement sur B. subtilis

avec des CMI égalesa lmg/ ml.
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Les résultats de la présente éude donnent un apercu général sur le potentiel
antibactérien des extraits des feuilles et des racines de Thapsia garganica L. Dans cette étude
nous avons utilisé les extraits bruts, ce qui ne nous renseigne nullement sur les composés

actifs responsables des activités antibactériennes. Il serait donc nécessaire :

e D’extraireles composés phénoliques par fractionnement ;

e D’éargir lagamme des microorganismes cibles;

e D’orienter larecherche vers d autres parties de la plante (tiges, fleures...€etc).

e De procéder a une séparation de ces composés, par CCM, HPLC ou dautres
méthodes, afin de les testés séparément et identifier ceux parmi eux actifs;

e De rédiser des tests complémentaires telles que les activités antifongique,

antioxydante, anti-inflammatoire.. . etc.
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Annexel: Courbesd’ étalonnages
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Figure 1. Courbe d'étalonnage pour le Figure 2: Courbe d'étalonnage pour le dosage

dosage des polyphénols totaux. des flavonoides.
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Tableau |: Diametres des zones d'inhibition des extraits de Thapsia garganica al’ égard des

souches testées.
Extrait Dilution Diamétre des zones d’inhibition (mm)
(mg/20ul) | S aureus | B. subtilis E. coli P. aeruginosa

M éthanol 2 21,5+00,38" | 18+00,00' 10,5+00,38° | 11+00,00°
feuilles 1 19,5+00,38° | 18+00,00 11,5+00,38% | 11,5+00,38%
0,5 18+00,75° 15,5+00,38° | 11,5+00,38* | 9,5+00,38"
0,25 16+00,75° 15+00,00° 11,5+00,38% | 11,5+00,38%

M éthanol 2 14,5+00,38® | 15,5+00,38 | 8,5+00,38" 9,5+00,38"

racines 1 15+00,75" 17+00,00° 10,5+00,38% | 11+00,00°

0,5 15,5+00,38™ | 16,5+00,38* | 10,5+00,38* | 10+00,00°

0,25 14,5+00,38® | 17,5+00,38% 7,5+00,38° 10+00,00°

Dichlorométhane 2 22,5+00,38 | 18+00,00" 10+00,00° 12+00,00°
feuilles 1 24+00,00" 16,5+00,38* | 11,5+00,38* | 10,5+00,38
0,5 22,5+00,38 | 14,5+00,38™ | 12,5+00,38" 12,5+00,38°

0,25 19,5+00,38° | 12+00,00° 12+00,00° 12+00,00°

Dichlométhane 2 14+00,00° 16,5+00,38* | 12,5+00,38" 12+00,00°
racines 1 15+00,00° 15+00,00° 14,5+00,38° | 11,5+00,38%
0,5 18+00,00° 16,5+00,38* | 14,5+00,38° 11,5+00,38%*

0,25 14,5+00,38% | 16+00,00° 10,5+00,38 | 10+00,385°

Hexane 2 15,5+00,38™ | 14,5+00,38™ | 11+00,00° 11+00,00°

feuille 1 17,5+00,38" | 20+00,00° 12+00,00° 12+00,00°
0,5 16,5+00,38° | 18+00,00 11,5+00,38% | 10,5+00,38®

0,25 15,5+00,38™ | 18+00,00' 11,5+00,38* | 11+00,00°
Hexane 2 16,5+00,38° | 14,5+00,38™ | 10,5+00,38 | 10,5+00,38™
racine 1 15,5+00,38™ | 15,5+00,38 | 11+00,00° 6,5+00,38°

0,5 14+00,00° 14+00,00° 12+00,00° 9,5+00,38°

0,25 15,5+00,38™ | 14,5+00,38™ | 10+00,00° 8+00,38°




Annexelll: Matériel et produits utilisés

1. Appareillages

Autoclave.

Bain-marie.

Balance de précision.
Broyeur (Kika Labortechnik).
Centrifugeuse SIGMA.

Etuve MEMMERT.

Four Pasteur.

pH métre.

Spectrophotométre VIS-7220 G.

Tamiseur RETCH.
V ortex.

2. Produits chimiques

Acide gallique.

Carbonate de sodium (Na,COs3).

Catéchine.
Chlorure d'auminium (AICl3).
Chlorure de sodium (NaCl).

Dichlorométhane: (H2Cl>), 99%, MM=84,93g/mol, d=1, 33 (ORGANICS).
Eau physiologique (9g NaCl dans un litre d’ eau distill ég).
Ethanol: (C;HgO), 99%, MM=46.07 g/mol, d=0.81 (PROLABO).

Folin-Ciocalteu.

Hexane: (CeH14), MM=86,18g/mol, (BIOCHEM).
Méthanol: CHsOH, 99%, MM=32.04 g/mol, d= 0.79 (PROLABO)

Quercétine.
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AnnexelV: Composition (pour un litre) des milieux de culture utilisés
(Guiraud, 1998)

Bouillon nutritif
Peptone 10g
Extrait de viande 59
Chlorure de sodium 5g
pH 7,2

Gélose Chapman
Extrait deviande1lg
Peptone 10 g
Chlorure de sodium 5 g
Mannitol 10 g
Rouge de phénol 25 mg
Agar 15g
pH 7,4

Gélose Hecktoéne
Protéose peptone 12 g
Extrait delevure 3 g
Chlorure de sodium 5 g
Thiosulfate de sodium 5 g
Selshiliaires9 g
Citrate de fer ammoniaca 1,5
Salicine2 g
Lactose12 g
Saccharose 12 g
Fuchine acide0,1 g
Bleu de bromothymol 65 mg
Agar 13 mg
pH 7,6

Gélose Mueller Hinton
Etrait deviande 2 g
Hydrolysat acide de caséine 17,5 ¢
Amidon 1,59
Agar 10 g
pH 7,4

Gélose PCA
Peptone5g
Extrait delevure 2,5 g
Glucoselg
Agar 15g
pH 7



Glossaire



Glossaire

Glossaire

Anti-inflammatoire: Substances chimiques ayant le pouvoir de réduire les réactions
inflammatoires de |'organisme.

