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Introduction

La centaurée a grosse téte (Centaurea macrocephala) est une espéce de plantes du
genre Centaurea, famille des Asteraceae (ou Composées). Elle est indigene en Armeénie et dans

le Caucase.

Le genre Centaurea est I'un des genres les plus répandus dans le monde, il compte
environ 700 espéces (Quezel et Santa, 1963) .En Algérie, il est représenté par 45 especes dont

7 localisees au sud (Harborne et Williams, 2000).

Les plantes produisent une grande gamme impressionnante de diverses substances
chimique. La plupart de ces produits sont basés sur le carbone, ils sont connus sous le nom de
métabolites primaires et secondaires. Les métabolites primaires sont communs pour toutes les
espéeces et peuvent étre subdivisé aux : protéines, lipides et acides nucléiques, les métabolites
secondaires peuvent étre subdivisés aux : composés phénoliques, saponines, alcaloides et

Ccomposés azotés, composes terpéniques.

Cette classification est basée sur les moyens par lesquels sont synthétise, les métabolites
secondaires peuvent étre communs ou spécifiques a une espece donc les especes qui ont le
méme modéle de production de meétabolites secondaires peuvent étre classes par leur

métabolites c’est la taxonomie (Loiseleur, 1973).

En phytothérapie, I’effet de nombreuses plantes médicinales est attribué en tout ou partie
aux composés phénoliques dans ces plantes. Ces substances possédent un large éventail
d’activités biologiques in vitro qui les rendent bénéfiques a la santé humaine tels que 1’effet
antithrombotique, antiagrégant plaquettaire, anti-inflammatoire, vasodilatateur et donc
hypotensif (Boskou, 2009). les polyphénols favoriseraient la santé cardiovasculaire en
maintenant 1’intégrité des tissus vasculaires (veines, artéres) ils ont aussi un effet anti
inflammatoire, anti cancérigéne, antiviral, antibactérien et antioxydant (Gomez-Caravaca et
al., 2006). On reconnait leur pouvoir antioxydant protégeant le systéme biologique contre les
effets délétéres (Shimizu, 2004).

Le genre Centaurea présente une grande diversité structurale dans les principaux
composés bioactifs, y compris les triterpenes, les composes phénoliques notamment les
flavonoides, les lignanes et les lactones sesquiterpéniques (Seghiri et al., 2009) .Les études
chimiques des espéces de ce genre ont montré également leur richesse en stéroides (Negrete et
al., 1989).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Centaurea
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asteraceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Arm%C3%A9nie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Caucase
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Ces derniers sont largement présents dans le régne végétal et représentent une catégorie
douée de propriétés biologiques multiples.

L’objectif de notre travail est le criblage phytochimique de Centaurea macrocephala,
puis I’évaluation de deux activités biologiques de la plante étudiee :

- Activité antioxydante.

- Activité anticoagulante.
Ce travail est divisé en deux (02) parties :

La premiére relative a la synthése bibliographique, elle est subdivisée en trois chapitres :
- Généralités sur la plante Centaurea macrocephala
- Métabolites secondaires de la plante

- Activité antioxydante et anticoagulante de la plante.

La deuxiéme partie elle est réservée a 1’étude expérimentale. Cette derniére elle est subdivisée
en deux chapitres :

- Matériel et méthodes.

- Résultats et discussion.
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| Centaurea :

I.1 Historique de Centaurea

Selon la mythologie, en XIV éme siécle Centoire encore au XVI1I éme siécle. Emprunté
du latin Centaurea, « plante du centaure », ainsi nommée parce que ses propriétés médicinales
auraient été découvertes par le centaure Chiron. Centaurea provient du grec Kentaurion qui
signifie "Centaure"”. C'est une allusion au sage Chiron, un centaure érudit et guérisseur qui,
d'aprés la légende, savait user des propriétés medicinales des Centaurées. Centaurea a été
utilisée pour soigner la blessure au pied du sage Centaure Chiron, I’enseignant du dieu Grec de
médecine «Esculape» causée par la fleche d'Hercule (Carnoy, 1959 ; Beloued, 1998).

Selon Discordide, les latins on appelait les Centaurées par les noms «Unefera» ou
«Phellerae» qui vient des mots latins "Fel” "terrae" qui signifient "bile de la terre» ; ce nom lui

a éte attribué a cause de son amertume (Berendes ,1970).
1.2 Description botanique de genre Centaurea :

Dans cette partie nous allons présenter les informations, nécessaires sur la famille des

Asteraceae ainsi que sur le genre Centaurea et 1’espéce Centaurea macrocephala.
1.2.1 Famille des Asteraceae

Le nom Asteraceae est dérive de mot grec « Aster > qui signifie étoile, en relation
avec la forme de la fleur, la famille Astéracées ou Composées représentent la plus importante
famille de la division des spermatophytes. Elle comprend prés de 25000 espéces connues,
groupées en 1500 genres repartis en 17 tribus répandues a travers le monde (Crete, 1965 ;
Guignard, 1994).

Les Astéracées sont caractérisées par des fleurs formant des inflorescences tres denses,
avec des antheres adhérentes les unes aux autres. En Algérie, elle est représentée par 45 especes
(Quezel, 1963).
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1.2.2 Genre Centaurea

Appartenant a la famille des astéracées, le genre Centaurea compte environ 700 especes
et 600 sous-espéces (Trease et Evans, 1983). Il est répandu aussi bien sur le territoire algérien
qu’en Europe méridionale, dans le bassin méditerranéen, a I’ouest de 1’Asie et sur le continent
américain (Quezel et Santa, 1963 ; Mabberley, 1987).

En Algérie, le genre Centaurea est tres présent avec 45 especes qui sont décrites a

travers le territoire (Quezel et Santa, 1963).
1.2.3 Caractéres morphologiques du genre Centaurea

Les centaurées sont des plantes herbacées annuelles, bisannuelles ou vivaces, a feuilles
alternes. Comme pour toutes les composees, les fleurs, ou fleurons, sont disposées en capitule
multiflores homomorphes ou dimorphes, entourées d’un involucre ovoide ou globuleux a

bractées imbriquées sur plusieurs rangs (Quezel et Santa, 1963).
1.2.4 Distribution du genre Centaurea

Le genre Centaurea objet de notre étude comprend plus de 500 espéces dans le monde
la plus part des Centaurées croissent autour du bassin méditerranée (Gousiadou et Skaltsa,
2003). Ce genre est répandu aussi bien sur le territoire national qu’en Europe méridional, I’ouest

de I’ Asie et le continent Américain (Mabberley, 1987 ; Gousiadou et Skaltsa, 2003).

En Algérie, le genre Centaurea est représenté par 45 espéces endémiques (Quezel et
Santa, 1963) dont 7 d’entre eux sont localisés au Sahara (Ozenda, 2004).

1.3 Présentation d’espéce Centaurea macrocephala :
1.3.1 Description de I’espéce

Centaurea est un mot Grecque qui signifie demi - homme et demi cheval, macro signifiant
grand et céphalus signifiant des tétes de palier. Cette espéce vivace, a des tiges robustes,
feuillées, de 1 m de hauteur, portent de capitules jaunes, d’environ 5 cm de diameétre sur une

base de bractées brillantes brunes, en forme de massue (Hellwig, 2004) (figure 1).
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Figure 1 : Centaurea macrocephala (anonyme 1, 2017).
1.3.2 Systématique de I’espéce :

Selon Garcia-Jacas N et al., (2006) la classification de Centaurea macrocephala est

la suivante :

Reégne : Plantae
Embranchement : Magnoliophyta (Angiospermes)
Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones)
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Asterales
Famille : Asteraceae

Sous-famille : Carduoidae
Tribu : Cardueae (Cynareae)
Sous-tribu : Centaureinae

Genre : Centaurea

Espéce : macrocephala
1.3.3 Propagation

Les Centaurées sont des plantes a résine ou a essence sans latex, ils se multiplient par
touffes ou par semis, généralement au printemps. Elles se rencontrent sur différents types
d’habitats tels que, les déserts et les semi-déserts, les pentes raides, les hautes montagnes, les
terres arables, les zones a inondations périodiques, les zones séches et partiellement exposées
au soleil (Hellwig ,2004).
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1.3.4 Utilisations de la plante

C'est une plante a fleurs ornementales bien connue. Il a été une fleur de jardin pendant
plus de 200 ans, étant introduit au Royaume-Uni et aux Etats-Unis au début du 19éme siécle.
Thomas Jefferson a obtenu des graines du pépiniériste Bernard McMahon et les a plantées a
Monticello (Hellwig, 2004).

1.3.5 Ravageurs et maladies

- Les pourritures des tiges sont causées par Phytophthora cactorum, Sclerotinia sclerotiorum et
Pellicularia filimentosa.

- Le flétrissement qu’il est causé par Fusarium spp.

- Les acariens sont un probléme majeur dans les étés chauds.

- Les maladies fongique des feuilles et fleurs, telles que le botrytis, sont aggravées si l'irrigation

par aspersion est utilisée (Hellwig, 2004).
1.2.6 Utilisation en médecine traditionnelle

Dans la littérature, plusieurs espéces du genre Centaurea sont référenciées pour leur

large utilisation en médecine traditionnelle (Kamanazi et al., 1983 ;Yesilada, 2002).

Parmi les propriétés thérapeutiques reconnues chez les espéces de ce genre nous
pouvons citer :
¢ Soigner certaines maladies comme le diabéte, les rhumatismes, la malaria, [’hypertension...
(Mohammad et al., 2005).
¢ Des pouvoirs diurétiques, antipyrétiques, cytotoxiques et antibactériens (Kose et al., 2007).
e Un pouvoir antidiabétique et anti-diarrhéique (Mohammad ,2005 ; Kose et al., 2007).
e Un pouvoir antirhumatismal (Kose et al., 2007).

e Effet hypoglycémiant et activité antipyrétique (Masso et al., 1979).

Dans la médecine traditionnelle turque, des variétés d’espéces du genre Centaurea sont
utilisées pour soulager la douleur et I’inflammation, les symptomes de la polyarthrite

rhumatoide, la fievre et les maux de téte (Esra et al., 2009)
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I1. Métabolites secondaires :

11.1 Définition des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des groupes de molécules qui interviennent dans
I’adaptation de la plante a son environnement ainsi que la régulation des symbioses et d’autres
interactions plantes-animaux, la défense contre les prédateurs et les pathogénes, comme les
agents allélopathiques ou pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de la
dissémination des fruits (Judd et al., 2002).

1.2 Alcaloides :
11.2.1 Définition des alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques d’origine végétale, azotées et a caractére
alcalin. Bien que beaucoup d’entre eux soient toxiques (comme la strychnine ou 1’aconitine),
ils représentent les principes actifs de nombreuses plantes médicinales. Ils ont joués un réle
important dans la découverte des médicaments (morphines, quinine cocaine, atropine...) et dans

le développement de I’industrie pharmaceutique (Omulokoli et al., 1997).

Selon Sarker, (2006) la présence des alcaloides chez centaines centaurées (Centaurea

Moschata).

11.2.2. Classification et distribution des alcaloides

Depuis leur découverte et jusqu’a maintenant plus de 10.000 alcaloides ont été isolés ou
détectés chez les plantes, les champignons et méme les animaux, pour cela et a cause de la
grande diversité de ce groupe de métabolites, leur classification est basée sur plusieurs critéres :
I’origine biologique, la voie de biosynthése, la structure et les propriétés

spectroscopiques/spectrométriques (chromophores dans la spectroscopie UV) (Hesse, 2002).

Les alcaloides ne sont pas tous dérivés des acides aminés, quatre groupes sont reconnus :
- Alcaloides dérivés des acides aminés : comme I’ornithine/arginine, lysine, histidine,
phénylalanine/tyrosine, tryptophane, 1’acide anthranilique ou nicotinique.
- Alcaloides purines : comme la xanthine cafféine.
- Terpénes amines : diterpene aconitine ou triterpéne solanine.
- Alcaloides poly-cétoniques ou I’azote est inclus dans le squelette poly-cétonique : comme

la coniine et la coccinelline. (Hesse, 2002).


http://www.tandfonline.com/author/Sarker%2C+Satyajit+D
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11.3 Composés phénoliques :
11.3.1 Définition des composes phénoliques

Le terme « polyphénols» est fréequemment utilisé dans le langage courant et méme dans
des articles scientifiques ou de vulgarisation pour désigner l'ensemble des composés
phenoliques des végétaux. En fait, il devrait étre réservé aux seules molécules présentant
plusieurs fonctions phénols, excluant ainsi les monophénols, pourtant abondants et importants
chez les végétaux. La désignation générale «composés phénoliques» concerne donc a la fois les
mono, les di et les polyphénols dont les molécules contiennent respectivement une, deux ou

plusieurs fonctions phénoliques (Fleuriet et al., 2005).
11.3.2 Flavonoides

Le nom flavonoide est dérive du mot « Flavus » en latin, qui signifie jaune (Bruneton,
1993). L’appellation « flavonoides » rassemble une trés large gamme de composés
polyphénoliques formés par un squelette de base a 15 atomes de carbones. Ces composés
représente le groupe de composés phénoliques le plus diversifié : plus de 4000 flavonoides ont
déja éte identifiés (Harborne 1989 ; Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Aujourd’hui plus de 9000 flavonoides ont été répertoriés et il en reste des milliers
d'autres a decouvrir puisque le squelette des flavonoides peut étre substitué par différents
groupements comme des groupements hydroxyles, méthoxyles, méthyles, benzyles,

isoprényles et autres (Kueny-Stotz et al.,2008).

