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Résumé

Résumé

Notre étude est basée sur I'évaluation des activités biologiques de la plante
Centaurea macrocephala L. prélevée de la région de Mechtat Seraghna Wilaya de
Mila (Algerie). Ce travail consiste a étudier I'activité antibactérienne,
anticoagulante et antioxydante des extraits des graines et feuilles de Centaurea
macrocephala L. obtenus par une macération dans I'éthanol/eau. Le rendement de
I'extraction a montré les valeurs de 31% et 25% respectivement pour les feuilles et

les graines.

L’étude des dosages des composés phénoliques (phénols, flavonoides
totaux et tanins condensés) a montré une richesse en phénols totaux des graines
et feuilles respectivement avec les valeurs de 316,25 ug/mg et 786,6 ug/mg par
rapport au flavonoides et tanins.

L'étude réalisée par un screening phytochimique a montré la présence de
toutes les familles de métabolites secondaires testé sauf les alcaloides, saponines,

anthraquinones et les composés réducteurs.

Le pouvoir antibactérien des extraits testé sur les  trois souches
bactériennes (B.cereus, S.gallinarum et M.luteus), a montré une forte activité
contre B.cereus, la zone la plus important (8.28mm dans les feuilles et 6.5 pour les
graines) et une activité antibactérienne moins importante contre S.gallinarum et

M.luteus.

Les résultats obtenus pour l'activité anticoagulante indiquent une activité
trées importante des deux extraits sur la voie exogene de la coagulation (TQ de
47,26s chez les feuilles et 29,23s pour les graines). Le pouvoir antioxydant des
extraits éthanoliques qui a éte calculé par la moyenne concentration inhibitrice a
montré un pouvoir important EC5,=0,08 g/ml pour les feuilles et 0,57 g/ml pour

les graines par rapport au BHA.

Mots clés: Centaurea macrocephala L., Composés phenoliques, Métabolites
secondaires, Antibactérienne, Anticoagulante, Antioxydante.



Abstract

Abstract

Our study is based on the biological activities of the plant Centaurea
macrocephala L., from the Mechtat Seraghna in the wilaya of Mila (Algeria).
This work consists to studys the antibacterial activity, the anticoagulant and
antioxidant activity of the extracts of the seeds and leaves of Centaurea
macrocephala L., obtained by maceration in the solvent of ethanol. The extraction

yield showed values betwine 31% for the leaves and 25% for the seeds.

The study of the quantitative analysis of phenolic compounds (phenols,
flavonoids total and condensed tannins) increased a total phenols have imprtant a
value of 316.25 pg/mg in the seeds and 786.6 pg/mg for the leaves. compared to

flvonoides and tannins.

The study conducted by phytochemical screening showed the presence of
some families of secondary metabolites except alkaloids, saponins,

anthraquinones and reducing compounds.

The antibacterial potency of the extracts was evaluated withe the diffusion
method of the disks on three bacterial strains (B.cereus, S.gallinarum and
M.luteus) withe value of inhibition zone (8.26mm in the leaves and 6.5mm for the
seeds). Both extracts had a strong activity against B.cereus and a lower
antibacterial activity against S.gallinarum and M.luteus.

The anticoagulant activity was evaluated by the test of prothrombin levels
(TP) and the blood of a normal man, the results obtained indicate a very important
anticoagulant activity of the two extracts on the exogenous pathway of
coagulation (TQ of 47,26s in the leaves and 29,23s for the seeds).
The antioxidant power of the ethanolic extracts which was calculated by the
average inhibitory concentration showed an important power EC50=0.08 g/ml for

the leaves and 0.57 g/ml for the seeds compared to BHA.

Key words: Centaurea macrocephala L., Phenolic compounds, Secondary

metaholites. Antibacterial. Anticoaaulant. Antioxidant.
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Liste des Abréviations

% : Pourcentage.
°C : Celsius.
pl = Microlitre.

Y : Dilution 25%.

% : Dilution 50%.

% : Dilution 12.5%.

A.A.oxy : Activité antioxydante.

A.Acoag : Activité anticoagulante.

A.Antibac : Activité antibacterienne.

Abs : Absorbance.

ATCC : American Type Culture Collection.
AVI: Analyse de variance.

B.cereus : Bacillus cereus.

BHA : Butylhydroxyanisol.

BN : Bouillon Nutritif.

C : Carbone.

C.macrocephala : Centaurea macrocephala L.
cm : Centimeétre,

Cm: Centaurea macrocephala L.

DO : Densité optique.

DPPH : 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl.
EC50 : Concentration équivalente a 50% de DPPH perdu.

Fl : Feuille.



g : Gramme.

Gn : Gentamicine.

Gr : Graines.

h : Heure.

H,SO, : Acide sulfurique.

HCI : Acide chlorhydrique.

Kg : Kilo gramme.

| : Litre.

m : Métre.

M.luteus : Micrococcus luteus.

mg : Milli gramme.

MH : Mueller Hinton.

min : Minute.

ml : Millilitre.

mm : Millimétre.

Na2CO3 : Carbonate de sodium.
NaOH : Hydroxyde de sodium.
NH;OH : Hydroxyde d’ammonium.
rpm : Rotation par minute.
S.gallinarum : Salmonella gallinarum.
SM : Solution mére.

T.Flav : Teneur en flavonoides.
T.phén : Teneur en phénols totaux.
T.polyphén : Teneur en polyphénols.

T° : Température.



TQ : Temps de Quick.
UV : Ultra-Violet.

V : Volume.
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Introduction

Centaurea macrocephala L. originaire du Caucase, est une plante vivace, a des tiges
robustes, feuillées, qui atteint une hauteur de 1 m et porte des fleurs jaunes, de genre
Centaurea, la famille des Asteraceae, regroupe environ 700 espéces dans le monde. En
Algérie, ce genre est représenté par 45 especes (Quezel et Santa, 1963 ; Mabberley, 1987).

Le genre Centaurea a fait I'objet de nombreuses études phytochimiques, ces travaux
ont permis lisolement de divers métabolites secondaires, en citant; les composés
phénoliques, flavonoides, lignanes, tanins ,saponines, alcaloides , terpénes et les lactones
sesquiterpéniques (Sarker et al., 1997), ces derniers considérés en général comme
constituants du genre Centaurea et en particulier agissent comme antioxydants primaires et

stabilisent les radicaux (Formisano et al., 2012).

Nombreuses espéces du genre Centaurea ont été utilisées en médecine traditionnelle
pour leurs activités antimicrobienne, antivirale, antifongique et antioxydant afin de soigner
divers maladies , par exemple le diabéte, la diarrhée, les rhumatismes, le paludisme,

I'nypertension.

Ce travail avait pour objectif I'evaluation de 1’étude phytochimique et biologique
de I’espéce Centaurea macrocephala L. endémique dans notre région. L'investigation
phytochimique des plantes passe tout d'abord par la récolte et I'identification des espéces
végétales présentant un intérét en medecine traditionnelle en particulier, aprés I'extraction de
métabolites secondaires, pour le criblage biologique des extraits obtenus, afin de tester leur

pouvoir guérison.

Notre travail sera divisé en deux parties :

v’ La premiére partie concerne tout d'abord au rappel bibliographique de la

plante, elle contient trois chapitres :

- Généralités sur Centaurea macrocephala L.
- Présentation des métabolites secondaires.

- Activités biologiques.
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v'La deuxiéme partie concerne 1’étude expérimentale, est divisé en deux
chapitres :
- Matériel et méthodes
- Résultats et discussion.

et finalement conclusion et perspectives.
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Partie | Rappel bibliographique Chapitre I: Centaurea

. Centaurea

1.1 Position systématique de la famille Asteraceae

Les Asteraceaes sont des plantes herbacées, rarement arbustives, arborées ou
rampantes. Selon les estimations, distribuées principalement dans les zones tempérées du
globe, la famille Asteraceae contient environ 900 genres et entre 15 000 et 20 000 espéces,
c'est pour cela qu'on dit que cette famille est la plus étendu de la classe des dicotylédones
(Bayer et Starr, 1998). En Algérie, il existe 109 genres et 408 espéces (Quezel et Santa,
1963).

Le mot « Aster » du grec indique étoile, en relation avec la forme de la fleur de ces
plantes. Son nom scientifique : Asteraceae a été introduit par Martynov en 1820. Le nom
Compositae revient a Giseke dés 1792. Les Asteraceae sont fréquemment utilisées en
médecine populaire pour guérir un bon nombre de maladies (Bellakhdar, 1997).

1.2 Historique de genre Centaurea

Selon la mythologie, en XIVeme siecle Centoire encore au XVIléme siecle. Emprunté
du latin Centaurea « plante du centaure », est nommée ainsi car 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 été attribué a cause de son amertume (Berendes , 1970).
1.2.1 Présentation du genre Centaurea

1.2.1.1 Généralités

Le genre Centaurea, qui fait partit de la famille des Astéracées, compte environ 700
especes et 600 sous-especes (Trease et Evans, 1983). Il est répandu aussi bien sur le territoire
Algérien qu’en Europe méridionale, dans le bassin méditerranéen, a 1’ouest de 1’Asie et sur le

continent américain (Quezel et Santa, 1963 ; Mabberley, 1987).
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En Algérie, on trouve 45 espéces du genre Centaurea, qui sont décrites a travers le
territoire (Quezel et Santa, 1963).