ATP ase calcium endo/sar coplasmique : Protéines membranaires qui pompent le calcium a
I"intérieur du réticulum.

Bronchite: Affection respiratoire, les plus fréquentes, est due a une infection virale ou
bactérienne des bronches (bronchite).

Cancer : Maadie qui a pour mécanisme une prolifération cellulaire anarchique, incontrélée et
incessante.

Cataplasme : Ancienne forme pharmaceutique péateuse, appliquée sur la peau pour combattre
une inflammation.

Catarrhe: Inflammation aigué ou chronique dune muqueuse, sur tout dans les voies
aériennes supérieures (nez et pharynx), avec hypersécrétion non purulente de ses glandes.
Cytotoxique: une substance ou une cellule spéciaisée capable de détruire les cellules de
I’ organisme.

I nflor escence : Mode de groupement des fleurs sur une mémetige.

Lactones : Ester interne (perte d'une molécule d eau intramoléculaire) d’un acide-alcool ou
d’un acide-phénol.

Ombeéllifere: Grande famille de plantes a fleurs herbacées, comprenant de nombreux
aromates et plantes comestibles. Cette famille de dicotylédones compte environ trois milles
espéces et est présente sur la quasi-totalité du globe, bien qu’ elle soit plus fréquente dans les
zones tempérées. Elle est bien connue pour ses inflorescences caractéristiques, les ombelles.
Ombelle : Type d'inflorescence dans laguelle les pédoncules sont attachés au méme point et
S arrétent ala méme hauteur.

Rage : Maladie infectieuse mortelle transmise des animaux vertébrés al’ homme.

Révulsif : Procédé thérapeutique visant a provoquer une irritation cutanée locale afin de
retenir le sang prés de la peav.

Rhumatisme : toute affection douloureuse, aigue ou le plu souvent chronique, qui géne le
bon fonctionnement de I’ appareil locomoteur.

Vivace : Plante vivace, dont les racines vivent plus de deux ans et dont latige se renouvelle

chague année.



Résumé

L’ objectif du présent travail est de mettre en évidence I’ activité antibactérienne des
extraits des feuilles et des racines d’ une plante appartenant a la famille des Apiacées, Thapsia
garganica L. Trois solvants de polarités différentes (méthanol, dichlorométhane et hexane)
sont utilisés pour I’ extraction des composés phénoliques. Le méthanol est e meilleur solvant
d’extraction des composés phénoliques. L’ extrait méthanolique des feuilles enregistre les
teneurs les plus élevées en polyphénols totaux (0,175+0,007 mg Eq. Cat/g PS) et en
flavonoides (47,31+0,94 ug Eqg. Quer /g PS). L’ activité antibactérienne des extraits montre
que les souches bactériennes testées sont sensibles aux extraits de Thapsia garganica L. Les
bactéries Gram positives (B. subtilis et S. aureus) sont plus sensibles que les bactéries Gram
négatives (E. coli et P. aeruginosa). La souche S aureus s est révélée la plus sensible, avec le
plus large diamétre d'inhibition (24 mm) pour I'extrait dichlorométhanique des feuilles.
Tandis que la souche P. aeruginosa sest montrée plus résistante (6,5 mm) obtenue par
I’ extrait hexanique des racines. Les extraits des feuilles sont plus actifs al’ égard de S. aureus
et B. subtilis, avec des CMI égales a Img/ml. Tous les extraits enregistrent des CMB
supérieures a 2mg/ml al’ égard de toutes les souches cibles.

Mots-clés: Activité antibactérienne, Thapsia garganica L., composés phénoliques.

Abstract

The aim of thiswork is to highlight the antibacterial activity of extracts of leaves and
roots from a plant belonging to the family Apiaceae, Thapsia garganica L. Three different
polarity solvents (methanol, dichloromethane and hexane) are used for the extraction of
phenolic compounds. The methanolic extract of leaves records the highest content of total
polyphenols (0,175+0,007 mg Eq. Cat /g PS) and flavonoids (47,31+0,94 ug Eg. Quer /g PS).
Antibacterial activity of the different extracts shows that most of the bacterial strains tested
are senditive to extracts of Thapsia garganica L. Gram positive bacteria (B. subtilis and S
aureus) are more sensitive than Gram negative bacteria (E. coli and P. aeruginosa). The strain
S aureus was the most sensitive, with the larger diameter of inhibition (24mm) for
dichloromethanic extract of leaves, while the strain P. aeruginosa is the most resistant
(6,5mm) obtained with the hexanic extract of roots. The leaves extracts are the most actives
against S. aureus and B. subtilis, with MIC equal to 1Img/ml. All extracts show MBC superior
to 2mg/ml.

Key words: Antibacterial activity, Thapsia garganica L., phenolic compounds.