Selon Ismail et al., (1986), les flavonoides sont parmi les constituants majoritaires des

centaurées.
11.3.2.1 Structure chimique et classification

Les flavonoides possedent un squelette de base a 15 atomes de carbone constitués de
deux cycles phényles, les cycles A et B, reliés par une chaine a trois carbones (structure en C6-
C3-C6). La chaine en C3 entre les cycles A et B est communément cyclisé pour former le cycle
C (Harborne, 1989) (figure2).
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Figure 2 : Squelette de base des flavonoides (Harborne, 1989).

Les flavonoides se répartissent en quinze familles de composés, dont les plus
importantes sont : flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, isoflavones, isoflavanones,

chalcones, aurones et anthocyanes (Harborne et Williams, 2000 ; Kuresh et al ., 2002).

Les composeés de chaque sous classe se distingue par le nombre, la position et la nature
des substituants sur les deux cycles aromatiques A et B et le cycle intermeédiaire (Julies et
Christin, 2002) (Figure 3).

Les flavonoides se rencontrent a la fois sous forme libre ou sous forme d’hétérosides
qui résultent de la combinaison du groupe réducteur d’un ose avec une substance non glucidique
: I’aglycone ou la génine, avec ¢limination d’eau. La partie osidique peut étre mono-, di- ou
trisaccharidique. La partie glycarique est formée soit d’hexoses (D-glucose, D-galactose,
Dallose...) ou de pentoses (D-apiose, L- arabinose, L- ramnose ...) ou avec des acides (D-
glucuronique, D-galacturonique ...). La partie osidique peut étre linéaire ou ramifi¢e (Gerhard,
1993).

11
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flavanone R3 flavone

flavanonol . flavonol R3’

Figure 3 : Structures des différentes classes de flavonoides (Gamet-Payrastre et al., 1999).
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1.4 Coumarines

Ce sont des dérivées des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la chaine
latérale. 1l ont un role biologique et se trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment

dans les fruits et les huiles essentielles des graines (Booth et al., 2004). (Figure 4).

Selon Bruneton (1993), la présence des coumarines chez certaines especes de genre

centaurea (Centaurea calcitrapa)

Figure 4 : Structure de base de Coumarine (Macheix et al., 2005).

Tableau I : Quelques exemples de coumarines (Macheix et al., 2005).

Nom de coumarine Rg R/ Rg
Ombelliférone H OH H
Hemniarine H OCH3 H
Esculétol OH OH H
Scopolétol OCH3 OH H
Scopanone OCH3 OCH3 H

13
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I1.5 Terpenes

Les terpénes constituent une famille de composés largement répondus dans le regne
végétal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’une

unité isoprénique a 5 atomes de carbone (C5H8) (Lamarti et al., 1994).

Selon Ismail et al., (1986) Les sesquiterpenes lactones sont parmi les constituants

majoritaires des centaurées.
11.5.1 Classification des terpenes

La classification des terpénoides est basée sur le nombre de répétitions de I'unité de base
I’isoprene, on distingue :
- Monoterpénes qui comptent deux unités isoprénes soit 10 atomes de carbone.
- Sesquiterpénes qui contiennent 3 unités isoprenes soit 15 atomes de carbone.
- Diterpénes qui comportent 4 unités isoprenes soit 20 atomes de carbone.
- Sesterpénes qui comptent 25 atomes de carbone.
- Triterpenes qui comportent 30 atomes de carbone.

- Tétraterpenes qui contiennent 40 atomes de carbone.
11.6 Lignines

C'est I’un des polymeres biosources les plus abondants sur Terre, elle constitue de 15 a
40% de la matiere seche des arbres et de 5 a 20% des tiges des plantes annuelles (Privas, 2013).
Le role des lignines dans 1’évolution des végétaux, ils forment une barriere mécanique, de gotit
désagréable, et réduisant la digestibilité des sucres de la paroi, les lignines participent a la
résistance des plantes aux microorganismes et herbivores, la lignification est une réponse

courante a I’infection ou la blessure (Murry et al., 1982) (figure 5).

Selon Shoeb et al., (2004) la présence des lignines chez Centaurea macrocephala
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Figure 07 : Structures chimiques de lignine (Scalbert et Williamson, 2000).

11.7 Huiles Essentielles (HES)
11.7.1 Définition des huiles Essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites secondaires
volatils, isolés par hydrodistillation ou par expression mécanique (Kalemba, 2003). 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 (Burt, 2004).
11.7.2 Caracteres chimiques des HEs

Les HEs sont des mélanges tres complexes, les constituants sont principalement des
Monoterpenes et des sesquiterpénes de formule (CsHs) n. Du strict point de vue chimique, les

terpenes apparaissent comme des polymeres d’un carbure d’hydrogéne diéthylénique,

I’isoprene. (Pibiri, 2006) (Figure 6).
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HsC
N Cc——CH__— CH,

V4

H2C
Figure 6 : Structure de I’isopréne (Pibiri, 2006).

Les HEs sont constituees principalement de deux groupes de composés odorants
distincts selon la voie métabolique empruntée ou utilisée. Il s’agit des terpénes (mono et
sesquiterpenes), prépondérants dans la plupart des essences, et des composés aromatiques
dérivés du phénylpropane (Pibiri, 2006).

11.7.3 Utilisation des HEs :

Selon Cavalli, (2002) ces produits naturels présentent un grand intérét comme matiere

premicre destinée a différents secteurs d’activités tels que :
11.7.3.1 En pharmacie

Les HEs peuvent étre utilisés dans I’aromatisation des médicaments destinés a la voie

orale pour leurs actions physiologiques.
11.7.3.2 Dans I'industrie :

- Parfumerie et cosmétologie

De nombreux parfums sont toujours d'origine naturelle et certaines HEs constituent des bases
des parfums. Exemples : Rose, Jasmine etc...

- Alimentation

Les HEs (huile de citron, de menthe, de girofle) sont trés utilisées dans 1’aromatisation des

aliments (jus de fruits, patisserie).
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I11.1 Activités biologiques de genre Centaurea :

Le genre Centaurea présente un grand intérét thérapeutique, notamment comme source
naturelle de sesquiterpenes lactones et flavonoides qui sont les constituants majoritaires de ce
genre (Kupchen et al ., 1971 ; Catherine et al ., 2006).

Aux cours de ces derniéres décennies, 1’investigation biologique des extraits et des
constituants chimiques des espéces du genre Centaurea, a montré que ces derniers possedent
diverses activités biologiques, par exemple, le pouvoir anti-inflammatoire de certaines d’entre
elles est attribué a la présence des sesquiterpénes lactones qui possédent un groupe a-méthyléne
y- lactone responsable de ce pouvoir (Kupchen et al ., 1971 ; Catherine et al ., 2006).

Parmi les travaux reportés sur les especes du genre Centaurea, on peut citer comme

exemple :

Les especes C. malacitana et C. corcubionensis qui possédent respectivement des
propriétés anti-inflammatoires, digestives, diurétiques, astringentes, cholagogues et peuvent
étre utilisées seules ou mélangées avec d’autres plantes en médecine traditionnelle (Barrero et
al ., 1997 ; Orallo et al ., 1998).

Le costunolide (sesquiterpéne lactone) isolé de Centaurea acaulis (Bentamene et al,
2005), exerce des effets inhibiteurs sur la fonction tueuse des lymphocytes T cytotoxiques
(Taniguchi et al ; 1995). D’autres études ont également montré que le costunolide inhibe la
synthése de 1’oxyde nitrique (NO), déclencheur chimique de I’inflammation (Lee et al, 1999)
et déprime la croissance des cellules cancéreuses (Hall et al ., 1977).

L’espéce Centaurea calcitrapa est utilisée dans le traitement de la fiévre (Yesilada,
2002).
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I11.2 Coagulation :
111.2 Hémostase

L'hémostase provient du latin (des mots haima : sang et stasis : arrét) (Tamboura,
2001). L'némostase est I'ensemble des mécanismes qui concourent a maintenir le sang a I'état
fluide a l'intérieur des vaisseaux, soit arrétent les hémorragies et empéchent les thromboses
(Schved, 2007).

L'hémostase résulte de trois processus complémentaires : I'némostase primaire, la
coagulation et la fibrinolyse (Diagne, 1998 ; Allain, 2008 ; Decourcelle, 2009 ; Kaguelidou,
2012) (figure 10).

111.2.1 Hémostase primaire

C'est la premiére étape, qui comprend I'ensemble des interactions entre la paroi
vasculaire, les plaquettes sanguines, et certains facteurs de coagulation, aboutissant a la
formation d'un thrombus blanc, essentiellement plaquettaire, qui permet I'obturation rapide de

la bréche vasculaire (Bernard et al, 2004).
111.2.2 Hémostase secondaire (coagulation plasmatique) :
111.2.2.1 Définition de la coagulation

La coagulation est une succession de réactions enzymatiques permettant une activation
des facteurs de la coagulation afin d'aboutir, dans une derniére étape, a activer la prothrombine
(facteur 11) en thrombine (facteur Ila). Cette derniere active alors le fibrinogéne circulant pour
former un réseau de fibrine insoluble qui participera avec les plaquettes a la formation d'un
thrombus beaucoup plus résistant que le clou plaquettaire issu de I'hémostase primaire (Joseph,
1998).

111.2.2.2 Facteurs de la coagulation

Les facteurs de la coagulation ont été décrits a partir des déficits génétiques entrainant
un syndrome hémorragique di a la réduction de synthese d’un de ces facteurs. Douze protéines
plasmatiques nécessaires a la coagulation du sang in vitro ont été identifiées (Fressinaude et
Meyer, 1994). Pour la plupart, elles ont été désignées par des chiffres romains, attribués en

1954 par le comité de nomenclature internationale (Tableau I1).
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Tableau Il : Facteurs de la coagulation plasmatique (Guilin ,1985)

Concentration

Nomenclature Lieu de . .
: : Synonyme N plasmatique Fonction
internationale synthese
pg/mi
N Hépatocyte,
Facteur | Fibrinogéne mégacaryocyte 2-4, 10 substrat
Facteur 11 prothrombine hépatocyte 100-150 substrat
N Hépatocyte
Facteur V proaccelérine Et/ou cellule 5-10 cofacteur
endothéliale
Facteur VII proconvertine hépatocyte 0.35-0.60 zymogene
Facteur VIII : C ,Facteu_r _antl- Inconnue Inconnue cofacteur
hémophilique A
Facteur anti- . \
Facteur IX hémophilique B Hépatocyte 3-5 zymogeéne
Facteur X Facteur stuar 1 Hépatocyte 7-17 zymogene
Plasma
Thromboplastine . X
Facteur XI Antécédent inconnu 3-6 zymogene
(PTA)
Facteur XII FEI Al inconnu 30-40 zymogene
Hageman ymog
Facteur 20-30
Facteur XII1I stabilisant de la Hépatocyte zymogene
Fibrine
T Facteur de Hépatocyte 5
Prékallikréine Eletcher mégacaryocyte 25-40 zymogene
Kininogene de Facteur
ger Fitzgerarld, Inconnu 70-90 5
haut poids Flaui zymogene
moléculaire aujeac ou
Williams

111.2.2.3 Voies de la coagulation :

- Voie extrinséque :

Cette voie possede une cinétique tres rapide : quelques secondes. Le facteur VII se fixe
sur la partie phospholipidique de la thromboplastine cellulaire en présence de calcium. Le
facteur VII ainsi active agit alors sur le facteur X (facteur Stuart). Le facteur X activé en
présence du facteur V (proconvertine) coupe la prothrombine en plusieurs fragments dont un
est la thrombine (Girondon et al ., 1995) (figure 10).
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- Voie intrinséque :

L’activation de la voie intrinséque de la coagulation est déclenchée par la fixation des
facteurs XII et XI, de la prékallikréine et du kininogene de haut poids moléculaire sur une
surface électronégative ; c’est la phase de contact. La surface est représentée in vivo par le sous
endothélium ou les plaquettes agrégées, in vitro par le verre, le kaolin, des polyméres comme
le sulfate de dextran ou des micelles comme les sulfatides. La fixation de ces facteurs entraine
leur protéolyse, ils deviennent ainsi actifs. Le facteur XlIa en présence d’ion calcium active le
facteur 1X par protéolyse. Le facteur [Xa va ensuite activer le facteur X au sein d’un complexe
qui comprend I’enzyme (facteur IXa), un cofacteur protéinique (facteur VIIC), des ions calcium
et une surface phospholipidique (phospholipide membranaire de la cellule endothéliale). Le
facteur VIII C ne joue son rdle de cofacteur que s’il est préalablement activé par protéolyse par
le facteur 1Xa. Ce complexe enzymatique est la prothrombinase (Girondon et al ., 1995)
(figure7).