1.2.1.2 Description botanique de Centaurea

Selon Quezel et Santa (1963) les centaurées sont des plantes herbacées annuelles,
bisannuelles ou vivaces, a feuilles alternes. Comme pour toutes les composées, les fleurs, ou
fleurons, sont disposées en capitule multiflores homomorphes ou dimorphes, celles de la
périphérie (souvent stériles) s'ouvrant largement en cing lobes. Leur couleur varie le plus
souvent entre le rose, le pourpre et le violet, mais il existe aussi quelques espéces a fleurs
jaunes. Ces fleurs entourées d'un involucre ovoide ou globuleux a bractées imbriquées et
inégales sur plusieurs rangs, a la maniere des artichauts. Ces bractées peuvent étre ciliées (Cas

le plus fréquent) ou épineuses.

Leur observation est essentielle pour déterminer les espéeces. Le réceptacle plan ou sub
plan est garni de soies abondantes. Les fruits sont des akenes longues ou ovoides, lisses, a hile
latéral, profond, barbu ou non, portant une aigrette assez courte, simple ou double, persistante

ou caduque.

1.2.1.3 Utilisation du genre Centaurea

Le genre Centaurea est riche en substances naturelles, utilisées contre plusieurs
maladies comme le diabete, la malaria ainsi que les maladies de la peau et du foie, il était

utilisé dans la médecine populaire depuis longtemps.

Plusieurs especes du genre Centaurea font 1’objet d'une large investigation
phytochimique, en raison de leur richesse en métabolites secondaires connus pour leurs
diverses activités biologiques : anti-tumeur, cytotoxique, antimicrobienne, hypothermique
(Leeetal., 1977; Giordano et al., 1992 ; Akbar et al., 1995).

Parmi les espéces les plus connues par leurs richesse en métabolites secondaires et

leurs usages médicinaux on cite :

e Centaurea macrocephala : une espece endémique en Arménie, en Iran et en Turquie
et egalement naturalisées dans de nombreux autres pays. du monde (Shoeb et al.,
2004). De nombreuses espéces du genre Centaurea ont été utilisées en médecine

traditionnelle pour soigner divers maux, par exemple. le diabete, la diarrhée, les
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rhumatismes, le paludisme, [I'hypertension, etc., ainsi que divers métabolites
secondaires ont été rapportés chez différentes espéces de ce genre (Sarker et al.,
1997).

e Centaurea helenioides Boiss : une espéce endémique de la Turquie, ayant des
principes actifs connus par leurs activités anti-inflammatoire, cardiotonique,
neurocytotoxique (Yayli et al ., 2004).

e Centaurea solstitialis : une espéce tres connue en raison de sa trés grande distribution
géographique dans les pays du monde et ses propriétés médicinales contre les troubles
digestifs, les malarias, les ulceres (Fujita et al., 1995 ; Honda et al., 1996 ; Yesilada
et al., 2004).

e Centauera cyanus : une espece endémique de I'lran, Irag, Pakistan, Italie et de la
Turquie. Elle présente des propriétés anti-diarrhéiques, antipyrétiques et
cardiotoniques (Asadipour et al., 2005).

1.3 Présentation de I'espéce Centaurea macrocephala L.
1.3.1 Description de I'espece

Centaurea est un mot Grecque qui signifie demi homme et demi cheval, d'ou son nom
générique (Armitage, 2001), "macro" signifiant grand et "céphalus™ signifiant des tétes de
palier (Hellwig, 2004).

Centaurea macrocephala L. originaire du Caucase, est une plante vivace, a des tiges
robustes, feuillées, qui atteint une hauteur de 1 m et porte des fleurs jaunes, d’environ 5 cm
de diameétre sur une base de bractées brillantes brunes, en forme de massue (Yoshimura et
Tsukamoto, 1968; Hellwig, 2004). Cette plante ornementale est populaire pour ses fleurs
coupées et comme plante ornementale de jardin (Figure 01) (Yoshimura et Tsukamoto,
1968).

Figure 01 : Centaurea macrocephala L. (Anonyme 1, 2018).
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1.3.2 Place dans la systématique

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

la suivante :

Régne Plantae
Embranchement Angiospermeae
Classe Dicotylédoneae
Sous-classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Astéracea
Sous-famille Carduoidae
Tribu Cardueae
Sous-tribu Centaureinae
Genre Centaurea
Espéce macrocephala L.

1.3.3 Habitat de Centaurea macrocephala L.

Centaurea macrocephala L. se serait développé dans les prés subalpins entre 2000 et
2300 m (Wagenitz, 1975) ou dans des endroits dégagés en forét de haute montagne, dans de
hautes communautés herbacées (Klokov et al., 1963). Dans son aire de répartition naturalisée,
il pousse dans des conditions de climat tempéré humide supportant principalement la
végétation forestiere comme couverture indigene ou, dans quelques cas, la prairie indigéne.
En Amérique du Nord, I'habitat se présente sous forme de prairies et de clairiéres herbeuses,
entre 400 et 2000 m (Keil et Ochsmann, 2006).

Certaines espéces sont populaires en Asie de I’Est, en Europe (Turquie et Espagne) et

en Afrique (Niger) (Murray, 1999).
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C. macrocephala L. a principalement envahi des communautés déja dominées par des
plantes pérennes: les prés; les paturages; bluegrass gazon; et des ouvertures de graminéees

vivaces dans les zones boisées (Roche, 1991).

1.3.4 Biologie de la reproduction

Centaurea macrocephala L. est une plante vivace qui se reproduit par graines. Les
jardiniers et les ouvriers des pépiniéres peuvent le propager en divisant la couronne. Dans les
populations naturalisées, les rosettes ne fleurissent généralement pas la premiere année. Le pic

de floraison se situe entre le milieu et la fin de I'été (Keil et Ochsmann, 2006).

1.3.5 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).

1.3.6 Utilisation traditionnelle de Centaurea

Centaurea avait éteé utilisee en médecine traditionnelle comme diurétique et pour
traiter la fievre et le diabete (Font Quer, 1995).

De nombreux Centaurea ont été ajoutés aux toniques dans 1’idée qu’ils stimulaient le
flux de la salive et des acides gastriques, redonnant ainsi de I’appétit aux invalides
(Bernhardt, 2008).

Selon Farrag et al. (1993); Barrero et al. (1997); Orallo et al. (1998); Baba aissa
(1999); Skaltsa et al. (2000); Kose et al. (2007) les espéces de genre Centaurea sont
réputées en medecine traditionnelle seuls ou en mélangeant avec d’autres plantes, pour leurs

propriétés :

e Anti-diarrhéiques, anti-pelliculaires.

e Anti-rhumatismales, anti-inflammatoires, cholagogue, cholérétiques, digestives,
stéroidiennes, astringentes et hypotensives.

e Anti-pyretiques, cytotoxiques et anti-bactériennes et antifongique.

Sont utilisés

C. pullata est utilisé en Algérie dans la préparation avec d'autres plantes d'un plat

traditionnel local appelé "EI Hammama" (Djeddi et al., 2007).
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I1. Métabolites secondaires
I1.1 Généralités

La famille des Asteraceae est riche en divers composés naturels. On y trouve des
terpenoides, flavonoides et alcaloides, c’est une famille trés riche en lactones
sesquiterpéniques qui représentent une des principes amers typiques de cette famille
(Harborne et Swain, 1969).

11.2 Définition des métabolites secondaires

Une des particularités des végétaux est de former de nombreux composés dont le réle
au niveau de la plante n’est pas encore parfaitement ¢lucide. Le fait que beaucoup de ces
composés ne se rencontrent pas chez toutes les espeéces montre qu’ils n’entrent pas dans le
métabolisme général (métabolisme primaire) : ce sont des métabolites secondaires qui
n’exercent aucune fonction directe aux niveaux des activités fondamentales de 1’organisme
végétal (croissance, développement, reproduction...) mais peuvent jouer différents rdles pour

la survie du végétal lui méme (role de résistance) (Guerrah et Seguni, 2015).
1.3 Relation entre les métabolismes primaires et secondaires

Le métabolisme primaire représente tous les processus de bases, comme la croissance
ou la respiration, qui sont vitaux pour la plante. Les métabolites primaires proviennent de ces
réactions et sont les composés essentiels de la machinerie moléculaire de la cellule. Le
métabolisme secondaire a été défini par rapport a cette définition, et constitue donc tous les
autres processus. Initialement la notion de métabolites secondaires résidait dans trois
principales observations : une difficulté a attribuer une fonction précise a ces composés dans
la physiologie de la plante, leur répartition tres inégale selon les végétaux et au sein méme des

plantes, et enfin leur inertie biochimique (Macheixj et al., 2005).

1.4 Utilisation

» En médecine : Les métabolites secondaires qui font la base des remeédes pour

[’homme sont utilisés en :

-Urologie, dermatologie, gastrites aigues, toux, ulceres d’estomac, laxatifs, sommeil.
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-Systémes  cardiovasculaires, par exemple : Flavoce est un médicament
constitué par la flavone non substitué en combinaison avec la rutine

et isoquercetine est utile dans le traitement de 1’athérosclérose.

» En alimentation : Les épices et les herbes aromatiques contenants des diverses

métabolites sont considérées comme condiments et aromates.

» En cosmeétique : Des produits de beauté, parfums et articles de toilette, produits
d’hygiéne (Mohammedi, 2006).

1.5 Principaux métabolites secondaires du genre Centaurea

De nombreuses études phytochimiques sur des espéces du genre Centaurea ont révélé
la richesse de ces derniéres en métabolites secondaires tels que les stéroides (stérols) (Flamini
et al., 2002; Picher, 1984), les composés phénoliques, quelques alcaloides (Shoeb et al.,
2006; Seghiri et al., 2006) et les lactones sesquiterpeniques ainsi que les flavonoides qui sont
les principaux métabolites secondaires de ces especes (Seghiri et al., 2006).

11.6 Classification des métabolites secondaires

On peut classer les métabolites secondaires en quatre grands groupes selon leur

structure chimique :

- Les composés phénoliques.
- Les terpenes.
- Les alcaloides.