VOIE
ENDOGENE

- Kininogéne de haut EXOGENE
poids moléculaire VIII
- XII === X1lIa

{- Prékallicréine VOIE

D Facteurs vitamine K dépendants 1| Prospho tpides

Figure 7 : Schéma simplifie de la coagulation plasmatique (Anonyme 2 ,2010).
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111.2.2.4 Pathologie de la coagulation (thrombose) :

Le thrombus, résultant de 1’activation de la coagulation et de I’agrégation plaquettaire,
peut dans certaines situations pathologiques obturer complétement ou partiellement un vaisseau

sanguin. On parle alors de thrombose (Gustafsson et al ., 2004).

111.2.2.5 Types des thromboses :

Selon le site de leurs formations on distingue deux types des thromboses :
111.2.2.5.1 Thrombose veineuse :

La phlébite ou thrombose veineuse profonde est liée a la formation d’un caillot de sang
ou thrombus qui bouche une veine. Elle survient le plus souvent dans une veine des jambes,
mais elle peut survenir sur presque toutes les veines de 1’organisme (bras, cerveau, tube digestif,
reins, etc.).Les veines superficielles, sous la peau, peuvent aussi étre touchées par une phlébite,

on parle alors de phlébite superficielle (Lemaoui, 2010) (figure 8).

Veine Paroi de
profonde la veine

| |Veine

~ [superficielle

Caillot
de sang
(thrombose)

Valvule

Figure 8 : Formation d’une phlébite au niveau des veines de jambe (Lemaoui, 2010)
111.2.2.5.2 Thrombose artérielle :

L’athérosclérose est définie selon I’OMS, (1957) comme « une association variable de
remaniements de I’intima des artéres de moyen et gros calibre par accumulation segmentaire
de lipides et de glucides complexes, de sang et de produits sanguins, de tissus fibreux et de

dépdts calcaires ; le tout s’accompagnant de modifications de la media »(figure 9).
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Circulation sanguine
normale

Figure 09 : Formation d’une athérothrombose au niveau des arteres (Anonyme 3, 2017).

111.2.2.6 Traitement des thromboses :

Il permet de prévenir I’extension du thrombus veineux avec une perméabilisation
maximale, prévient a la récidivité des TV et lutte contre le syndrome postthrombotique (Wai

,2002).
111.2.2.6.1 Anticoagulants :

Les héparines non fractionnées (HNF) et les héparines de bas poids moléculaires
(HBPM) sont les seuls anticoagulants a posséder une activité anticoagulante rapide (Demange,
1999).

111.2.2.6.2 Antivitamines K (AVK) :

Est un traitement curatifs et préventif secondaire, est un relais précoce des héparines
par les AVK qui permettent de réduire le colt de la maladie tout en limitant le risque de

thrombopénie a I’héparine (Matthew et al ., 2007).

23



Chapitre 111 : Activités biologiques Etude bibliographique

111.2.2.6.3 Contention élastique :

Réduit la douleur et ’cedéme ; elle permet de plus, grace a une diminution du calibre
des veines profondes et superficielles d’améliorer le retour veineux dans les veines saines et de
fixer le thrombus a la paroi, évitant son extension et son embolisation. La contention doit étre
porté au moins pendant I’année suivant 1’épisode de thrombose aigue car elle limite a long

terme le développement d’une maladie post-phlébitique (Gosselin et al ., 1995).
111.2.3 Fibrinolyse

La fibrinolyse, ou ensemble des processus conduisant & la dissolution ou lyse de caillot
de fibrine, est due a I'apparition dans le sang circulant d'une enzyme protéolytique, la plasmine,
formée a partir d'un précurseur inactif, le plasminogéne. Cette transformation ou activation du
plasminogéne résulte de I'action de différents agents ou activateurs. Le processus physiologique
comporte deux étapes :

A - formation de la plasmine a partir d'un précurseur inactif, le plasminogene en présence de
différents activateurs ;

B - dégradation par la plasmine ainsi formée de la fibrine insoluble en produits solubles. Les
inhibiteurs de la fibrinolyse sont I’alpha-2-antiplasmine, inhibiteur de la plasmine, et le PAI-1
(inhibiteur de I’activateur du plasminogéne) qui a pour cible le t-PA (activateur tissulaire du

plasminogéne (Hermans et al ., 2006).

111.3 Activité antioxydante

111.3.1 Radicaux libres :

111.3.1.1 Définition :

Un radical libre est une espece chimique (atome ou molécule) contenant un électron non
apparié. Il s’agit d’espéces chimiques trés réactives, agressives et a durée de vie trés courte. Ces
radicaux cherchent dans leur environnement un électron pour s’apparier en déclenchant alors
une série de réactions en chaines attaquant les structures voisines et aboutissant a des lésions

cellulaires irréversibles (Chahine, 2014).
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111.3.1.2 Sources des radicaux libres :
111.3.1.2.1 Radicaux libres de source exogéne (RLO) :
Selon Chahine, (2014) les radicaux libres de source exogene sont :

- Radiations ionisantes de la lumiére : les rayons X et a ionisants sont capables de générer
des radicaux libres oxygénés (RLO) en scindant la molécule d’eau. Lorsqu’il s’agit des rayons
ultraviolets,

- Stress : les facteurs personnels et émotionnels, les traumatismes physiques...etc ;

- Substances chimiques : les herbicides, insecticides...etc ;

- Alcool, le tabac : ils s’oxydent au niveau du cytochrome P450. La fumée de la cigarette
contient du fer et du cuivre qui stimule la production des radicaux OHe ;

- Médicaments : ceux contenant du fer administrés en grande quantité peuvent conduire a la
formation de OHe trés toxique pour I’organisme ;

- Particules inhalées : I’amiante, la silice... sont susceptibles d'exacerber la phagocytose.
111.3.1.2.2 Radicaux libres de source endogéne :

Selon Chahine et Atti (2014), les radicaux libres sont produits par divers mécanismes
physiologiques (la défense antibactérienne, la régulation des fonctions cellulaires létales telle
que la mort cellulaire, la réaction inflammatoire, 1’age car les cellules sont moins actives et
produisent ainsi beaucoup plus de RLO ...), la plupart des radicaux libres se forment au cours
de métabolisme de I’oxygene (réduction de l'oxygéne moléculaire en eau) dans les
mitochondries. Le passage d’une molécule d’oxygeéne a deux molécules d’eau nécessite 1’action

de quatre électrons selon 1’équation :

O,+4e +4H » 2H,0.

Cependant, et jusqu’a 5 % des cas, on peut assister a une réduction incomplete de
I’oxygene en eau. Cette réduction incompléte aboutit a la production de I’oxygéne singulet (102)
mais surtout de I’anion superoxyde (Oze-). La dismutation de (Oze-) va donner naissance au

peroxyde d'hydrogene (H202) puis indirectement au radical hydroxyl (¢OH) (Atti, 2014).
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111.3.2 Les antioxydants :

111.3.2.1 Définition

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui est capable, & concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder

ou empécher I’oxydation de ces substrats (Ladoh et al ., 2014).
111.3.2.2 Sources des antioxydants :

Selon Boudjouref (2011), il existe deux sources des antioxydants : enzymatiques et non

enzymatiques.
111.3.2.2.1 Antioxydants enzymatiques :

L’organisme humain posséde un systéme enzymatique, constitué principalement par les

enzymes suivantes :
- Superoxyde dismutase (SOD) :

Le superoxyde dismutase (SOD), est une enzyme qui €limine 1’anion superoxyde par
une réaction de dismutation, elle produit de 1I’oxygene et du peroxyde d’hydrogene.

Cette enzyme existe sous deux formes : une cytoplasmique nécessite comme cofacteur
les ions de cuivre et de zinc (CuZnSOD) et I’autre mitochondriale utilise le manganése comme

cofacteur (MnSOD) (Boudjouref ,2011),

SOD
20,7+ 2 H' » H>0.+ Oy

- Catalase (CAT) :

Le peroxyde d’hydrogéne produit par la réaction de dismutation peut subir une réaction
de Fenton. Il ne faut pas donc qu’il s’accumule, c’est le role de la catalase, elle transforme deux
molécules de peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygeéne qui sont des composés stables
Boudjouref (2011),

Catalase

2H202 > Hzo + Oz
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- Glutathion peroxydase (GPx) et Glutathion reductase (GR)

La glutathion peroxydase catalyse la transformation de peroxyde d’hydrogéne en deux
molécules d’eau. En présence de deux molécules de glutathion sous forme réduites

(Boudjouref ,2011).

Lors de cette réaction deux molécules de glutathion réduit (GSH) sont oxydées en
glutathion disulfure (GSSG) (Adjadyj, 2009).

Le glutathion disulfure (GSSG) ainsi produit est a nouveau réduit par la glutathion
réductase (GR), utilisant le NADPH comme donneur d’électron (Adjadj, 2009), fourni par la
voie des pentoses phosphates. Au total, le mécanisme réactionnel invoqué dans la détoxication

active peut étre résumé dans le schéma suivant (Boudjouref ,2011) (figure 10) :

e . SOD CAl
00— 0 — H,0,—> H,0+2 0,
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Figure 10 : Schéma des défenses antioxydants enzymatiques (Boudjouref ,2011).

111.3.2.2.2 Antioxydants synthétiques :

Dans I’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que le
butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluene (BHT), gallate propylée (PG) et le
tétrabutylhydroquinone (TBHQ), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins
chers que les antioxydants naturels. Cependant, il a été montré que ces antioxydants de synthése
pouvaient étre toxiques. En effet, le BHA convertirait certains produits ingérés en substances
toxiques ou carcinogénes en augmentant la sécrétion des enzymes microsomales du foie et des

organes extra hépatiques. Le BHT présenterait des effets carcinogénes chez le rat (Atti, 2014).
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111.3.3 Stress oxydatif :

111.3.3.1 Définition

Dans les systémes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d’un déséquilibre
entre la production des radicaux libres et la destruction par des systémes de défenses
antioxydante. Les radicaux libres peuvent engendrer des dommages importants sur la structure
et le métabolisme cellulaire en dégradant de nombreuses cibles : protéines, lipides et acides
nucléiques. Les radicaux libres sont une forme particuliere d’especes chimique (atomes ou

molécules) qui possedent un électron célibataire (Angelos et al., 2005).
111.3.3.2 Stress oxydatif et maladies associées

Le stress oxydatif est impliqué dans I'étiologie de nombreuses maladies ; parmi ces
maladies on cite les maladies cardiovasculaires, le diabete, la carcinogenese, les maladies auto-
immunes (sclérose en plaque), I'immunodépression (SIDA), les maladies du systéme nerveux
et les maladies neuro-degénératives (Alzheimer, Parkinson...), les problemes de vision
(cataracte), les troubles rénaux, les maladies respiratoires, les maladies inflammatoires...
(Chahine, 2014).
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| — Etude expérimentale :

L'étude a été menée dans le laboratoire de centre universitaire de Mila au cours de la

période 2017-2018 sur I’espece Centaurea macrocephala.
I .1 Situation géographique des zones de prélévement

La ferme pilote AMIRA.A et située au niveau de la région de Mechtat Seraghna. La
commune d’Oued Endja est localisée au contre Nord de la wilaya a 15km a 1’ouest de Mila.
Elle est limitrophe a la ferme MAZOUZI. Ses coordonnés sont compris entre 810 et 815 en

longitude et entre 315 et 355 en latitude sur la carte d’état-major n72 au 1 /50.000 (figure 14).

l& ,
2 §x 5 ;Zx':f e &
.-
¢ J <2ad /
et { AR _“'
e % \_'.. X
e~ D ¥y
-’(%’ iz
et T A
PR~ 5/ ’
KT (o
/”; ,_‘-Lf_ )

Figure 11 : Localisation du site de prélevement.

I1 Matériel végétal

Le prélevement de matériel végétal était au niveau de la ferme pilote AMIRA.A dans la

région de Mechtat Seraghna commune d’Oued Endja, wilaya de Mila (photol).

Le matériel végétal utilisé dans notre étude (graines et feuilles) a été collecté en Phase

Végeétative a la cour de laquelle les graines vont prendre la taille d'une plante adulte.
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Photol : Matériel végétal de Centaurea macrocephala.

111 Méthodes :

111.1 Etude phytochimique :
111.1.1 Préparation des échantillons (graines et feuilles)

Pour faciliter I’extraction des composés phénoliques a partir des feuilles de la plante
étudiée, deux opérations de prétraitement de ce matériel ont été effectuées : séchage et broyage ;
- Séchage : Le séchage des feuilles de Centaurea macrocephala est effectué a 1’aire libre a
température ambiante pendant 10 jours puis dans une étuve portée une température voisine de
37°C pendant 24 heures ;

- Broyage : Les feuilles séchées sont ensuite broyées a 1’aide d’un mixeur jusqu’a devenir une
poudre puis conservées dans un sachet propre qui sert ultérieurement a 1’extraction des

polyphénols.

Pour les graines, on applique directement un broyage pour obtenir une poudre pour

I’étude phytochimique.
111.1.2 Extraction de la matiére extraite

La macération est une opération qui consiste a laisser le matériel végétal en contact
prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs (Ribereau-Gayou J.B, 1968,
Bruneton J, 1999). C’est une extraction qui se fait a température ambiante. Les polyphénols
sont des extraits par la méthode de macération prolongée (5jours) a une température ambiante
par I’Ethanol, selon la méthode décrit par Abaza et al., (2007) (figurel2).
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5g de matiére L’extraction hydro- Filtration
broyée et séchée éthanolique
(graines et feuilles) (éthanol- I’eau ; 80-20v /v)
Agité pendante 5 jours

Figurel? : Protocole d’extraction des polyphénols.
Apres la macération, on a calculé la teneur en matiere extraite selon la formule suivante :

T(%)=M - Mo/M x 100

T(%) : Teneur en matiére extraite.
M : Masse en gramme du matériel végétal traité.
Mo : Masse en gramme de 1’extrait sec résultant.
111.1.3 Screening phytochimique

Le screening phytochimique met en évidence la présence des familles de molécules
actives, c’est une étude qualitative utilisée pour connaitre la composition chimique globale des
extraits. Elle est basées sur des réactions de coloration et/ou de précipitation, des observations
sous lampe UV peuvent étre aussi utiles.
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» Recherche des substances polyphénoliques

La caractérisation des polyphénols est basée sur une réaction au chlorure ferrique
(FeCl3), a 2 ml de I’extrait, une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique a 2% est
ajoutée. L’apparition d’une coloration bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée fut le signe

de la présence des polyphénols (Békro et al., 2007).
» Recherche des saponines : test de mousse

Dans un tube a essai, introduire 2ml de 1’extrait a analyser, ajouter 2ml d’eau distillée
chaude, agiter pendant 15 secondes et laisser le mélange au repos pendant 15min. Une hauteur

supérieure a 1 cm d’un mousse indique la présence des saponines (Harborne, 1998).
> Recherche des tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, 1 ml de I’extrait méthanolique,
Iml d’eau distillée et 1 a 2 gouttes de solution de FeCl3 diluée. L’apparition d’une coloration

vert foncée ou bleu-vert indique la présence des tanins (Trease et Evans, 1987).
» Recherche des flavonoides

On trempe 10 g de la plante dans 150 ml d'acide chlorhydrique a 1 % pendant 24 heures,

on filtre et on procéde aux tests suivants :

On ajoute a 10 ml du filtrat, du NH4OH jusqu'au pH basique. L'apparition d'une couleur

jaune prouve la présence des flavonoides (Benwghi et Chaouch ,2001).
» Recherche des anthocyanes

La présence des anthocyanes dans un décocté ou un infusé est indiquée par une
coloration rouge qui s’accentue par 1’addition de HCI dilué et vire au bleu-violacé verdatre par

I’ajout d’ammoniaque (Wagner, 1984).
» Recherche des quinones libres

Sur un volume de chacun de nos extraits, on ajoute quelques gouttes de NaOH 1%.

L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones

libres (Oloyde, 2005).
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» Recherche des alcaloides

On prend 1 ml de I’extrait a analyser dans un tube a essai et ajouter 5 gouttes de réactif
de Wagner, I’apparition d’un précipité marron chocolat révéle la présence des alcaloides
(Trease et Evans, 1989 ; Harborne, 1998).

» Recherche des triterpénes et stéroides

On agite le filtrat obtenu par macération de 5 g de la poudre dans 20 ml de chloroforme
pendant quelques minutes. On ajoute 1 ml d'acide sulfurique sur les parois du ballon.
L'apparition d'une couleur verte qui se transforme au fur et & mesure au rouge sur les points de
contact de I'acide sulfurique avec la solution prouve la présence des stérols et triterpenes (Kalla,
2012).

» Recherche des composeés réducteurs (les glycosides)

Pour détecter ces molécules, un mélange constitué de 1 ml d’extrait, 2 ml d’eau distillée
et 20 gouttes de liqueur de Fehling est chauffé a 90°C dans un bain marie, un test positif est

révélé par la formation d’un précipité rouge brique (Trease et Evans, 1987).
» Recherche des anthraquinones

Pour la détection des anthraquinones, a 10 ml d’extrait sont ajoutés 5 ml de NH4OH a
(10%). Apres agitation, ’apparition d’un anneau rouge indique la présence d’anthraquinones

(Oloyede, 2005).
» Recherche des coumarines

Le résidu de chaque extrait est dissout dans 2 ml d’eau distillée chaude. Le mélange est
partagé dans deux tubes. On ajoute a un des tubes 0.5 ml de NH4OH 25 %, ensuite, une goutte
de chaque tube est prélevée puis déposée sur un papier filtre qui sera observé sous U.V. a 366
nm (Bruneton, 1999). Une fluorescence intense est observée pour le tube contenant le NH4OH.
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111.1.4 Dosage de la concentration en phénols totaux

Les phénols totaux sont dosés par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu avec
spectrophotométrie UV-visible (Silva et al ., 2005). Le protocole du dosage des phéenols totaux
consiste a mélanger 2 ml d’échantillon (dilué 10 fois) avec 2,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu.
On ajoute 5 ml d’une solution de Na2CO3 (10%). On compléte le volume jusqu’a 50 ml par

I’eau distillé, on laisse le mélange pendant 45 mn.

Une lecture de la densité optique a 765 nm est effectuée. L’acide gallique est utilisé
comme standard pour préparer une gamme étalon dans la marge de concentration 0 — 10 mg/ml
(y = 0,0217x - 0,003 ; Y : Densité optique a 765 nm ; X : concentration en acide gallique
(mg/ml) ; R2=0,9953) (photo2).

Photo2 : Dosage des phénols totaux.
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I11.2 Activité antioxydante des extraits de Centaurea macrocephala :
Le pouvoir antioxydant de nos extraits a été testé par la méthode au DPPH (Leitéo et al
., 2002 ; Chen et al ., 2004). Ce radical libre stable, posséde une coloration violette foncée,

lorsqu’il est réduit, la coloration devient jaune pale.
a) Préparation de la solution DPPH :

Une masse de 0,008g de poudre de DPPH, ont été dissous dans 150 ml d’éthanol / d’eau
distillée (70% éthanol ,30% eau). Cette solution a été mise en agitation pendant 24h.

b) Solution d’extrait :

Plusieurs délutions ont été effectué pour réaliser cette technique en utilisant : éthanol /

eau.

c) Essai du DPPH :

Dans des tubes, on préléve par micropipette (extraits + solvant + DPPH) des différentes
concentrations (tableau I11). Et aprés agitation, les tubes sont placés dans 1’obscurité, a une
température ambiante pendant 30 min et 45 min minutes.

La solution contenant I’acide ascorbique est préparé par les mémes étapes en remplagant

I’extrait par I’acide ascorbique (acide ascorbique + solvant +DPPH).

Tableau I11 : Différents concentrations utilisées des deux extraits de Centaurea macrocephala.
Extrait (ml) Solvant (ml) DPPH (ml)
Solution 1 0.1 2.9 1
Solution 2 0.2 2.8 1
Solution 3 0.3 2.7 1
Solution 4 0.4 2.6 1
Solution 5 0.5 2.5 1
Solution 6 0.6 2.4 1

La lecture a été effectuée par la mesure de 1’absorbance a 1’aide de spectrophotométre (517 nm).

d) Expression des résultats :

L’expression des résultats a été faite selon la formule suivant :

Activité antioxydant % = {(Abs contrdlée - Abs test) / Abs contr6lée} x 100

Tels que : - Abs : Absorbance a la longueur d’onde de 517 nm.
- Abs test : Absorbance de la solution DPPH
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N AN

Péses 0,008 g de DPPH a I’aide Agitation de DPPH
d’une balance de précision pendant 24h

La lecture par le spectrophotomeétre | | Prélévement a ’aide micropipette :
Extrait+ Solvant + DPPH

Figurel3d : Etapes de la préparation de I’activité antioxydante.
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111.3 Activité anticoagulante des extraits de Centaurea macrocephala :

111.3.1 Evaluation de ’activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogene :

L’activité anticoagulante des extraits polyphénoliques des graines et des feuilles de
Centaurea macrocephala a été évaluée in vitro par la voie exogene de la coagulation sur un

plasma normal déplaquetté et a 1’aide d’un test global chronométrique ; le temps de Quick (TQ).
111.3.1.1 Prélevements sanguins :

Le sang est préleve dans un tube en plastique sur une solution anticoagulante de citrate

de sodium a 3,2 % a raison de 1 volume pour 9 volumes du sang le jour méme de son utilisation.
111.3.1.2 Préparation du plasma déplaquetté :

Le sang est centrifugé pendant 15 minutes a une vitesse de 2500 rpm pour obtenir un
plasma pauvre en plaquettes (ppp). Le plasma déplaquetté utilisé directement ou bien conservé

a basse température (-10C°®) jusqu’a son utilisation (figure 14).

Le sang avant Centrifugation du sang Un plasma pauvre
centrifugation pendant 15 min a une en plaguettes
vitesse de 2500 rpm

Figure 14 : Centrifugation du sang pour obtenir un plasma déplaquetté.
111.3.1.3 Préparation des dilutions de I’extrait de Centaurea macrocephala

L’extrait est dilué avec le mélange éthanol + eau distillée (v = 80/20), les dilutions

obtenues sont : 100% ,75%,50% et 25%.
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111.3.1.4 Test de I’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogéne

L’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogéne de la coagulation a été évaluée en
utilisant un test de coagulation appelé le taux de prothrombine (TP) qui permet d’une

exploration globale des facteurs de la voie exogéne de la coagulation (Ahmim, 2006).
111.3.1.4.1 Principe

Ce test consiste a mesurer le temps de coagulation a 37C° d’un plasma pauvre en
plaquettes en présence d’un mélange de facteurs tissulaires et des phospholipides (la
thromboplastine) et de calcium. Les facteurs de la voie exogene donc sont activés et le temps

qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot est mesuré (Athukorala et al., 2007).

Un temps de coagulation allongé par rapport a celui du contrdle négatif explique que
I’échantillon exerce un effet anticoagulant vis-a-vis de cette voie de coagulation (Athukorala
et al., 2007).

Le test de Temps de Quick (TQ) permet une exploration de la voie extrinseque de la
coagulation. Le TQ, converti en "taux de prothrombine™ (TP) permet d'évaluer I'activité des

facteurs du complexe prothrombinique en référence a un plasma normal a 100%.

Ce test consiste a mesurer le temps que met a se former un caillot de fibrine a 37°C lorsqu'on
ajoute dans le plasma un exces de thromboplastine ou facteur tissulaire en présence de calcium.
Normalement le caillot se forme en 12 a 13 seconds ce qui représente le temps de Quick. Le
TQ explore les facteurs de la voie exogéne de la coagulation : facteur VI, facteur X, facteur V,
facteur I, fibrinogéne (Caquet, 2004) (Tableau I1).

111.3.1.4.2 Mode opératoire

L’effet des polyphénols de Centaurea macrocephala sur la voie exogéne de la
coagulation a éte évalué selon le protocole décrit par Athukorala et ses collaborateurs avec
modifications (Athukorala et al., 2007).

D’une part, nous avons mis 100ul de plasma déja obtenu dans un tube témoin qui est
ensuite incubé a 37°C dans un bain marie durant 2 minutes. D’autre part, 50 ul des extraits
polyphénoliques dilués avec de 1’eau distillé a 50% (1:1 (v/v)) sont additionnées a 100ul du
plasma dans chacun des tubes a analyser qui est ensuite incubé a 37°C durant un temps optimal
de 15 minutes. Apres I’incubation, la coagulation a été déclenchée par I’addition de 200ul de

thromboplastine préincubé a 37°C pendant 15 minutes (photo3).
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Photo 3 : Incubation de thromboplastine dans le bain marie.