- Les hétérosides.
11.6.1 Composés phénoliques

Les composés polyphénoliques sont abondants dans les plantes et les fruits et Iégumes.
Dans en autre, ils sont des composantes importantes des sont susceptibles de devenir des

ingrédients dans des matieres medicinales (Figure 02) (Goszcz et al., 2015).
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OH

Figure 02: Structure du noyau phénol (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
11.6.1.1 Acides phénoliques

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés
phénoliques et se séparent en deux grands groupes distincts que sont les acides
hydroxycinnamiques (C6-C3) et les acides hydroxy benzoiques (C6-C1) (Figure 03-A et B).
(Arimboor ; Kumar et al., 2008).

o R2  RI

R N 0
R3

: OH

5 & o R4

Figure 03 : Acides hydroxycinnamiques (C6-C3) (A) (Han et al., 2007; Chira et al., 2008)
et I'acides hydroxy benzoiques (C6-C1) (B) (Bruneton, 2008).

10
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11.6.1.2 Flavonoides

Certain nombre de flavonoides, de la 6-C-glucosyl-lutéoline, de 1’isoquercitrine, de la
3-O-glucosyl-isorhamnetine, de la trifoline, de la rutine, de I’isoscoparine et de I’isovitexine

ont déja été isolés des parties aériennes de C. macrocephala L. (Reynaud et al., 1992).

D’aprés Bouakaz (2006), le mot flavonoide désigne une trés large gamme de
composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. lls sont responsables de la
coloration des différents organes végétaux (Havasteen, 2002).

Ils peuvent étre subdivisés en plusieurs classes tels que : flavones, isoflavandiols,
flavanols, flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanins (Tableau I) (Leonard et al., 2006)
(Tableau ).

Figure 04 : Structure chimique de base des flavonoides (Krishna et al., 2001).

Les structures de quelques classes des flavonoides sont regroupées dans le tableau suivant :

11
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Flavonoides

Tableau I : Structures de quelques classes des flavonoides (Gamet-Payrastre et al., 1999).

Structure chimique

- Flavonol

- Flavanonol

- Flavanone

- Flavone

- Isoflavone

- Flavan-3-ol

12
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11.6.1.3 Coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le
benzo-2-pyrone, dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la chaine
latérale. lls ont été isolés pour la premiere fois par Vogel en 1820 dans le
Coumarounaodorata . Du point de vue structural, ils sont classés en coumarines simples avec
des substituants sur le cycle du benzene, les furanocoumarines, les pyranocoumarines, les
coumarines substitués en position 3 et/ou 4. Le dernier groupe serait celui des dimeres
(Figure 05) (Sakagami et al., 2005).

Ré6 R7 RS Acides phénoliques

R6 H OH H Umbelliférol
OH OH H Aescultol
C=O ocu3 oH H Scopolétol
R7 OCH3 OH OH Fraxstol
R8 H OH OH Daphnétol

Figure 05: Principaux types de coumarines (Macheix et al., 2005).
11.6.1.4 Tanins

v Généralité sur les tanins :

Le terme " tanin " (ou tannin) vient du mot tannage, un procédé datant du moyen age
et permettant la formation de cuir imputrescible par la création de liaisons entre les fibres de
collagene de la peau fraiche (Bruneton., 2009). Les tanins sont des composés phénoliques
solubles dans I’eau, de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton, et ayant outre les
propriétés habituelles des phénols la capacité de précipiter les alcaloides, la gélatine et autres
protéines (Aganga et Mosase, 2001 ; Peronny, 2005).

Le réle biologique des tanins dans la plante est lié a sa propre protection contre les
infections, les insectes et les animaux herbivores (Khanbabaee et Ree, 2001), en plus de la

protection contre les attaques fongiques et bactériennes (Peronny, 2005).

13
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v’ Structure chimique et classification :

On distingue habituellement deux groupes différents qui sont :

» Tanins hydrolysable

Ce sont des polyesters de glucose (ou de molécules apparentées) et d’un nombre variable

d’acide phénolique qui est : soit 1’acide gallique dans le cas des tanins galliques, Soit

I’acide hexahydroxydiphenique (HHDP) et ses dérives d’oxydation dans le cas des tanins
éllagiques (Figure 06) (Bruneton, 1999 ; Ghestem et al., 2001).

Acide Gallique

Acide Tannique (gallotannin)

/ﬂ%\, Hé}_

Acide hexahydroxydiphénique

HO,

y
HO \>: Ag_ OH
/_ _\\_ ¢ o>_/%:

Acide Ellagiques

EQ

Acide Tannique (ellagitannin)

Figure 06: Structure des tanins hydrolysables et leur monomeére (Bruneton, 1999).

» Tanins condensés (proanthocyanidines) :

Ce sont des dérives non hétérosidique, n’ayant pas tous des propriétés tannantes, resultant

de la polymérisation d’un nombre variable d’unités flavane (flavan-3-ols), le plus souvent

épicatéchine et catéchine, avec un degré de polymérisation entre deux et plus de cinquante

unités (Ghestem et al., 2001 ; Khanbabaee et Ree, 2001). Ces unités liées entre elles par

une seule liaison carbone-carbone 4—8 ou 4—6 dans les proanthocyanidines de type B, ou

14
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par une liaison inter flavanique double (C-4—C-8 ou C-4—C-6) et (C-2—0—C-7) dans
les proanthocyanidines de type A (Figure 07) (Bruneton, 1999 ; Vivas et al., 2006).

Procianidinol A-1 Procianidinol B-2

Figure 07: Structure des tanins condenseés et leur monomere (Bruneton, 1999).

11.6.1.5 Anthocyanes
Ce sont des pigments rouges en milieu acide, virant au bleu en milieu alcalin ; ils sont

tres répandus dans les fleurs et les fruits.

Les anthocyanes sont des dérivés du cation 2-phényl-1-benzopyrylium (flavylium)
porteur de 3 cycles aromatiques conjugués d’ou I’absorption de lumiére visible. Dans la

nature, ces pigments n’existent pas sous forme aglycone, mais sous forme d’hétérosides.

Les sucres sont liés au chromophore en position 3, mais aussi

en position 5 et plus rarement en position 7  (Brouillard, 1986) (Figure08).

15
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R oy R=R=H:Pelargonidine
R=0H.R'=H: Cyandne
HO 8 r R=0CH; R =H: Péonidine
A R =R’=0H : Délphimdine
7N R =R’ =0CH; : Malvidine
OH R=0H.R'=0CH; : Pétumdine

Figure 08: Différentes classes de I’anthocyane (Brouillard, 1986).

11.6.1.6 Lignanes

Les lignanes désignent des molécules qui résultent, le plus souvent, de 1‘établissement
d’une liaison entre deux carbones de la chaine latérale de deux acides hydroxycinnamiques.

IIs interviennent dans les mécanismes de défense de la plante (Yang ; Linko et al., 2006).

Matairesinoside est un lignane, a été déja  isolés des parties aériennes
de C. macrocephala L. (Ribeiro et al., 2002 ; Shoeb et al., 2007).

11.6.2 Terpenes

les terpénes sont des hydrocarbures naturels, de structures soit cyclique soit chaine
ouverte : leurs formule brute est (C5Hx)n dont x : est variable en fonction de degré
d’instauration de la molécule et n peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les poly terpénes
qui peut atteindre plus de 100 ( le caoutchouc), la molécule de base est I’isoprene de formule

C5H8 (Figure 09) (Bezzaz, 2014).

16
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H,C

CH.
LH;

Figure 09: Structure de I’isopréne (Hininger, 2011).

11.6.3 Alcaloides

Les alcaloides sont des composés azotés complexes généralement de puissants effets

physiologiques. Ce sont pour la plupart des poisons végétaux trés actifs, dotés d’une action

specifique (Volack et Stodola, 1983).

Les alcaloides sont des hétérocycliques a caractere alcalin contenus essentiellement

dans les plantes (Ouahas, 1996) (Figure 10).

Morphine

Strychnme

Quinine

Figure 10: Exemples des dérivés d’alcaloides (Badiaga, 2011).
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Selon leur structure chimique et surtout leur structure moléculaires, on peut diviser les

alcaloides en plusieurs groupes selon Volack et Stodola (1983) :

e Des phénylalanines: capasaicine du piment, colchicine du colchique ;

e Des alcaloides isoquinoléiques: morphine, ethylmorphine, codéine et papaveérine
contenus dans 1’opium du pavot ;

e Des alcaloides quinoléiques: tige feuillée de la rue commune ;

e Des alcaloides pyridiques et pipéridiques: ricine du ricin, trigonelline du fenugrec ;

e Des alcaloides derivés du tropane: scopolamine et atropine de la belladone ;

e Des alcaloides stéroides: racine de vératre, douce-amere ou aconite (aconitine) par

exemple.

11.6.4 Hétérosides

Les héterosides ou glycosides sont des molécules formées par combinaison d’oses et

de substances non glucidique appelées aglycones ou génines.

Ce sont les substances du métabolisme secondaire les plus anciennement connues. Ils

forment des substances de réserve localisés dans la vacuole cellulaires.

Les héterosides se différencient entre eux par leur génines qui appartiennent a tous les
groupes du métabolisme secondaire et par le mode de liaison entre la génine et I’ose, ainsi que
par la nature de la partie glucidique. Ils sont classés selon la nature de la liaison C,N,O, S-
hétérosides (Guignard, 2000).

1.7 Huiles essentielles

Les huiles essentielles ont plusieurs définitions. lls sont généralement des mélanges
des principes volatils contenus dans les végétaux (Bruneton,1999). Une autre définition est
donnée par Afnor, (2000), qui dit : les huiles essentielles sont des produits obtenus a partir
d’une matiére premiére d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, Soit par

des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, soit par distillation séche.

Les huiles essentielles sont des extraits végétaux volatiles et odorants appelés

également substances organiques aromatiques liquides, qu'on trouve naturellement dans

18
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diverses parties des arbres, des plantes et des épices, elles sont volatiles et sensibles a l'effet
de la chaleur, elles ne contiennent pas de corps gras (Yahyaoui , 2005).

Les huiles essentielles sont avant tout des composés terpéniques. Du strict point de
vue chimique, les terpenes apparaissent comme des polyméres d’un carbure d’hydrogene

diéthylénique, I’isopréne (Figure 11).

CHJ\

J
CH2

C—CH—CH2

Figure 11: Formule chimique de I’isopréne (Benayad, 2008).
Selon le nombre de résidus isoprenes que groupent les composés terpéniques, on distingue :

- Les terpénes simples, formés de deux isoprénes C10H16.
- Les sesquiterpenes, formés de trois isoprenes C15H24.

- Les di terpénes, formés de quatre isoprenes C20H32.

- Les triterpenes, formés de six isoprenes C30H40.

- Les tétraterpénes, formés de six isoprénes C4H48.

On trouve aussi les polyterpenes (n isoprénes) qui comprennent par exemple le
coutchouc et la gutta-percha (Benayad, 2008).
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I11. Activités biologiques
I11.1 Activités biologiques de genre Centaurea

De nombreuses espéces du genre Centaurea ont été utilisées en médecine
traditionnelle pour soigner divers maux, par exemple: diabéte, diarrhée, rhumatismes,
paludisme, hypertension, etc., et divers métabolites secondaires ont été signalés chez

différentes especes de ce genre. (Sarker et al., 1997).

Parmi les propriétés thérapeutiques reconnues chez les especes de Centaurea, montré
que ces derniers possedent diverses activités biologiques, comme l'activité antibactérienne,

cytotoxiques et antipyrétiques (Kose et al., 2007).
I11.2 Activité antibactérienne

L’activité antibiotique correspond a activité d’une molécule ou composé présent au
sein d’un végétal qui a trés faible concentration, inhibe le développement d’une bactérie ou la
tue. La sensibilité d’une bactérie a un antibactérien varie selon la nature de 1’antibactérien.
Face a un antibactérien donné, la sensibilité d’une bactérie peut étre trés différente selon la

souche d’appartenance (Nicolas et Daniel, 1998).
I11.2.1 Principales substances antimicrobiennes

Les substances antimicrobiens sont des substances capables de tuer les microbes et

empécher leur croissance (CE, 2001).

Cette action dépend par la nature du microorganisme, de I’agent antimicrobien et de
I’environnement. On parle d’un effet bactériostatique lorsque la substance antibactérienne
empéche la multiplication des bactéries et d’un effet bactéricide lorsqu’elle détruit totalement

la bactérie (Meyer et Deiana, 1988).
111.2.1.1 Antibiotiques

Qui s'oppose a la vie, terme crée par Waksman (Berche et al., 1989). Ce sont des
substances chimiques élaborées par des microorganismes; ces substances possédent le pouvoir
d'inhiber la croissance ou le développement d'autres microorganismes (bactéries) (Khiati,
1998), dans les quelles elles pénétrent en perturbant le métabolisme (Delamare, 1992) ou en

agissant spéecifiqguement sur une étape essentielle de ce dernier (Berche et al., 1989), mais qui
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sont dépourvus de toxicité pour les autres cellules humaines ou animales (Leclerc et al.,
1995).

Le cadre des antibiotiques était limité d'abord a des substances d'origine biologique
produites par des champignons, s'est élargi plus tard et comprend actuellement d'autres
produits possédant la méme action antibactérienne, mais obtenus par synthese (Delamare,
1992).

111.2.1.2 Classification des antibiotiques

Les différents antibiotiques exploités en médecine thérapeutique peuvent étre classés
par famille chimique et par leurs modes d’action. Les cibles décrites jusqu’a présent sont la
paroi, la membrane, ’acide nucléique et les ribosomes des microorganismes (Jean-Luc,
2013).

Les principales familles chimiques des antibiotiques sont: B-lactamines: Pénicilline et
Céphalosporines;  Aminosides:  Streptomycine, Gentamicine;  Chloramphénicol et
Thiamphénicol; Cyclines: Tétracyclines, Doxycycline et Macrolides leur apparentés:

Erythromycine,Oléandomycine (Cohenet-Jacquot, 2001).

Plusieurs études in vitro et in vivo ont été focalisées sur l'utilisation des composés

phénoliques comme autres antibiotiques.

Les composés phénoliques ont une activite antibactérienne trés vaste et trés
diversifiée. En effet, ils s’attaquent a un grand nombre de bactéries avec une intensité
différente selon le microorganisme et I’écosystéme dans lequel il se trouve : les flavonoides
sont capables d’inhiber la croissance de différents types de bactéries : Staphylococcus aureus
(Babayi et al., 2004), Escherichia coli (Ulanowska et al., 2006).

111.2.2 Donnée sur les souches bactériennes utilisées

*

% Bacillus cereus
Bacillus cereus est une bactérie sporulée, aéro-anaérobie facultative et
thermorésistante. Ces caractéristiques lui conferent une résistance particuliere a 1’action

des bactéricides, aux désinfectants, aux radiations et au cycle froid (Cadel et al., 2010).
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% Micrococcus luteus
Micrococcus luteus est une bactérie a Gram-positive, sphérique, saprophyte faisant
partie de la famille des Micrococcaceae. Aérobie obligatoire, Sa morphologie simple,
coccoide a retardé la reconnaissance de sa relation avec les actinomycetes, qui sont
géneralement plus complexes sur le plan morphologique (Skerman et al.,1980 ;
Stackebrandt et al.,1995 ).

X/
°e

Salmonella gallinarum
Le bacille a Gram négatif est responsable de la fievre typhoide chez les volailles

commerciales(Kumarietal.,2013).
I11.3 Activité antioxydante

L’oxygene (02) est le premier ¢lément essentiel pour la vie, responsable d’un nombre
de processus d’oxydation responsable au stress oxydatif (oxydant) (Namiki, 1990 ; Dalton,
1995 ; Garcia-Plazaola et Becerril, 1999).

Selon les points de vue actuels, le stress oxydant peut étre défini comme étant « un
déséquilibre entre la production et I’¢limination des métabolites réactifs de 1’oxygeéne et du
nitrogene en faveur de leur production conduisant a des dommages potentiels (Durackova et
al., 2008) et a des degats cellulaires irréversibles (Abuja et Albertini, 2001) ».

Ces derniéres années, 1’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans
diverses spécialités ont été¢ développées pour ’extraction, 1’identification et la quantification
de ces composés a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et

les produits agroalimentaires (Sanchez, 2002 ; Huang et al., 2005).
111.3.1 Définition

Un antioxydant est une molécule qui posséde une capacité a capter ou piéger les

radicaux libres produits spontanément et d’une facon continue dans 1’organisme vivant

(Feher et al., 1987).
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v' Qu’est-ce qu’un radical libre ?

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.
Cette propriété rend ces éléments tres réactifs du fait de la tendance de cet électron a se ré-
apparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent

a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine (Feher et al., 1987).

Les principaux radicaux libres qu’on rencontre dans le corps humain sont: 1’anion
superoxyde (02.); le radical hydroxyle (OH); le radical alcoxyle (RO.); I’oxyde nitrique
(NO), et le radical hydropéroxyle (HOO.). Il existe des mécanismes de défense
cellulaires qui  détruisent les radicaux  oxygenés  (peroxydases cellulaires)

ou qui piegent les radicaux libres (molécules antioxydantes) (Dacosta,2003).

Selon (Shimizu, 2004), un antioxydant est une substance qui ajoutée a faible dose a un
produit naturellement oxydable a 1’air, est capable de ralentir ou d’inhiber la manifestation

d’oxydation.

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a neutralise
I’oxydation. Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), 1’acide
ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques. En
effet, la plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possedent des groupes
hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en
partie, a la capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux
hydroxyles (OH) et superoxydes (O,) (Rice et al., 1995 ; Bartosz, 2003).

111.3.2 Polyphénols comme antioxydants

Les phénols simples, les acides phénoliques et les flavonoides jouent un role capital
dans 1’¢limination et la détoxification des radicaux libres. Par ailleurs, ils possédent des
propriétés anti-inflammatoires et antihémorragiques, des propriétés antibactériennes et
antifongiques, en particulier a I’égard des organismes phytopathogenes. Les flavonoides tant
que des polyphénols présentent de nombreuses activités "anti oxydantes, anti-inflammatoires,
inhibitrices d’enzymes et prévention des maladies cardiovasculaires” (Cushine et Lamb,
2005 ; Sharma et al., 2008).
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111.4 Activité anticoagulante

L'hémostase est I'ensemble des mécanismes qui concourent @ maintenir le sang a I'état
fluide a I'intérieur des vaisseaux, soit arrétent les hémorragies et empéchent les thromboses.
On distingue classiquement trois temps de I’hémostase : 1'hémostase primaire, ferme
la  breche vasculaire par un  "thrombus  blanc® (clou  plaquettaire),
la coagulation qui consolide ce premier thrombus en formant
un réseau de fibrine emprisonnant des globules rouges (thrombus rouge) et la fibrinolyse,
permet la destruction des caillots, ou la limitation de leur extension. Ces trois temps sont

initiés simultanément des qu'est enclencheé le processus d’hémostase (Schved,2007).
111.4.1 Coagulation du sang