Le temps qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot fibrineux est alors mesuré
manuellement a 1’aide d’un chronométre qui est déclenché dés 1’addition de thromboplastine
dans les tubes jusqu’a ce que 1’on observe la prise en masse du caillot. Les résultats sont

exprimes par le temps de coagulation en seconde (s) (photo4).

La méme opération a été répétée 3 fois dans les mémes conditions pour chaque

concentration de 1’extrait.

Photo 4 : Arrét de chronomeétre simultanément avec la formation du caillot.
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Centrifugation

Analysé

50 ul d’extrait

100 pl de plasma

(s)

Témoin
Incubation
a37°C 1 50 ul d’eau
endant 15
P min 1 100 ul de plasma

200 pl Thromboplastine
Préincubé a 37°C (15 min)

dans chaque tube

Révéler le TQ

Figurel5 : Représentation schématique des étapes d’étude de 1’activité anticoagulante.
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I- Etudes biochimique et biologique :
1- Teneur en matiére extraite

Notre calcule de la teneur en matiére extraite des organes graines, feuilles a illustrée
dans le tableau IV :

Tableau IV : Teneur en matiere extraite dans les organes graines fruits.

Organes Graines Feuilles

Teneur en matiére extraite (%) 49.4 38.2

Les résultats montrent que la plante Centaurea macrocephala est riche en
composants biochimiques.

60

w B wul
o o o

extraite(%o)

Teneur en matiéere
N
o

=
o

Graine Feuille

Figure 16 : Teneur en matiere extraite chez la plante Centaurea macrocephala.

Selon la figure 19 les graines sont plus riches en composés biochimiques que les feuilles,
dont les graines a une teneur de 49.4% en matiére extraite alors que les feuilles a une teneur de

38.2% matiére extraite.
2- Screening phytochimique

La réalisation de ces tests a pour but de révéler les différentes familles de substances
existantes dans les graines et feuilles de la plante étudiée en se servant des réactions qualitatives
de caracterisation. Ces dernieres reposent sur des phénomeénes de précipitation ou de coloration
par des réactifs spécifiques a chaque catégorie de composés.

Les résultats des tests phytochimique effectués sur les graines et les feuilles de

Centaurea macrocephala.
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2 -1 Polyphénols

On remarque la présence d’une couleur vert foncé qui indique la présence des composés

phénoliques dans les deux extraits des graines et feuilles.

D’apres les résultats de test des composés phénolique on observe que ces derniers sont
tres élevés dans les deux organes de la plante étudié mais plus élevé dans les feuilles que dans

les graines (figure 20).

Bl TR
Test 1 Test 2

Test 1

Polyphénol Polyphénol

Polyphénol

Photo 5 : Résultats de test des polyphénols.
2 -2 Flavonoides

Nous avant remarqué une couleur jaune qui indique la présence des flavonoides dans

les deux organes étudieés.

Dans les deux organes (graines et feuilles), la teneur en flavonoides est plus élevée dans

les graines par rapport aux feuilles. Les résultats sont présentés dans la figure 21.
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Test 1 Test 2

Flavonoide Flavonoide

)

Photo 6 : Résultats de test des flavonoides.
2 -3 Alcaloides

Nous avons remarqué I’absence des alcaloides dans les deux organes graines et feuilles

de la plante étudiée (figure 22).

Test 1 Test 2

g Test1 Test 2
Polyphénol Polyphénol

Polyphénol ~ Polyphénol

Photo 7 : Résultats de test des alcaloides.
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2 -4 Anthocyanes

On remarque 1’absence des anthocyanes dans les graines, par contre elle est présente

avec une teneur élevé dans les feuilles (figure23).

¥ g — = =7 .
Test 1 Test 2 Test 1 Test 2

Anthocyane Anthocyane Anthocyane Anthocyane

Photo 8 : Résultats de test des anthocyanes.
2 -5 Triterpeénes et stéroides :

Pour les résultats de test des triterpénes et stéroides, nous remarquons l'apparition d'une
couleur verte qui se transforme au fur et & mesure au rouge dans les extrais des graines et

feuilles.

On remarque que les triterpénes et les stéroides sont abondants dans les deux organes

de la plante étudiée avec une dominance des graines par rapport aux feuilles (figure 24).
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‘

__ Test 1 Test 2
Test 1 Test 2 L Stéroide
Stéroide Stéroide Eﬁermde

Feuilles

tm——

Graines
[—
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Photo 9 : Résultats de test des triterpenes et stéroides.
2 -6 Tanins

On remarque I’apparition d'une couleur verte foncée dans les organes graines et feuilles

prouve la présence des tanins, mais la teneur la plus élevé est dans les graines (figure25).

Test1 Test 2

S Graines

Photo 10 : Résultats de test des tanins.
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2 -7 Coumarines

On remarque la présence des fluorescences dans les organes graines et feuilles de la

plante étudiée qui signifie la présence des coumarines dans ces dernieres.

On a remarqué aussi que la teneur des coumarines est supérieure dans les graines que

les feuilles.
2 -8 Quinones libres

Nous remarquons la présence d’une couleur jaune dans les deux organes qui signifie la

présence des quinones libres dans nos extraits.

Pour les graines la couleur jaune est plus importante que pour les feuilles c¢’est-a-dire

une teneur plus grande en quinones libres (figure 26).

Test 1 Test 1 Test 1 Test 1
Quinones Quinones Quinones Quinones

libres libres W libres libres

Photo 11 : Résultats de test des quinones libres.
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2 -9 Glucosides

Nous avons noté une précipitation d’une couleur rouge brique dans les deux organes

de la plante étudiée qui indique la présence des glucosides.

On remarque que la teneur des glucosides dans les graines est plus élevee que les

feuilles. (Figure 27).

Test 1 - Test2 Test 2

Glucoside

m

Glucoside ‘ Glucoside Glucoside

Feuilles

Photo 12 : Résultats de test des glucosides.
2 -10 Anthraquinones

Nous remarquons 1’apparition d’un anneau dans les extraits des graines seulement qui

signifie la présence des anthraquinones avec une teneur faible (figure 28).
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Test 1 Test 2 Test 1 Test 2

Anthraquinone = Anthraquinone Anthraquinone = Anthraquinone

Graines

Photo 13 : Résultats de test des anthraquinones.
2 -11 Saponines :

Nous remarquons 1’absence de la mousse qui signifie I’absence des saponines dans les

deux organes graines feuilles (figure 29).

Test 1 Test 2 Test 2 Test 1
Saponine Saponine Saponine ~ Saponine

‘ ‘ Graines Feuilles

Photo 14 : Résultats de test des saponines.
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Le tableau V regroupe les tests phytochimiques des deux organes (graines,

feuilles).

Tableau V : Résultats des tests phytochimique sur les extraits des graines et des feuilles de

Centaurea macrocephala.

Graines Feuilles

Polyphénols ++ 4+
Alcaloides - -

Anthocyane - ++
Anthraquinones + -
Coumarines ++ +
Glucosides ++ +
Quinones libres 4+ +

Triterpénes et stéroides +++ ++

Tanins +++ ++
Flavonoides +++ +
Saponines - -

(+++) : Fortement présent ; (++) : Moyennement présent ; (+) : Faiblement présent ; (-) : test

négatif.

Selon le tableau on peut dire que les graines sont plus riches en métabolites secondaires

que les feuilles surtout les polyphénols tanins, coumarines, flavonoides.
3- Teneur en phénols totaux

L’analyse quantitative des phénols totaux, est déterminée a partir d’équation de la
régression linéaire de courbe d’étalonnage exprimé en mg équivalent d’acide gallique par

gramme (g) de la matiére séche (Figure 30).
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Figure 17 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique.

Les résultats obtenus pour les teneurs en phénols totaux dans 1’extrait des graines et des

feuilles de Centaurea macrocephala, regroupés dans le tableau V1.

Tableau V1 : Teneur en phénols totaux d’extrait des feuilles.

Organes Graine Feuilles Signification

Teneur en phénols totaux dans

(mg EAG/g MS) 40.05+097  688.8+0.13 0.000

D’aprés Tableau V1, une différence hautement significative est observée entre la teneur

en phénols totaux et les organes de Centaurea macrocephala (graines et feuilles).

800
700
600
500
400
300
200

100
o L HwTew

Graine feuille

Figure 18 : Teneur en phénols totaux dans les deux organes de la plante étudiée.

Les résultats illustrés par I’histogramme (figure 31) montrent que la teneur en
polyphénols est supérieure dans les feuilles (688.8 mg EQ/g MS) par contre la teneur inférieure
(40.05 mg EQ/g MS) dans les graines.
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4 — Discussion :

La teneur en matiére extraite est influencée par la méthode de préparation du mateériel

végetative également la méthode et le solvant utilisé.

Le séchage du matériel végétal est recommandé¢ surtout lorsqu’il est destiné a étre
conservé pour une certaine période avant utilisation. Ceci, en effet, prévient les dégradations
enzymatiques ou par fermentation microbienne des molécules qui s’y trouvent telles que les

flavonoides et particulierement les glycosides (Seidel, 2005 ; Romero, 2004).

On a préparé les extraits des graines et feuilles de la plante Centaurea macrocephala

par macération prolongé (cing jours) a température ambiante par 1’éthanol et I’eau distillée.

Selon Bouabdallah, 2014 qui a réalisé des dosages quantitatifs des polyphénols totaux
sur les extraits. Il révele que I’extrait hydrométhanolique est plus riche par rapport aux autres
extraits avec (599.12 mg /100 g), I’extrait hydoacétonique (500.18 mg /100 g), I’extrait aqueux
(333.04 mg /100 g. Une autre étude effectué par (Salem et Ashok, 2012) a montré que les
extraits éthanoliques plus riche en composés phytochimiques que 1’extrait aqueuse et d'autres

solvants organiques.

Notre étude a montré la présence 8 familles bioactives comprenant les flavonoides,
tanins, quinones libres, glucosides, coumarines, anthraquinones (dans les graines), anthocyanes

(dans les feuilles), triterpenes et stéroides.

Des recherches phytopharmaceutiques sur Centaurea macrocephala a montré la

présence des lignines dans les graines de cette plante Shoeb et al., (2004) .

Le genre Centaurea a fait I’objet d’un grand nombre d’études phytochimiques qui ont
réveélé la présence des lactones sesquiterpeniques (Fortuna et al., 2001) flavonoides (Flamini
et al.,2000) alcaloides (Ahmed et al.,1970) stéroides (Picher et al.,1984).

Selon Mouffok et al., (2013) neuf composés ont été isolés de Centaurea omphalotricha

comprenant quatre Flavones, Un Flavonol, Deux Triterpenes pentacycliques, deux Stéroides

Nos résultats sont trés proches aux résultats précédents. L’absence des alcaloides peut

étre justifiée par les différents climats d’ou ces plantes ont été prélevées.

Les tanins sont des polyphénols qui ont un effet antioxydant fondamental en plus de cet
effet fondamental les tanins possédent des propriétés anti-tumorales, antivirales et

antibactériennes (Takuo, 2005).
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Les composés terpéniques expriment des effets contre les bactéries (Cowan, 1999) et

les stérols sont connus a avoir une efficacité a baisser le cholestérol (Shaghaghi et al., 2014) .

Les flavonoides tend que des polyphénols présentent de nombreuses activités : anti
oxydantes, anti-inflammatoires, inhibitrices d’enzymes, et prévention des maladies
cardiovasculaires. Pharmaco logiquement, les aglycones sont particulierement efficaces.
Certains ont des activités hépato protectrices, diurétiques, vasodilatatrices, antibactériennes et
antiallergiques (Sharma et al., 2008).

Selon Yoon et al., ( 2002) ; Pawlaczyk et al., (2009) les composés responsables de

I’effet anticoagulant sont les polysaccharides .

L’analyse de la corrélation entre tous les paramétres d’étude (Annexe 111) a montré des
corrélations positives et négatives. Une corrélation positivement forte a été remarquée entre la
teneur en phénols totaux et I’organe qu’il contient ces composés, ce qui signifie le changement

en quantité des phénols totaux dans les différents stades végétatifs de la plante.

En conclusion, d’apres ces résultats montrant la richesse des graines et feuilles de la
plante Centaurea macrocephala en certains principes bioactifs, on pourrait déduire qu’ils ont
des effets bénéfique sur la santé tels que : antibactérienne, anticoagulant, antioxydants, et

prévention des maladies cardiovasculaires.
I1- Activités biologiques :
I1-1 Activité antioxydante des graines et feuilles de Centaurea macrocephala

Pour détecter ’activité antioxydant des organes graines et feuilles de notre plante
d’étude, nous avons utilisé la méthode de DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle), un radical
stable, violet en solution et présentant un maximum d’absorption caractéristique a 517 nm.

L’évaluation de pouvoir antioxydant de ces organes est présenté dans deux temps

different par les courbes suivante (figure 19 et 20).
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Figure 19 : Pourcentages d’activité antioxydante dans différentes concentrations des extraits
des graines et feuilles de Centaurea macrocephala et d’acide ascorbique dans le temps 30
min.

Le profil d’activité antioxydant obtenue révele que les extraits des graines, feuilles de
Centaurea macrocephala possede une activité antioxydante, elle dépendante de 1’organe et la

concentration des extraits.

D’aprés 1’analyse des courbes, nous remarquons un pourcentage d’inhibition trés élevé

d’extrait des graines et élevé dans 1’extrait des feuilles par rapport a I’acide ascorbique.

Nous avons remarqué aussi que toutes les pourcentages d’inhibition des graines sont

supérieurs que celles des feuilles.
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Figure 20 : Pourcentages d’activité antioxydante dans différentes concentrations des extraits

des graines et feuilles de Centaurea macrocephala et I’acide ascorbique dans le temps 45 min.
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D’apreés 1’analyse des courbes nous avons remarqué une diminution des pourcentages

d’inhibition des organes graines et feuilles dans le temps 45 min par rapport au temps 30 min.

On note que les pourcentages d’inhibition dans les deux organes des graines et feuilles

sont inférieurs a celles de 1’acide ascorbique.

On a noteé aussi que les pourcentages d’inhibition des graines sont toujours supérieurs

a celle des feuilles.

Selon Molyneux (2004) L’effet des extraits vis-a-vis du radical DPPH est exprime par
la concentration inhibitrice a 50 % (EC50) qui correspond a la concentration des polyphénols
nécessaire pour inhiber ou réduire 50% de la concentration initiale du DPPH .Une EC50 faible

représentent 1’activité antiradicalaire la plus élevée.

Tableau VII : EC50 d’activité antioxydants dans le temps 30 et 45min.

Organes EC50 (g/ml) DPPH EC50 (g/ml) DPPH
(temps 30 min) (temps 45 min)
Graines 0.336 0.333
Feuilles 0.316 0.333
Acide ascorbique 0.306 0.366

D’aprés le tableau V11, une comparaison du pouvoir réducteur de ces deux organes
dans le temps 30 min montre qu’elles possedent un effet plus élevé par rapport & 1’acide

ascorbique.

On note également que I’EC50 marqué par 1’extrait des graines est plus élevé que celle

des feuilles.

Une comparaison du pouvoir réducteur de ces deux organes dans le temps 45 min

montre qu’elles possédent un effet inférieur que 1’acide ascorbique.

On note également que la valeur d’EC50 marqué dans les deux organes est la méme
(0.33g/ml).

On remarque que ’EC50 marqué par I’extrait des graines dans le temps 30 min et plus
important que dans le temps 45 par contre moins important dans les feuilles dans le temps 30

min que dans le temps 45 min.
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Figure 21 : EC50 marqué des deux organes dans les temps 30 min et 45 min.

D’aprés les résultats présentés par 1’histogramme (figure 34), pour le temps 45 min
on a noté une diminution d’EC50 par rapport au temps 30 min dans les graines. Par contre on a

remarqué une augmentation dans le temps 45 min dans les feuilles par rapport au temps 30 min.
Discussion

Dans cette étude on a utilisé la méthode antioxydante au DPPH pour déterminer le

meilleur organe (graine ou feuille) qui posséde la capacité des antioxydants la plus importante.

Le test de DPPH est 1’'un des tests les plus utilisés pour déterminer 1’activité
antiradicalaire des extraits de plantes (Laguerre et al., 2007) .

D’aprés les résultats d’activité antioxydante de chaque organe dans deux temps
d’incubation différents (30 min et 45 min) .On remarque que 1’activité antioxydant en 30 min

est la plus élevée par rapport a I’activité antioxydant en 45 min.

L’analyse de la corrélation entre tous les paramétres d’étude (Annexe 111) a montré des
corrélations positives et négatives. Une corrélation négativement forte a été remarquée entre la
concentration de la matiere extraite et I’activité antioxydante dans les deux temps (temps 30min

et 45min) ce qui signifie une relation entre d’autre substances bioactives et I’activité oxydante.

Ces résultats sont confirmés par les études de Yi et al., (2008), le DPPH est caractérisé
par son adaptation & plusieurs échantillons dans une courte durée, aussi il est assez sensible
pour détecter les ingrédients actifs a des basses concentrations, a cet effet, il a été employé pour

le criblage des activités anti-radicalaires des extraits végétaux.
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L’effet des extraits vis-a-vis du radical DPPH est exprime par la concentration
inhibitrice a 50 % (EC50) qui correspond a la concentration des polyphénols nécessaire pour
inhiber ou réduire 50 % de la concentration initiale du DPPH .Une EC50 faible représentent

’activité antiradicalaire la plus ¢élevée (Molyneux, 2004).

Les résultats de 1’activité antioxydante obtenues dans notre plante sont confirmés par
les travaux réalisés sur les plantes : Centaurea americana (Shoeb et al., 2006) ; Centaurea
montana (Shoeb et al., 2005) ; Centaurea pamphylica (Shoeb et al., 2007) .

Plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant, notamment les conditions de la
réaction (temps, rapport antioxydant/ DPPH) et le profil phénolique en particulier. Cela est
confirmé par : Moulyneux (2004) ; Bouzide et al., (2011) et Gresele et al., (2011) ce qui

confirme notre résultats.
I1-2 Activité anticoagulante des graines et feuilles de Centaurea macrocephala

Lors de cette étape, la capacité anticoagulante des différents extraits polyphénoliques
des graines et feuilles de Centaurea macrocephala vis-a-vis de la voie exogene de la

coagulation par le test TQ a été évaluée au temps d’incubation optimal fixé de 15 minutes.

On a utilisé ce test classique communément connu sous le nom de taux de prothrombine
(TP), qui explore la voie extrinseque de la coagulation sanguine ou le facteur tissulaire

(thromboplastine) est le déclencheur de cette voie (Tripodi, 2009).

Les résultats obtenus pour I’activité anticoagulante sont regroupés dans le tableau V11I.

Tableau V111 : Les résultats obtenus pour I’activité anticoagulante.

TQ C (100%) C (75%) C (50%) C (25%) Témoin
Graines 25+264% 17.33+251* 21.33+2.08° 15+2% 13
Feuilles 26+3%  16.33+2.081° 14.66+251* 13.66 +2.08° 13

Signification 0.687 0.624 0.021 0.469 1

&: La moyenne des résultats réalisés sur 3 éssais+SD.

D’aprés Tableau VIII, un effet non significative est observée entre la teneur en
polyphénols totaux contenu dans les fractions aqueuses des deux organes de Centaurea
macrocephala (graines et feuilles) et I’activité anticoagulante pour les concentrations 100% et
75%, Une corrélation hautement significative pour la concentration 50% et significative pour

la concentration 25%. L’interprétation du tableau est présentée par I’histogramme (figure 23).
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Figure 23 : Effet de concentration des extraits polyphénoliques des graines et feuilles sur le

TOQ.
Discussion :

D’aprés les résultats présentés par I’histogramme, on remarque clairement que tous
les extraits polyphénoliques étudiés exercent une activité anticoagulante. Mais les résultats

montrent une variation remarquable des valeurs de cette activité par rapport au témoin.

En présence d’extraits polyphénoliques des graines, on note qu’il y a un allongement
remarquable de TQ de I’ordre de 12 s ; 8,33 s pour les concentrations 100% et 50% en
comparant a celui du témoin (13 s) et un allongement moins important de TQ de I’ordre de 4,33

s ; 2 s pour les concentrations 75 % et 25 % de I’extrait polyphénoliques.

En présence d’extraits polyphénoliques des feuilles, on note qu’il y a un allongement
remarquable de TQ de 13 s pour la concentration 100% en comparant a celui du témoin (13 s)
et un allongement moins important de TQ de "ordre de 3,33 s ; 1,66 s ; 0.66s pour les
concentrations 75% ; 50% et 25% de 1’extrait polyphénoliques.

On a noté aussi que I’allongement de TQ est plus important dans les graines que les
feuilles pour la concentration 100% et moins important pour les concentrations de I’ordre 75% ;
50% ; 25%.
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L’analyse de la corrélation entre tous les paramétres d’étude (Annexe I11) a montré des
corrélations positives et négatives. Une corrélation positivement forte entre la concentration des
polyphénols et le TQ pour la concentration 100%, négativement forte pour TQ de concentration
25% et faible pour TQ de concentration 75% et 50%.

Une corrélation négative entre le TQ obtenu dans concentration 100% et 1’activité
antioxydante des différentes concentrations dans les deux temps différents (temps 30 min et 45

min).

Une corrélation positivement forte entre le TQ obtenu dans concentration 50% avec
I’activité antioxydante des différentes concentrations dans les deux temps différents (temps 30

min et 45 min).

Une corrélation faible entre le TQ obtenu dans concentration 75% et 25% avec ’activité
antioxydante des différentes concentrations dans les deux temps différents (temps 30 min et 45

min).

Par ailleurs, des études récentes réalisées par Lemaoui (2011) concernant 1’évaluation
de I’ activité anticoagulante in vitro des huiles essentielles des graines de Nigella sativa L a
montré que ces huiles riches en polyphénols peuvent provoquer un prolongement au niveau du
temps de coagulation ces études confirment notre résultats vue de la richesse de notre plante en

polyphénols .

Il faut signaler la présence de certains composés comme les flavonoides (Sharmaet al.,

2008) et tanins (Takuo, 2005) résulte une activité antioxydante.

Toutefois, il faut signaler également qu’il y avait d’autres composés doués aussi de cet
activité, tels que les peptides (Mieszczanek et al., 2004), les glycoprotéines, les coumarines
(Zhou et al., 2009), quelques tannins (Bae, 2011) et les polysaccharides (Youmbai, 2015). De
ce fait ces études donnent espoir pour le développent des suppléments alimentaires qui

contribuent a la prévention des thromboses.
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source importante des principes actifs connus

par leurs propriétés thérapeutiques.

Le développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avére indispensable pour lutter
contre les phéenomeénes de Stress oxydatif et maladies associées, coagulation sanguine qui

provoque des maladies thrombotiques.

Dans ce présent travail nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique de
I’espéce Centaurea macrocephala. Les critéres du choix de cette plante est di au fait que le
genre Centaurea a montré d’une part qu’il est doué d’activités biologiques et d’autre part que
c¢’est un excellent accumulateur de plusieurs molécules bioactifs, également la présence de cette

plante dans notre région, elle est bien acclimaté avec nos conditions.

En premier lieu, I’extraction des polyphénols nous a permis de dire que les feuilles de

la plante Centaurea macrocephala sont plus riches en composés phénoliques que les graines.

Aprés ’étude phytochimique a montré la présence des flavonoides, tanins, quinones
libres, glucosides, coumarines, triterpénes et stéroides dans les extraits des graines et feuilles
étudiées, les anthraquinones sont présent dans les extraits des graines et les anthocyanes que
dans extraits des feuilles.

L’évaluation d’activité antioxydante de 1’extrait issu de 1’espéce Centaurea
macrocephala selon la méthode du piégeage du radical libre DPPH a montré que les extraits
éthanoliques des deux organes les graines et feuilles et surtout les graines posseédent une activité
antioxydante modérée (EC50 égale 0,339 mg/ml), cet extrait pourrait donc constituer une
alternative a certains additifs synthétiques et contre les maladies associées du stress oxydatif.

Egalement le meilleur temps du piégeage est le temps 30 min.

L’activité anticoagulante de ces extraits polyphénoliques a été évaluée in vitro en
utilisant le test de TQ qui affirme que les polyphénols exercent une grande activité
anticoagulante sur la voie exogeéne de la coagulation. En effet, nous avons remarqué que les
extraits polyphénoliques des graines présentent une capacité anticoagulante trés intéressante
avec un temps d’allongements de TQ de 25s et 21.33 en présence d’extraits polyphénoliques
des feuilles avec les concentrations 100% et 50% respectivement un temps d’allongement de

TQ de 26 s en présence d’extraits polyphénoliques des feuilles avec la concentration 100% .



Conclusion
1

Une correlation négative a obtenu entre le TQ obtenu dans concentration 100 % et
I’activité antioxydante dans la majorité des concentrations dans les deux temps différents
(temps 30min et 45min). Cette corrélation négative est peut étre justifiée par la présence des
flavonoides et tanins) qui donnent une activité antioxydante et les glucosides qui donnent une

activité anticoagulante.