La coagulation est une succession de réactions enzymatiques aboutissant a la
formation de fibrine. L'enzyme central permettant de transformer le fibrinogéne en fibrine, est
la thrombine. Le processus de formation de la thrombine est complexe avec une série
d'activations enzymatiques qui surviennent a la surface des phospholipides membranaires des
plaquettes, cellules endothéliales ou monocytes (Schved, 2007). C’est un phénoméne localisé
au site de la breche vasculaire car cette succession de réactions, malgré son auto-
amplification, est limitée et régulée par différents systemes d’inhibiteurs physiologiques.
L’équilibre entre la coagulation et les mécanismes qui vont la limiter est fondamental, une
rupture ayant pour conséquence un risque hémorragique (déficit en facteurs) ou thrombotique

(exces de facteurs activés ou déficit en inhibiteurs) (Manallah, 2012).
111.4.2 Facteurs de la coagulation

Les facteurs de la coagulation sont définis a la fois par un nom et par un numéro en
chiffres romains attribués en 1954 par un comité de nomenclature internationale (Giullin,

1985), et affectés du signe “a” lorsque le facteur est activé (lgor, 2003) (Tableau Il).
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Tableau I1: Les facteurs de la coagulation (Boisseau, 1996 )

Chapitre I11: Activités biologiques

Nomenclature
Internationale Synonyme Lieu de synthése Fonction
de facteurs
I IS Foie Substrat
1 Prothrombine Foie Zymogeéne
Facteur tissulaire | Sous-Endothélium Cofacteur
Il cellules sanguines
\% Proéaccélérine Foie Cofacteur
VII Proconvertine Foie Zymogeéne
VI Facteur anti- Foie Cofacteur
hémophilique A
IX Facteur anti- Foie Zymogeéne
hémophilique B
X Facteur STUART Foie Zymogeéne
Xl Facteur de Foie Zymogeéne
Rosenthal
X1 Facteur de Foie Zymogeéne
Hageman

111.4.3 Voies de la coagulation

Le systeme de la coagulation fait intervenir deux voies dites, extrinséque

et intrinseque.

111.4.3.1 Voie endogéne

Dans cette voie de coagulation tous les éléments nécessaires de la coagulation sont
présents dans le plasma sans apport extérieur. Cette voie est déclenchée par I’activation du
facteur XII par leur contact aux structures électronégatives de la matrice sous-endothéliale
(collagéne, sulfatides, glycosaminoglycanes) une activation qui conduit par la suite a
I’activation de pré-kallikréine en kallikréine qui a son tour peut activer le F XII. Le F XII
activé catalyse la transformation de la forme zymogéne du facteur XI a la forme protéolytique
activée qui active par la suite le facteur IX (Vogler et al., 2009), ce dernier se lie a la surface

de phospholipides anioniques des plaquettes (PS) par I’intermédiaire des ions calcium
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et forme, en présence de son co-facteur, le facteur VIII, le complexe tenase qui est
responsable de I’activation du facteur X. Ce dernier forme avec son cofacteur (le facteur V),
les phospholipides plaquettaires et par I’intermédiaire aussi des ions de calcium, le complexe
prothrombinase qui catalyse la transformation de prothrombine en thrombine (Ajjan et
Grant,2006).

111.4.3.2 Voie exogéne

La voie exogene est la voie la plus simple et la plus rapide que la voie endogéne, elle

fait intervenir un nombre limité de facteurs (Caen et al., 1975).

Cette voie est activée par un facteur non plasmatique qui est le facteur tissulaire, une
glycoprotéine membranaire exprimée sur la surface des cellules endothéliales et les cellules
de la matrice sou-endothéliale. Lors d’une bréche vasculaire, le facteur tissulaire devient en
contact avec le plasma ce qui permet I’interaction avec le facteur VII (Pro-convertine) pour
former un complexe enzymatique réactif (Facteur tissulaire-FVII). Ce complexe est
responsable de l’activation de facteur X et aussi de facteur IX

et par conséquence de prothrombine en thrombine (Colvin, 2004).

La thrombine formée par les deux voies, catalyse la conversion de fibrinogene (FI) en
monomeéres de fibrine qui s’associent les unes aux autres grace a des liaisons hydrogeéne pour
former un réseau fibrineux instable, ou le facteur Xllla (Le facteur stabilisateur de fibrine)
préalablement activé par la thrombine intervient pour la solidification du caillot fibrineux par
I’établissement de liaisons covalentes entre les différentes molécules de fibrine (Ajjan et

Grant, 2006).

111.4.4 Anti coagulantes

Les anticoagulants sont utilisés pour la prévention et le traitement d’événements
thrombotiques sévéres. Les plus utilisés sont jusqu’a présent 1’héparine et ses dérivés et les
anti-vitamines K (AVK). De nombreuses études cliniques ont démontré leur action dans la
prévention et le traitement de complications thromboemboliques (Kortchinsky et al., 2013).

111.4.4.1 Héparine

L’héparine existe en deux types utilisables, administrées par voie intraveineuse ou
sous cutanée, I’héparine non fractionnée (HNF) et les héparines de bas poids moléculaire

(HBMP). L’héparine non fractionnée est composée d’un mélange hétérogene de chaines
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polysaccharidiques sulfatées, de taille et de structures différentes, extraites de la muqueuse
intestinale de porc ou du poumon du bceuf. Les héparines d’origine bovine ne sont plus
commercialisées, du fait de leur contamination virale potentielle et des probléemes liés aux
prions (Batty et Smith, 2010 ; Elalamy, 2012).

111.4.4.2 Anti vitamines K

La vitamine K intervient dans la carboxylation des molécules d’acide glutamique de
I’extrémité N- terminale de la chaine glycoprotéinique de quatre facteurs de la coagulation
FII, FVII, FX et FIX. Cette carboxylation est nécessaire pour I’activité biologique et la
fixation de ces facteurs sur les surfaces phospholipidiques plaquettaires, et elle nécessite la
présence de la forme réduite de vitamine K (KH2). Ce dernier est transformé apres la
carboxylation en époxyde de vitamine K, qui est régénérée via la vitamine K époxyde
réductase, pour étre utilisée dans une autre réaction de carboxylation. Les anti-vitamines K
exercent leurs effets anticoagulants en inhibant le recyclage de vitamine K, ce qui conduit a la
perte de ’activité enzymatique des facteurs vitamines K dépendants et par conséquence la
ralentie de la vitesse de la coagulation (Hirsh et al., 2001 ; Batty et Smith, 2010 ).

I11.5 Role biologique des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des substances d'un grand intérét pour les chercheurs,
et sont les plus recherchées par l'industrie. Les principales raisons de cette popularité sont
leur propriété antioxydant, leur abondance dans les aliments et leur rdle probable dans la
prévention de plusieurs maladies associées au stress oxydatif, telles que le cancer et les

maladies cardiovasculaires et dégeneratives (Middleton et al., 2000) (Tableau I11).
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Tableau 111 : L’activité biologiques des quelques composés polyphénoliques.

Polyphénols

Activités biologiques

Auteurs

Acides Phéenoliques

- Antibactériens
- Antifongiques
- Antioxydants

(Bruneton,1999; Hennebelle,
2006).

- Vasoprotectrices

- Antioedémateuses

(Mabry et Ulubelen, 1980 ;

Coumarines . Bruneton 1999;
- Anticoagulant
) Hennebelle, 2006).
- Antioxydant
-Antitumorales ( Stavric et Matula, 1992 ;
-Anticarcinogenes Bruneton, 1993; Aruoma et
Flavonoides o )
-Anti-inflammatoires al., 1995)
-Hypotenseurs et diurétiques
Anthocyanes -Protection des veines et (Bruneton, 1993)
capillaires
Tanins - Anti-diarrhéique (Hong et al., 2000;
- Cicatrisante Kaur et al., 2000 ;
- Vasoconstricteur Merghem, 2009)
- Antimicrobienne
-Antivirale
- Anti-inflammatoire
-Antimutagéne
- Antioxydant
Alcaloides - Antitussifs (MccCalley, 2002

- Anti-arythmiques
- Antipaludiques

; Stockigt et al., 2002)

Saponosides

- Antitumoreux

- Antimicrobiens

(Bruneton, 1999).
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I. Etude expérimentale

L'étude a été effectuée au laboratoire de Centre Universitaire Abdelhafid Bousouf de

Mila, au cours de la période 2018-2019 sur I’espéce Centaurea macrocephala L.
1.1 Matériel végétal

Les graines de Centaurea macrocephala L. ont été prélevés au niveau de la ferme
pilote AMIRA Ahmed dans la région de Mechtat Seraghna commune d’Oued Endja, Wilaya
de Mila. Pendant le mois de Octobre 2018.

Les graines de Centaurea macrocephala L. ont été récoltées au niveau de la ferme
pilote AMIRA Ahmed dans la région de Mechtat Seraghna commune d’Oued Endja, Wilaya
de Mila. Durant le mois de Janvier 2019 (Figure 12).

Figure 12: Matériel végétal de Centaurea macrocephala L. (Photo personnel).

1.2 Situation géographique de zone de prélévement

La Ferme Pilote AMIRA Ahmed est située au niveau de la région de Mechtat
Seraghna, la commune d’Oued Endja est localisée au centre Nord de la wilaya a 15km a
I’ouest de Mila. Elle est limitrophe a la ferme MAZOUZI. La Ferme se localise au niveau de
36°25'35.4" de latitude Nord et 6°10'33.2” de longitude Est, avec une altitude moyenne de
335 m (Figure 13).
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[ ] wilaya de Mila

Limites des communes

( Mechtat Seraghna )

I Cheflieu de la Wilaya de Mila

| La Ferme Pilote AMIRA Ahmed

Figure 13: Situation géographique de la Ferme Pilote AMIRA Ahmed.(Anonyme 2, 2019).