Enfin, nous pouvons dire que cette étude parmi plusieurs études est I'une de trés peu
travaux sur 1’évaluation de I’activit¢ antioxydante et 1’activit¢ anticoagulante d’extraits
polyphénoliques de la plante Centaurea macrocephala donc ces résultats importants restent
préliminaires et nécessitent d’encourager des études complémentaires et approfondies. Ainsi,

de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées :

» rechercher directement 1’activité antioxydante de 1’extrait in vivo pour corréler les
résultats observés dans les deux cas (in vivo et in vitro) ;

> Evaluée les autres activités biologiques : antifongique, antidiabétique, anti-
inflammatoire, anticancéreuse.

» Evaluée I’activité anticoagulante par voie endogeéne par le test de temps du céphaline-

kaolin (TCK) ;
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Annexe | : Matériel de laboratoire

Tableau | : le matériel de laboratoire

Verreries et mateériel en plastique Solvants
- Pipettes - éthanol C2HsO
- Micro pipette (1000 pl, 200 pl) - L’eau distillée
- Tubes a essali - Acide chlorhydrique(HCI)
- Flacons (250 ml) - Hydroxyde de sodium (NaOH)
- Erlenmeyer - chloroforme
- Papier aluminium - Chlorure de fer (FeClI3)
- Béchers - Hydroxyde I’ammonium (NH4OH)
- Spatule - Acide sulfurique (H2SO4)
- Anse de platine - Folin-Ciocalteu
- Entonnoir - Acide gallique
- Parafilm - DPPH

- Tube en plastiques citrates

- Eprouvette

» Réactifs utilisés
- Réactif de Wagner

Ce réactif est composé d'un mélange de 1.27 g d'lode et 2.0 g d'lodure de potassium
dissout dans 75 ml d'eau distillée. Ce mélange est jaugé jusqu'a I'obtention de 100 ml de la

solution.
- Réactif de Liqueur de Fehling

- Réactif de thromboplastine
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> Appareillage :

PH meétre Agitateur

Bain marie Centrifugeuse Chambre UV

Spectrophotometre
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Annexe Il : L’analyse de la variance pour les caractéres quantitatifs.

ONEWY TQ CONCENTRATION 100% BY ORGANE
IMISSING ANALYSIS.

ANOVA a 1 facteur
Somme des Moyenne PP TR
carrés ddl 4o carres F signification
TQ pour Inter-groupes 1.500 1 1.500 0.188 0.687
concentration  Intra-groupes 32.000 4 8.000
100% Total 33.500 5
ONEWY TQ CONCENTRATION 75% BY ORGANE
IMISSING ANALYSIS ANOVA a1 facteur
Somme des Moyenne P TP
carrés ddl yescarrés F signification
TQ pour Inter-groupes 1.500 1 1.500 0.281 0.624
concentration  Intra-groupes 21.333 4 5.333
75% Total 22.833 5
ONEWY TQ CONCENTRATION 50% BY ORGANE
IMISSING ANALYSIS
ANOVA a1 facteur
Somme des Moyenne T BT
carrés ddl s carres F signification
TQ pour Inter-groupes 73.500 1 73.500 13.781 0.021
concentration Intra-groupes 21.333 4 5.333

50% Total 94.833 5
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ONEWY TQ CONCENTRATION 100% BY ORGANE
IMISSING ANALYSIS

ANOVA a 1 facteur
Somme des Moyenne P .
carrés ddl esarrés F signification
TQ pour Inter-groupes 2.667 1 2.667 0.640 0.469
concentration  Intra-groupes 16.667 4 4.167
25% Total 19.333 5

ONEWY ANTIOXIDANT ACTIVITY TIME 30 MIN CONCENTRATION 0.1g/ml BY ORGANE
IMISSING ANALYSIS.

ANOVA a 1 facteur
Somme des Moyenne des S g .
carrés ddi Carrés F signification
Activité Inter-groupes  2783.830 1 2783.830  416.218 0.000
TG FEmoE Intra-groupes 26.754 4 6.688
30min
C=01ml Total 2810.583 5

ONEWY ANTIOXIDANT ACTIVITY TIME 30 MIN CONCENTRATION 0.2g/ml BY ORGANE
IMISSING ANALYSIS.

ANOVA a 1 facteur
Somme des Moyenne des s el .
carres  ddl carrés F  signification
Activité Inter-groupes =~ 2043.522 1 2043.522 493.414 0.000
antioxydante
Intra-groupes 16.566 4 4.142

temps 30min
C=02ml Total 2060.086 5
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ONEWY ANTIOXIDANT ACTIVITY TIME 30 MIN CONCENTRATION 0.3g/ml BY ORGANE
IMISSING ANALYSIS.

ANOVA a 1 facteur
Somme des Moyenne des s el .
carres | ddl arrés F signification
Activité Inter-groupes ~ 1027.303 1 1027.303  95.931 0.001
antioxydante
] Intra-groupes 42.835 4 10.709
temps 30min
C=03ml Total 1070.138 5

ONEWY ANTIOXIDANT ACTIVITY TIME 30 MIN CONCENTRATION 0.4g/ml BY ORGANE
IMISSING ANALYSIS.

ANOVA a 1 facteur
Somme des Moyenne des P
carres  ddl arrés F  signification
Activité Inter-groupes ~ 1333.849 1 1333.849  212.432 0.000
antioxydante
. Intra-groupes 25.116 4 6.279
temps 30min
C=04ml Total 1358.964 5

ONEWY ANTIOXIDANT ACTIVITY TIME 30 MIN CONCENTRATION 0.5g/ml BY ORGANE
IMISSING ANALYSIS.

ANOVA a 1 facteur
Somme des Moyenne des s el .
carrés ddi carrés F signification
Activité Inter-groupes ~ 749.284 1 749.284  138.142 0.000
antioxydante
Intra-groupes 21.696 4 5.424

temps 30min
C=05ml Total 770.980 5
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ONEWY ANTIOXIDANT ACTIVITY TIME 30 MIN CONCENTRATION 0.6g/ml BY ORGANE
IMISSING ANALYSIS.

ANOVA a 1 facteur
Somme des Moyenne des P -
carrés ddl Carrés F signification
Activité Inter-groupes ~ 279.484 1 279.484 25.702 0.007
antioxydante
] Intra-groupes 43.496 4 10.874
temps 30min
C=06ml Total 322.980 5

ONEWY ANTIOXIDANT ACTIVITY TIME 45 MIN CONCENTRATION 0.1g/ml BY ORGANE
IMISSING ANALYSIS.

ANOVA a 1 facteur
Somme des Moyenne des P
carrés ddl carrés F signification
Activité Inter-groupes ~ 1276.333 1 1276.333  295.065 0.000
antioxydante
) Intra-groupes 17.302 4 4.326
temps 45 min
Cc=01ml Total 1293.636 5

ONEWY ANTIOXIDANT ACTIVITY TIME 45 MIN CONCENTRATION 0.2 g/ml BY ORGANE
IMISSING ANALYSIS.

ANOVA a 1 facteur
Somme des Moyenne des P .
carrés ddl carrés F signification
Activité Inter-groupes 1037535 1 1037.535  193.379 0.000
antioxydante
Intra-groupes 21.461 4 5.365

temps 45 min
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ONEWY ANTIOXIDANT ACTIVITY TIME 45 MIN CONCENTRATION 0.3 g/ml BY ORGANE
IMISSING ANALYSIS.

ANOVA a 1 facteur
Somme des Moyenne des T .
carres  ddl Carrés F signification
Activité Inter-groupes ~ 1203.034 1 1203.034  236.343 0.000
antioxydante
) Intra-groupes 20.361 4 5.090
temps 45 min
cC=0.3ml Total 1223.394 5

ONEWY ANTIOXIDANT ACTIVITY TIME 45 MIN CONCENTRATION 0.4 g/ml BY ORGANE
IMISSING ANALYSIS.

ANOVA a 1 facteur
Somme des Moyenne des s el .
carres  ddl carrés F  signification
Activite Inter-groupes ~ 881.366 1 881.366  180.623 0.000
antioxydante
. Intra-groupes 19.518 4 4.880
temps 45 min
C=04ml Total 900.885 5

ONEWY ANTIOXIDANT ACTIVITY TIME 45 MIN CONCENTRATION 0.5 g/ml BY ORGANE
IMISSING ANALYSIS.

ANOVA a 1 facteur
Somme des Moyenne des P -
carrés ddl Carrés F signification
Activite Inter-groupes ~ 765.236 1 765.236 66.012 0.001
antioxydante
Intra-groupes 46.370 4 11.592

temps 45 min
C=05ml Total 811.606 5
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ONEWY ANTIOXIDANT ACTIVITY TIME 45 MIN CONCENTRATION 0.6 g/ml BY ORGANE
IMISSING ANALYSIS.

ANOVA a 1 facteur
Somme des Moyenne des P .
carres  ddl Carrés F signification
Activité Inter-groupes 742594 1 742594 337558 0.000
antioxydante
) Intra-groupes 8.800 4 2.200
temps 45 min
C=06ml Total 751.393 5
ONEWY POLPH BY ORGANE
IMISSING ANALYSIS.
ANOVA a 1 facteur
Somme de Moyenne T .
oes o ddl e roe F signification
Inter-groupes 1385.632 1 1385.632 2890.246 0.000
Polyphénols Intra-groupes 1.918 4 0.479
Total 1387.550 5
Annexe |11 : Matrice de corrélation entre les caractéres quantitatifs.
TQ pour TQ pour TQ pour TQ pour
Organe @ concentration = concentration = concentration concentration
100% 75% 50% 25%
ropour gg;’gf;‘)on” 0.212 1 0.127 0.275 0.079
pour ) 0.687 0.811 0.598 0.882
concentration  Sig 6 6 6 6 6
100% N
TQ pour gg;;ﬂ?:&” -0.256 0.127 1 0.512 0.111
concentration Si 0.624 0.811 0.299 0.834
75% N'9 6 6 6 6 6
TQ pour gg’;‘;ﬂ?;‘)on” 0880  -0275 0.512 1 0.031
concentration Sj 0.21 0.598 0.299 0.953
50% N g 6 6 6 6 6
TQ pour gg’;g?;‘;” 0371 0.079 0.111 0.031 1
concentration Sj 0.469 0.882 0.834 0.953
250 g 6 6 6 6 6

N



Activité
antioxydante
temps 30 min

C=01ml

Activité
antioxydante
temps 30 min

c=02ml

Activité
antioxydante
temps 30 min

C=03ml

Activité
antioxydante
temps 30 min

C=04ml

Activité
antioxydante
temps 30 min

C=05ml

Activité
antioxydante
temps 30 min

C=06ml

Activité
antioxydante
temps 45min

C=01ml

Activité
antioxydante
temps 45min

Cc=02ml

Activité
antioxydante
temps 45min

C=03ml

Activité
antioxydante
temps 45min

C=04ml

Activité
antioxydante
temps 45min

C=05ml

Activité
antioxydante
temps 45min

C=06ml

Corrélation de
Pearson

Sig

N

Corrélation de
Pearson

Sig

N

Corrélation de
Pearson

Sig

N

Corrélation de
Pearson

Sig

N

Corrélation de
Pearson

Sig

N

Corrélation de
Pearson

Sig

N

Corrélation de
Pearson

Sig

N

Corrélation de
Pearson

Sig

N

Corrélation de
Pearson

Sig

N

Corrélation de
Pearson

Sig

N

Corrélation de
Pearson

Sig

N

Corrélation de
Pearson

Sig

N

Organe

-0.995
0.000
6

-0.996
0.000
6

-0.980
0.001
6

-0.991
0.000
6

-0.986
0.000
6

-0.930
0.007
6

-0.993
0.000
6

-0.990
0.000
6

-0.992
0.000

-0.989
0.000

-0.971
0.001

-0.994
0.000
6

TQLAZIZ

-0.194
0.713
6

-0.145
0.784
6

-0.119
0.823
6

-0.147
0.781
6

-0.123
0.816
6

0.052
0.921
6

-0.139
0.793
6

-0.214
0.684
6

-0.168
0.750

-0.127
0.811

-0.074
0.889

-0.176
0.739
6

TQ2AZIZ

0.311
0.548
6

0.249
0.634
6

0.127
0.810
6

0.264
0.613
6

0.249
0.634
6

0.037
0.944
6

0.196
0.709
6

0.279
0.593
6

0.289
0.579

0.368
0.472

0.371
0.469

0.271
0.604
6

TQ3AZIZ

0.875
0.022
6

0.846
0.034
6

0.793
0.060
6

0.857
0.029
6

0.861
0.028
6

0.720
0.107
6

0.831
0.041
6

0.927
0.008
6

0.842
0.035

0.882
0.020

0.886
0.019

0.910
0.012
6

Annexes

TQ4AZIZ

0.388
0.447
6

0.420
0.408
6

0.378
0.459
6

0.352
0.494
6

0.305
0.557
6

0.362
0.480
6

0.401
0.431
6

0.262
0.616
6

0.439
0.383

0.400
0.433

0.288
0.579

0.293
0.574
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polyphénols
Corrélation de Pearson 0.999
Organe Sig 0.000
N 6
Activité Activité Activité Activité Activité Activité
antioxydante antioxydante = antioxydante antioxydante antioxydante antioxydante
temps 30 temps 30 temps 30 temps 30 temps 30 temps 30
min min min min min min
C=01ml CcC=02ml C=03ml C=04ml C=05ml C=0.6ml
TQ pour goge'?t'%” -0.194 -0.145 -0.119 -0.147 -0.123 0.52
concentration Sieg earson 713 0.784 0.823 0.781 0.816 0.921
100% N 6 6 6 6 6 6
TQ pour gg;';ﬂi‘;%” 0.311 0.249 0.127 0.264 0.249 0.037
concentration Sig 0.548 0.634 0.810 0.613 0.634 0.944
75% N 6 6 6 6 6 6
TQ pour gg;';ﬂ?:;” 0.875 0.846 0.793 0.857 0.861 0.720
concentration Sig 0.022 0.034 0.060 0.029 0.08 0.107
50% N 6 6 6 6 6 6
TQ pour gg;';ﬂi‘:g‘ 0.388 0.420 0.378 0.352 0.305 0.362
concentration Sig 0.447 0.408 0.459 0.494 0.557 0.480
25% N 6 6 6 6 6 6
Activité Activité Activité Activité Activite rﬁfgf{"iézn
antioxydante = antioxydante = antioxydante @ antioxydante = antioxydante te temys 30
temps 30 min | temps 30 min | temps 30 min | temps 30 min | temps 30 min miEl
C=0.1ml C=02ml Cc=03ml C=04ml C=05ml _
C=0.6ml
Activité Corrélation de
. 1 0.995 0.976 0.995 0.989 0.916
P
f”t'oxéga”Fe Sfarson 0.000 0.001 0.000 0.000 0.010
Cootm N ° ° ° ° ° °
Activite Corrclation de 0.995 1 0.988 0.994 0.989 0.948
f”t'oxégam Zfarson 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004
Activité Corrélation de
. 0.976 0.988 1 0.988 0.988 0.974
P
f”t'oxégam Sfarson 0.001 0.000 0.000 0.000 0.001
Coosm N ° ° ° ° ° °
Activité Corrélation de
. 0.995 0.994 0.988 1 0.998 0.941
P
f”t'oxégam Siearson 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005
ecr:n ESo 4 rr:lm Ng ° ° ° ° ° °
Activité Corrélation de
antioxydante ~ Pearson 0.989 0.989 0.988 0.998 1 0.948
; 30 min | Sig 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004
egwpso el | N 6 6 6 6 6 6
=lom
Activité Corrélation
- 0.916 0.948 0.974 0.941 0.948 1
a”t'oxgga”?* de Pearson ;o4 0.004 0.001 0.005 0.004
temps 30 min | Sig 6 6 6 6 6 6

C=06ml

N
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Activité
antioxydante
temps 45 min

C=01ml

Activité
antioxydante
temps 45 min

c=02ml

Activité
antioxydante
temps 45 min

C=03ml

Activité
antioxydante
temps 45 min

C=04mi

Activité
antioxydante
temps 45 min

C=05ml

Activité
antioxydante
temps 45 min

C=06ml

TQ pour
concentration
100%

TQ pour
concentration
75 %

TQ pour
concentration
50%

TQ pour
concentration
25%

Activité Activité Activité Activité Activite rﬁfg)i("iéin
antioxydante = antioxydante = antioxydante antioxydante = antioxydante te t mys 30
temps 30 min ~ temps 30 min ~ temps 30 min | temps 30 min  temps 30 min € emiE]
C=0.1ml C=0.2ml C=0.3ml C=0.4ml C=05ml C=06ml
Corrélationde  (0.989 0.998 0.995 0.993 0.990 0.962
gf;rs‘)“ 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002
N 6 6 6 6 6 6
Corrélationde  (0.978 0.977 0.958 0.974 0.975 0.915
giegarson 0.001 0.001 0.003 0.001 0.001 0.010
N 6 6 6 6 6 6
Correlationde  (0.998 0.996 0.981 0.994 0.986 0.925
gfg‘rson 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.008
N 6 6 6 6 6 6
Correlationde  (0.996 0.992 0.967 0.991 0.985 0.914
gf;rson 0.000 0.000 0.002 0.000 0.000 0.011
N 6 6 6 6 6 6
Corrélationde  (0.983 0.975 0.962 0.989 0.991 0.915
gfga“"“ 0.000 0.001 0.002 0.000 0.000 0.010
N 6 6 6 6 6 6
Correlationde  (0.985 0.987 0.971 0.984 0.985 0.933
gf;rson 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.007
N 6 6 6 6 6 6
Activité Activité Activité Activité Activité Activité
antioxydante = antioxydante @ antioxydante antioxydante @ antioxydante @ antioxydante
temps 45 min | temps 45 min = temps 45 min | temps 45 min | temps 45 min | temps 45 min
C=01ml c=02ml C=03ml C=04ml C=05ml C=0.6ml
Correlation ' o.139 -0.214 -0.168 0.127 -0.074 0.176
Sig 0.793 0.684 0.750 0.811 0.889 0.739
6 6 6 6 6 6
N
gg’;gﬂ?;;on” 0.196 0.279 0.289 0.368 0.371 0.271
Sig 0.709 0.593 0.579 0.472 0.469 0.604
6 6 6 6 6 6
N
dcé’geﬂf:g’n“ 0.831 0.927 0.842 0.882 0.886 0.910
Sig 0.041 0.008 0.035 0.020 0.019 0.012
6 6 6 6 6 6
N
dcé’geﬂ?gon” 0.401 0.262 0.439 0.400 0.021 0.121
Sig 0.431 0.616 0.383 0.433 0.969 0.819
N 6 6 6 6 6 6
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Activité
antioxydante
temps 30 min

C=01ml

Activité
antioxydante
temps 30 min

C=02ml

Activité
antioxydante
temps 30 min

C=03ml

Activité
antioxydante
temps 30 min

C=04ml

Activité
antioxydante
temps 30 min

C=05ml

Activité
antioxydante
temps 30 min

Cc=06ml

Activité
antioxydante
temps 45 min

Cc=01ml

Activité
antioxydante
temps 45 min

C=02ml

Activité
antioxydante
temps 45 min

C=03ml

Activité
antioxydante
temps 45 min

C=04ml

Activité
antioxydante
temps 45 min

C=05ml

Activité
antioxydante
temps 45 min

C=0.6ml

Corrélation
de Pearson
Sig

N

Corrélation
de Pearson
Sig

N

Corrélation
de Pearson
Sig

N

Corrélation
de Pearson
Sig

N

Corrélation
de Pearson
Sig

N

Corrélation
de Pearson
Sig

N

Corrélation
de Pearson
Sig

N

Corrélation
de Pearson
Sig

N

Corrélation
de Pearson
Sig

N

Corrélation
de Pearson
Sig

N

Corrélation
de Pearson
Sig

N

Corrélation
de Pearson
Sig

N

Activité
antioxydante
temps 45 min

C=01ml

0.989
0.000
6

0.998
0.000

0.995
0.000

0.993
0.000

0.990
0.000

0.962
0.002

0.975
0.001

0.992
0.000

0.984
0.000

0.970
0.001

0.985
0.000

Activité
antioxydante
temps 45 min

c=02ml

0.978
0.001
6

0.977
0.001

0.958
0.003

0.974
0.001

0.975
0.001

0.915
0.010

0.975
0.001

0.966
0.002

0.975
0.001

0.964
0.002

0.998
0.000

Activité
antioxydante
temps 45 min

C=03ml

0.998
0.000
6

0.996
0.000

0.981
0.001

0.994
0.000

0.986
0.000

0.925
0.008

0.992
0.000

0.966
0.002

0.994
0.000

0.977
0.001

0.977
0.001

Activité
antioxydante
temps 45 min

C=04ml

0.996
0.000
6

0.992
0.000

0.967
0.002

0.991
0.000

0.985
0.000

0.914
0.011

0.984
0.000

0.975
0.001

0.994
0.000

0.988
0.000

0.983
0.000

Activité
antioxydante
temps 45 min

C=05ml

0.983
0.000
6

0.975
0.001

0.962
0.002

0.989
0.000

0.991
0.000

0.915
0.010

0.970
0.001

0.964
0.002

0.911
0.001

0.988
0.000

0.974
0.001

Activité
antioxydante
temps 45 min

c=06ml

0.985
0.000
6

0.987
0.000

0.971
0.001

0.984
0.000

0.985
0.000

0.933
0.007

0.985
0.000

0.998
0.000

0.977
0.001

0.983
0.000

0.974
0.001
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Activité Activité Activité Activité Activité
antioxydante = antioxydante = antioxydante = antioxydante @ antioxydante
temps 30min = temps 30 min | temps 30 min | temps 30 min | temps 30 min

C=01ml cC=02ml C=0.3ml C=04ml C=05ml

Correlationde o389 10,995 0.994 0,976 0,988

POLY si 0.446 0.00 0.000 0.001 0.000
g 6 6 6 6 6
N
Activité Activité Activité Activité Activité
antioxydante = antioxydante = antioxydante @ antioxydante @ antioxydante
temps 45 min | temps 45 min | temps 45 min | temps 45 min | temps 45 min
C=01ml c=02ml C=03ml C=04ml C=05ml
dcé’;,gf:&“ -0.991 -0.987 -0.992 -0.987 -0.965
POLY Si 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002
g 6 6 6 6 6
N
TQ pour TQ pour TQ pour
Concentration =~ Concentration = Concentration
100% 75% 50%
Corrélation  (0.999 0.238 -0.257
; de Pearson  0.000 0.650 0.623
Polyphénols . ' ' '
yp sig 6 6 6

N

Activité
antioxydante
temps 30 min

C=0.6ml

0.022
0.967
6

Activité
antioxydante
temps 45 min

C=0.6ml

-0.990
0.000
6

TQ pour
Concentration
25%

-0.877
0.022
6



Résumé

L’objectif de notre travail est voir différents familles bioactives existants dans la plante
Centaurea macrocephala puis I’évaluation de pouvoir antioxydant et anticoagulant d’extraits obtenus

des graines et feuilles prélevées de la région Mechtat Seraghna wilaya Mila (Algérie).

L extrait éthanoliques brut a été obtenu par une macération avec un rendement de 49.4 % dans
les graines et 38.2 % dans les feuilles.

L’étude de la teneur en polyphénols totaux est effectuee par le test de Folin-Ciocalteu.

Les differents tests de screening phytochimique utilisées dans notre expérimentation ont
permis la détection de plusieurs molécules bioactives : flavonoides ; tanins ; quinones libres ;

glucosides ; coumarines ; anthraquinones ; triterpénes et stéroides.

Le pouvoir antioxydant des extraits éthanoliques a été évalué in vitro par le test du DPPH, les
résultats obtenus, il ressort que les deux extraits (graines et feuilles) ont une capacité importante de
piéger le radical DPPH avec EC 50 égale 0.336 mg/ml dans les graines et 0.316 mg/ml dans les

feuilles.

L activité anticoagulante des extraits de Centaurea macrocephala a été également évaluée in
vitro en utilisant le test, taux de prothrombine (TQ), les résultats obtenus sur un plasma chez normal
en présence de 1’'un des deux extraits indiquent qu’elles exercent une activité anticoagulante trés
importante sur la voie exogene de la coagulation.

Mots clés : antioxydant, anticoagulant, Centaurea macrocephala, extrait éthanolique, métabolites

secondaires



Abstract :

The objective of our work is to see different bioactive families existing in the plant
Centaurea macrocephala then the evaluation of antioxidant and anticoagulant capacity of the
extract obtained from seeds and leaves of Centaurea macrocephala taken from Mechtat
Seraghna, State of Mila (Algeria).

The crude ethanol extract was obtained by maceration with a yield of 49.4% in the seeds
and 38.2% in the leaves.

Study of the total polyphenol content is carried out by the Folin-Ciocalteu test.

The different phytochemical screening tests used in our experiment allowed the detection
of several bioactive molecules: flavonoids; tannins; free quinones; glucosides; coumarins;
anthraquinones; triterpenes and steroids.

The antioxidant power of ethanolic extracts was evaluated in vitro by the DPPH test, the
results obtained, it appears that the two extracts (seeds and leaves) have a significant capacity to
trap the radical DPPH with EC 50 equal 0.336 mg / ml in seeds and 0.316 mg / ml in the leaves.

The anticoagulant activity of extracts of Centaurea macrocephala was also evaluated in
vitro using prothrombin test (TQ), the results obtained on a normal plasma in presence of the
extract indicate that they exert a very important anticoagulant activity on the exogenous pathway
of coagulation.

Key words: antioxidant, anticoagulant, Centaurea macrocephala, ethanolic extract, secondary

metabolites.
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