1.3 Climat de la zone d'étude

Les différents facteurs, température (T°), précipitation (P), humidité de l'air (HR)

et la vitesse du vent de la région d’étude en 2018 sont représentés dans le tableau 1V.

Tableau 1V: Données météorologiques en moyenne mensuelle enregistrées I’année 2018 dans

la région de Mila (Station météorologique de Mila., 2018).

Mois JAN | FEV | MAR | AVR | MAI | JUN | JUIL| AOU| SEP | oCT| NOV | DEC
Moy Temp (°c) | 9.2 |97 |11.6 [139 159 |217 281 |24.4 |231 |168 |133 |10.2
Moy T.Max(°c) | 145 | 183 |162 [197 217 |149 |362 |316 |29.8 |215 |17.9 | 147
Moy TMin(°c)| 6 |71 |77 |86 |111 |89 |216 (186 |181 |132 |9.2 |59
Moy HR (%) |71 |68 |56 |76 |78 |60 |40 |62 |66 |64 |70 |80
Moy Vitesse |51 (15 |34 |17 [13 |11 |77 |04 |57 |49 |72 |29
du vent (m/s)

PP (mm/mois) 411 | 65.3 136.2 | 67.2 | 48.3 | 145 | 0.3 13.7 | 31.6 | 15.7 | 16.1 | 24.8

(T°) Température; (HR) L'humidité de l'air; (P) Précipitation; (T.Max) Température maximale;

(T.Min) ) Température minimale.
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1.4 Souches microbiennes

Les souches bactériennes utilisées dans I’essai sont des lots de I'ATCC (American
Type Culture Collection), ont été choisies, deux souches a gram positif sont : Micrococcus
luteus et Bacillus cereus et une souche a gram négatif : Salmonella gallinarum.

Ces souches bactériennes obtenus aupres du laboratoire de Contrdle de qualité et de la
conformité « Ghaouat » d’Ain Melila. Les caractéristiques des souches sont citées dans le
tableau V.

Tableau V: Les caractéristiques des trois souches bactériennes utilisées.

Genre et espece Gram Référence
Micrococcus luteus Positif ATCC27141
Bacillus cereus Positif ATCC10987
Salmonella gallinarum Négatif ATCC700623

1.5 Antibiotiques

L’antibiotique utilisé dans ce travail est : Gentamicine.
Il. Méthodes
1.1 Etude phytochimique
11.1.1 Préparation des échantillons (graines et feuilles)

Deux opérations de prétraitement ont été effectuées pour faciliter I’extraction des
composés phénoliques : séchage et broyage.
> Séchage :
Aprés la récolte, le matériel végétal (Feuilles) sont séchées dans un endroit sec pour
s’assurer de la bonne conservation de notre ¢échantillon , aérées a I’abri de la lumiére
pendant une semaines puis dans une étuve portée une température voisine de 37°C pendant

5jours.
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» Broyage:
Les graines et feuilles sont broyées a 1’aide d’un mortier jusqu’a devenir une poudre.
La poudre est conservée dans des sachets propres qui sert ultérieurement a I’extraction

des polyphénols.

11.1.2 Rendement d’extraction

Cette étape consiste a extraire au maximum les molécules polyphénoliques contenues
dans les organes (graines et feuilles) de Centaurea macrocephala L. en utilisant I’eau distillée
et I’éthanol  qui accélerent et augmentent le rendement d’extraction des composés
phénoliques (Madi, 2009).

v Principe

La maceération est la méthode d'extraction solide/liquide la plus simple. Elle consiste en
la mise en contact du matériel végétale avec le solvant, a température ambiante

et a lI'obsscurité pour une durée déterminée.

Solen la méthode décrite par Abaza et al. (2007), les polyphénols sont extraites par la
méthode de macération prolongée (5jours) a température ambiante par 1’éthanol,

I’extraction représenté dans la figure suivante :

5 g de matiere végétale L'ex.traction hydro-
(Feuilles et graines) éthanolique (th,anoI- I'eau Filtration
broyée et séchée ;70-30v /v) Agité pendant 5
jours.

Figure 14: Protocole d’extraction des molécules bioactives.
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Aprés la macération, nous avons calculé le rendement d'extraction selon la formule

suivante :

R(%)=M - MO /M x 100

R(%) : Rendement d'extraction.
M : Masse en gramme du matériel.

Mo : Masse en gramme de 1’extrait sec résultant.

11.1.3 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 baseées sur des réactions de coloration et/ou de précipitation, des

observations sous lampe UV peuvent étre aussi utiles.

> 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 2 ml de I’extrait a analyser, ajouter 2ml d’eau distillée
chaude, agiter pendant 15 secondes et laisser le mélange au repos pendant 15 min. 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 1’extrait méthanolique,
Iml d’eau distillée et 1 a 2 gouttes de solution de FeCls diluée. L’ apparition d’une
coloration vert foncée ou bleu-vert indique la présence des tanins (Trease et Evans,
1987).
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» Recherche des flavonoides
On trempe 10 g de la plante dans 150 ml d'acide chlorhydrique & 1 % pendant 24
heures, on filtre et on procede 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 (Benwqghi, 2001; Chaouch, 2001).

> Recherche des triterpenes 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
triterpénes (Kalla, 2012).

» Recherche des alcaloides
10 ml de P’extrait est évaporé a sec. Le résidu obtenu est repris dans 1.5 ml d’acide
chlorhydrique 2 % sous agitation au bain marie a chaud. Aprés refroidissement
et filtration. Le filtrat est traite par le réactif de Mayer. L apparition d’un précipité blanc

révele la présence des alcaloides (Majob et al., 2003).

» 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 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 NH,OH 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 NH,OH indique la présence des coumarines.

» Recherche des quinones libres
Sur un volume de chacun de nos extraits, on ajoute quelques gouttes
de NaOH 1%. L’apparition dune couleur qui vire au jaune,

rouge ou violet indique la présence des quinones libres (Oloyde, 2005).
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» Recherche des anthraquinones
Pour la détection des anthraquinones, a 10 ml d’extrait sont ajoutés 5 ml de NH,OH
a (10% ). Apres agitation, l’apparition d’un anneau rouge indique la présence

d’anthraquinones (Oloyede, 2005).

» 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).
11.1.4 Dosage des phénols totaux

La quantification des phénols totaux est effectuée selon plusieurs méthodes
analytiques. La méthode la plus utilisée est celle de Folin-Ciocalteu (Daels-rakotoarison,
1999).

» Mode opératoire

0.2 ml d’extrait (préparé dans I’eau distillée avec les dilutions convenables) est ajouté a 0.8
ml de la solution de Na,CO3 (75 mg/ml d’cau distillée), apres agitation, 1ml de la solution
de Folin Ciocalteu (dilué dix fois dans 1’eau distillée) est ajouté a I’ensemble, apres 2 h
d’incubation a la température du laboratoire, I’absorbance est lue a 765 nm contre un blanc
sans extrait. Le taux de polyphénols totaux dans nos extraits, a €té calculé a partir d’une
courbe d’étalonnage linéaire, établie avec des concentrations précises d’acide gallique

(0-200 mg/1) comme standard de référence, dans les mémes conditions que 1I’échantillon.
11.1.5 Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996) est utilisée pour
quantifier les flavonoides dans les extraits. A 1 ml d’échantillon ou standard (préparés dans
le méthanol) est ajouté 1 ml de la solution de trichlorure d’aluminium AICl3 (10 % dans 1’eau
distillé). Aprés 10 minutes de réaction, I’absorbance est mesurée a 430 nm. La quercitine
est utilise comme standard pour préparer une gamme étalon dans la marge de concentration
0-10mg/ml.
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11.1.6 Dosage des tanins condensés

Selon Porter et al. (1986), Le dosage des tanins condensés est effectué par la
méthode n-butanol-HCI.

» Mode opératoire

Le milieu réactionnel est composé de 0,5 ml de I’extrait, 3 ml de la solution n-butanol-
HCI (95 %) et de 0,1 ml du réactif ferreux (sulfate d’ammonium ferrique 2% dilué dans
HCI, 2N). Les échantillons sont agités puis incubés une heure dans un bain marie

a 100°C. L’absorbance est mesurée a 550 nm apres refroidissement des tubes.

I11. Activités biologiques
I11.1  Activité antibactérienne des extraits de Centaurea macrocephala L.

Les tests d’évaluation de 1’activité antimicrobienne, nécessitent un travail dans des
conditions d’asepsie rigoureuses afin d’éviter les problémes de contamination. En outre,
le matériel, les solutions et les milieux de cultures doivent étre stérilisés par autoclavage.
L'inhibition de la croissance bactérienne in vitro a été étudiée par la méthode de diffusion par

disque (l'aromatogramme) sur gélose telle que décrite par (Bauer et al., 1966).

Le test sur les extraits de la plante préparés précédemment, s’est déroulé selon les

étapes suivantes :

I11.1.1 Préparation des milieux

Selon Baur et al. (1966). La préparation des milieux effectués par les méthodes

suivantes :
» Préparation de milieu MH (Mueller Hinton)

Pour la préparation de la gélose Mueller Hinton on introduit 38g de MH dans un
erlenmeyer auquel est ajoutée 1L d’eau distillé, le mélange obtenu est semis sous
agitation continue a une température élevé sur une plaque chauffante jusqu'a le bouillage,
le milieu sera divisée dans des flacons en verre. Le milieu MH a été préparé pour le but
du repiquage des souches bactériennes et d’évaluation de I’activité antibactérienne

(Figurelb).
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Figure 15: Les étapes de préparation de milieu MH.

» Préparation de milieu BN (Bouillon nutritif)

Le bouillon nutritif a été préparé pour le but de la réactivation et ’entretien des souches
bactériennes par 1’ajoute de 20 g de BN a 1L d’eau distillé sous agitation pendant

quelques minutes, la solution sera divisée dans des tubes en verre a vesse (Figure 16).

Figure 16: Préparation de milieu BN.
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> Préparation de I'eau physiologique

L’eau physiologique est préparée pour 1’ensemencement des souches, Elle est préparée

par solubilisation de 0.9g de NaCl dans 100ml d’eau distillée avec agitation pendant

quelques minutes et divisée dans des tubes en verre a vesse (Figure 17).
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Figure 17: Préparation de I’eau physiologique.
111.1.2 Préparation des disques d’aromatogramme

Nous avons coupé les feuilles de papier Wattman N °3 en disques de 6 mm de
diamétre. Ensuite ils sont mis dans un tube en verre & vesse, et stérilisés a l'autoclave et
conservés jusqu'a l'utilisation (Figure 18).

Figure 18: Préparation des disques.
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111.1.3 Stérilisation du matériel

Le milieu de culture BN (Bouillon nutritif) et MH (Mueller Hinton), I’eau physiologie,
les tubes a essali, les disques en papier Wattman (6 mm de diametre), les pinces enrobées dans

du papier aluminium ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

I111.1.4 Préparation de I’inoculum bactériennes

v Aprés la stérilisation de zone de travail avec I’eau de javel. Les souches bactériennes
ont été réactivées dans 10 ml de bouillon nutritif (BN) et incubées dans 1’étuve a 37°C
pendant 24h.

v Les trois souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries sur gélose
nutritive (MH) en boite de pétri a 1’aide d’un écouvillon, puis incubées dans 1’étuve
a 37°C pendant 18 a 24 heures, afin d’obtenir une culture jeune et des colonies isolées
qui ont servi a préparer 1’inoculum bactérien.

v' A Tl’aide d’un écouvillon, quelques colonies bien isolées et identiques de chaque
souche bactérienne a tester sont alors raclées, déchargées dans un tube contenant 10 ml
de I’eau physiologique puis homogénéisées a 1’aide d’un vortex.

v" Nous avons fait la lecture de la suspension bactérienne a une densité optique de (0.08
a0.10), a la longueur d’onde 625 nm.

v' L’ensemencement doit se faire au moins en quelques minutes qui suivent

la préparation de 1’inoculum (Figure 19).

Figure 19: Les étapes de réactivation des bactéries.
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111.1.5 Dilution des extraits

L’extrait des graines et feuilles de Centaurea macrocephala L. ont été solubilisé dans
I'éthanol, selon la méthode suivante :

v Solution mére (SM): 0.3g d'extrait avec 0.3ml Ethanol (100%).
v' TY% : 0.1ml d’extrait de SM avec 0.1ml Ethanol (50%).
v' TY%: 0.1ml d’extrait de T avec 0.1ml Ethanol (25%).
v' T¥% : 0.1ml d’extrait SM avec 0.7ml Ethanol (12.5 %).

111.1.6 Préparation des boites de pétri

Le milieu de culture (Muller Hinton) stérilisé par l'autoclave est versé dans les boites
de pétri @ 4 mm de hauteur et on été laissé quelques minutes jusqu'a la solidification
(Figure 20).
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Figure 20: Préparation des boites de pétri.
111.1.7 Ensemencement bactérienne
Aprés la préparation et I’identification des boites de pétri nous avons fait
I’ensemencement des bactéries dans un milieu stérile en présence de bec benzene.
v Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

v' L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube.
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v’ Frotter ’écouvillon sur la totalit¢ de la surface gélosée, de haut en bas, en stries
serrées.

v Répéter I’opération trois fois en tournant la boite de Pétrie de 60° a chaque fois. Finir
I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

v Recharger I’écouvillon a chaque fois dans le cas ol on ensemence plusieurs boites de

Pétri avec la méme souche (Figure 21).

Figure 21: Ensemencement des bactéries.

111.1.8 Dépots des disques et I’injection des extraits

v' A I’aide d’une pince stérilisée au bec bunsen les disques de papier Whatman de 6 mm
de diameétre sont placés sur la surface de la gélose MH inoculée.
v" On a ajouté 10ul de chaque dilution des extrais (SM / T% / TV et T'%) sur les disques

a I’aide d’une micro pipette (Figure 22).
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Figure 22: Dépots des disques et I’injection des extraits.

111.1.9 Préparation des témoins (Positif et négatif)

La préparation des témoins a été réalisée pour étudier I’effet des antibiotiques (témoin
positif) et de I'Ethanol (témoin négatif) sur les déférentes souches utilisés et le comparer avec

I’effet d'extraits de Centaurea macrocephala L.

Les disques sont déposés a la surface d'un milieu gélose a 1’aide d’une pince stérilisée

au bec bunsen. L'antibiotique utilisé dans ce test c'est la gentamicine (Figure 23).

Figure 23: Préparation des témoins.
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111.1.10 Incubation et lecture

Aprés deépot des extraits, les boites sont incubées dans une étuve a 37°C pendant
18 a24h.
La lecture des antibiogrammes a ¢été faite a I’aide d’un pied a coulisse, elle a été

réalisée a I’extérieur de la boite pour les milieux MH (Figure 24).

Figure 24: Le pied a coulisse.

L’effet des extraits et de I’antibiotique se traduit par 1’apparition d’une zone
transparente autour de disque correspondant a I’absence de la croissance bactérienne. Plus le
diamétre de cette zone est grand plus la souche est sensible (Choi et al., 2006). Les tests sont

répétés trois fois afin de minimiser I’erreur expérimentale.

111.2 Activité anticoagulante des extraits de Centaurea macrocephala L.

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

plasma normal déplaquetté et a I’aide d’un test global chronométrique; le temps de Quick

(TQ).
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v Préléevement du sang et la préparation du plasma déplaquetté

Le sang est prélevé d’un jeune adulte sain non traité, dont le TQ est normal, il est prélevé
dans un tube en plastique sur une solution anticoagulante de citrate de sodium a 3,2 %,
dont les tubes sont remplis jusqua 5 ml a raison de respecter du rapport
sang/anticoagulant (1 volume pour 9 volumes du sang). Le sang est ensuite centrifugé

pendant 5 minutes & 2500 rpm pour obtenir un plasma pauvre en plaquettes (Figure 25).

Centrifugation du sang
Le sang avant la pendant 10 min & une Plasma pauvre en
Centrifugation vitesse de 2500 rpm plaquettes

Figure 25: Centrifugation du sang pour obtenir un plasma déplaquetté.

v' Préparation des dilutions de I’extrait de Centaurea macrocephala L.

111.2.1 Activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogene
v" Principe
L’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogéne de la coagulation a été évaluée en
utilisant un test de coagulation appelé le temps de Quick (TQ) ou le taux de
prothrombine (TP) qui permet d’une exploration globale des facteurs de la voie exogene
de la coagulation (La proconvertine VII, la prothrombine Il, la proaccélérine V, le
facteur stuart X, et aussi le fibrinogene) (Caquet, 2004). Ce test consiste a mesurer le
temps de coagulation a 37C° d’un plasma pauvre en plaquettes en présence d’un

mélange de facteur tissulaire et des phospholipides (la thromboplastine) et de calcium.
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Les facteurs de la voie exogeéne donc sont activés et le temps qui s’écoule jusqu’a la
formation du caillot est mesuré (Caen et al., 1975 ; Caquet, 2004).
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.

v" Mode opératoire

L’effet des polyphénols de Centaurea macrocephala L. sur la voie exogéne de la
coagulation a été évalué selon le protocole décrit par (Athukorala et al., 2007) avec
modifications. D’une part, nous avons mis 100 ul 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 sont ensuite
incubés a 37°C durant un temps optimal de 15 minutes. Apres 1’incubation,
la coagulation a été déclenchée par I’addition de 200 pul de thromboplastine pré-incubé
a 37°C pendant 15 minutes (Figure 26).

> Témoin Ty

50 pl eau
— _ / 100 pl plasma ¥
Centrifugation ‘c N2
' Incuber a 37°C
» durant 2 min

Teste

N \\

Addition 200 pl de
thromboplastine
100 plplasma  préincubé a 37°C
pendant 15 min
et révéler le TQ

¥

50 pl extrait

Figure 26: Schéma représente les étapes de 1’activité anticoagulante.
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111.3 Activité antioxydante des extraits de Centaurea macrocephala L.

Le DPPH est un radical libre, stable, qui possede une bande d'absorbance a 517 nm,
employé pour évaluer l'activité antioxydante des composés purs ou de mélange complexe.
La méthodologie est basée sur la décroissance de I'absorbance d'une solution méthanolique de
DPPH suite a I'addition de I'antioxydant visualisé également par un changement de coloration

de la solution qui vire du violet au jaune (Nanjo et al., 1996 ; Koleva et al., 2002).

La méthode au DPPH est réalisée en suivant les étapes ci-dessous:

v' La préparation de la solution DPPH : une masse de 0,008g de poudre de DPPH est
solubilisée dans 150 ml éthanol/eau distillée (70% éthanol et 30% eau distillée). Cette
solution a été mise en agitation pendant 24h.

v’ Différentes dilutions ont été préparées dans des tubes. On préleve par micropipette
différentes concentrations (Extraits + Solvant + DPPH), comme il est montré dans le
tableau VI. Et aprés agitation, les tubes sont incubés a I'obscurité et a température
ambiante pendant 30 min.

v Pour chaque concentration le test est répété 3 fois.

v Le blanc est préparé en mélangeant 1 ml d'éthanol avec 2 ml eau distillée et 1ml de la
solution éthanolique de DPPH.

Tableau VI: Différents solution préparées pour le test.

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

v" La lecture de I'absorbance est faite contre un blanc & 517 nm.

Les mesures de l'absorbance du DPPH de nos extraits permettent de déterminer le

pourcentage d'inhibition en appliquant I'équation suivante (Koleva et al., 2002).

I (%) = {(Abs controéle - Abs échant) / Abs contréle} x 100
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I (%) : Pourcentage d'inhibition.

Abs controdlée : Absorbance du blanc.

Chapitre I: Matériel et méthodes

Abs échant : Absorbance de I'échantillon (Nos extraits).

Peser 0,008 g de DPPH a
I’aide d’une balance de
précision.

La lecture de I'absorbance
par le spectrophotometre

Agitation de DPPH
pendant 24h

Prélévement par micropipette
(Extraits + Solvant + DPPH)

Figure 27: Préparation de I’activité antioxydante.
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IV. Analyse statistiques

Les histogrammes sont tracés par le Microsoft Office Excel 2007
et les analyses statistiques ont été réalisées par le logiciel SPSS (Version 24).
Les résultats des tests effectués in vitro sont exprimés en moyenne * écart-type SD.
La différence entre les différents paramétres est déterminée par le test d’ANOVA
suivie du test de la Corrélation, ACP pour les comparaisons multiples et la détermination

des taux de signification. Les valeurs de P<0.05 sont considérées significatives.
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|. Résultats
1.1 Etude quantitative
1.1.1 Rendement d'extraction

Les résultats de rendement de I'extraction des deux organes de Centaurea

macrocephala L. (Graines et feuilles) sont représenté dans la figure 28.
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Figure 28: Histogramme représente le rendement d'extraction des deux organes de

Centaurea macrocephala L.

L’histogramme montre que le rendement d'extraction dans les deux organes est
proche, on constate que la teneur en matieres extraites est élevée dans les feuilles que les

graines.

1.1.2 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 caractérisation. Ces dernieres reposent sur des phénomeénes de précipitation ou

de coloration par des réactifs spécifiques a chaque catégorie de composés (Tableau VII).
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Tableau VII: Résultats des tests phytochimique des graines et feuilles de Centaurea

macrocephala L.

Feuilles Graines
Substances phénoliques +++ ++
Saponines - -
Tanins ++ n
Flavonoides +++ ++
Triterpénes et stéroides ++ F++
Alcaloides - -
Composés réducteurs - -
Coumarines +++ ++
Quinones libres + 4+
Anthraquinones - -
Anthocyanes ++ -

(+++) : Fortement présent ; (++) : Moyennement présent ; (+) : Faiblement présent ; (-) : test
négatif.
1.1.2.1 Substances phénoliques

Nous avons remarqué la présence de la couleur verte foncé qui indique la présence

des substances phénolique dans les deux organes de Centaurea macrocephala L.

On remarque que la teneur de ces substances est élevé dans les feuilles que les graines
(Figure 29).
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Figure 29: Résultats de test des substances phénoliques.

1.1.2.2 Saponines (Test de mousse)

L’absence de la mousse dans les deux extraits des organes indique l'absence des

saponines dans la plante étudiée (Figure 30).
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Figure 30: Résultats de test des saponines.
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1.1.2.3 Tanins

L’apparition d’une couleur vert foncée dans les graines et les feuilles du Centaurea
macrocephala L. prouve la présence des tanins, mais on remarque une teneur plus élevé dans
les feuilles (Figure 31).
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Figure 31: Résultats de test des tanins.

1.1.2.4 Flavonoides

Les résultats de test des flavonoides ont donné une couleur jaune dans les deux

organes ce qui signifie que le test est positif.

On note que la teneur des flavonoides est élevée dans les feuilles que les graines
(Figure 32).
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Figure 32: Résultats de test des flavonoides.
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1.1.2.5 Triterpenes et stéroides

Les résultats de test des triterpenes et stéroides ont montré que ces derniers sont

abondants chez les deux organes.

On a remarqué I'apparition d'une couleur verte qui se transforme au fur et a mesure
au rouge, avec une teneur importante dans les graines que les feuilles. Les resultats sont
présentés dans la photo suivante (Figure 33).
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Figure 33: Résultats de test des triterpenes et stéroides.

1.1.2.6 Alcaloides

On a remarqué l'absence d'un précipité blanc qui révele le manque des alcaloides

dans les deux organes de la plante étudiée (Figure 34).
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Figure 34: Résultats de test des alcaloides.
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1.1.2.7 Composés réducteurs (Glycosides)

Le test de composés réducteurs est négatif dans les deux organes, ce qui prouve

I'absence de ces derniers dans la plante étudiée (Figure 35).
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Figure 35: Résultats de test des composés réducteurs (Glycosides).

1.1.2.8 Coumarines

On a remarqué la présence des fluorescences dans les deux organes de Centaurea

macrocephala L. (Graines et feuille), qui signifie que le teste de coumarines est positif.

On a remarqué également que la présence des coumarines est éleve dans les feuilles

que les graines.
1.1.2.9 Quinones libres

Nous avons remarqué l'apparition d'une couleur jaune dans les graines et les feuilles,

qui preuve la présence des quinones libres dans ces dernieres.

La couleur jaune est trés importante dans les graines et faible dans les feuilles de
Centaurea macrocephala L. qui indique une teneur élevée en quinones libres dans les

graines et faible dans les feuilles (Figure 36).
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Figure 36: Résultats de test des quinones libres.
1.1.2.10 Anthraquinones

On remarque qu'il n' y a pas d’anneau rouge dans les deux organes, ce qui signifie

I'absence d'anthraquinones. Les résultats sont présentés dans la photo suivante (Figure 37).
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Figure 37: Résultats de test des anthraquinones.
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1.1.2.11 Anthocyanes

Nous avons remarqué la présence des anthocyanes dans les feuilles avec une teneur
importante et I'absence dans les graines. Les résultats sont présentés dans la photo suivante
(Figure 38).
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Figure 38: Résultats de test des anthocyanes.

1.1.3 Teneur en phénols totaux

Les analyses quantitatives des phénols totaux ont été déterminées par la méthode du
Folin-Ciocalteu. Une courbe d'étalonage de I'acide galique a été tracée afin de quantifier les

phénols totaux.

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent de I’acide gallique par

milligramme d’extrait de feuilles et graines en poudre (Figure 39).

0,4 -
0,35 - y = 0,004x + 0,025
0,3 - R?=0.97
0,25
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -
0 T T T T \
0 20 40 60 80 100

Absorbence 760nm

Concentration de acide galique pg/mi

Figure 39: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique (moyenne £ SD de trois mesures).
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Les résultats obtenus pour la teneur en phénols totaux dans les deux organes sont

représentés dans la figure 40.
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Figure 40: Teneur en phénols totaux dans les deux organes de Centaurea

macrocephala L.

D’aprés cette figure, on remarque que la teneur en phénols totaux en équivalent de
I’acide gallique chez les graines est 316,25 pg/ml et 786,6 pg/ml pour les feuilles. On

observe que les feuilles sont plus riches en phénols totaux que les graines.

L’analyse de la variance a un critéere (AVI) a révélé un effet significatif entre les
teneurs en phénols totaux des deux extrais des graines et feuilles de Centaurea macrocephala
L. (P<0,05) (Annexe I11).

1.1.4 Teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides est quantifiée par la méthode au trichlorure d’aluminium.
Une courbe d'étalonnage (Figure 41) a été réalisée avec la quercitine a une longueur

d’onde430 nm.
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Figure 41: Courbe d'étalonnage de la quercitine (moyenne + SD de trois mesures)

Les résultats obtenus pour la teneur en flavonoides

présentés dans la figure 42.
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Figure 42: Teneur en flavonoides dans les deux organes de Centaurea

macrocephala L.

Suivant la figure 42, nous enregistrons en équivalent de la quercitine 19 pg/ml MS

chez les graines et 57,6 pg/ml MS pour les feuilles. L'extrait des feuilles représentent

la teneur la plus ¢€levée en flavonoides (Figure 22). Ceci est confirmé par [“analyse
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de la variance a un critére (AV1), il se dégage alors une différence trés hautement significative
entre les teneurs en flavonoides dans les deux organes feuilles et graines (P<0,0001) (Annexe
1.

1.1.5 Teneur en tanins condensés

Des  dosages  spectrophotométriques  ont  été  effectués a  partir
des extraits éthanolique des graines et feuilles de Centaurea macrocephala L.
afin de déterminer la teneur totale en tanins. Une courbe d'étalonnage

(Figure 43) a été réalisé avec Mimoza a une longueur d’onde 580nm.

Calibration mimoza
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Figure 43: Courbe d'étalonnage de Mimoza (moyenne + SD de trois mesures).

Les résultats obtenus pour la teneur en tanins condensés dans les deux organes sont

présentés dans la figure 44.
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Figure 44: Teneur en tanins condensés dans les deux organes de Centaurea macrocephala L.

59



Partie 11 Etudes expérimentales

Chapitre 11: Résultats et discusion

D’apres cette figure, on remarque que la teneur en tanins en équivalent de mimoza

chez les graines est 9,27 pg/ml et 88,83 pg/mi

représentent la teneur la plus élevée en tanins.

L’analyse

tres hautement significatif entre

la variance

a un

critére

(AVI) a

teneurs en en

révélé

des graines et feuilles de Centaurea macrocephala L.(P<0,0001) (Annexe I11).

1.2 Activités biologiques des graines et feuilles de Centaurea macrocephala L.

pour les feuilles. Les extraits des feuilles

un effet

tanins des deux extrais

1.2.1 Activite antibactérienne des graines et feuilles de Centaurea macrocephala L.

L’activité antibactérienne des extraits des graines et feuilles de

Centaurea

macrocephala L. vis-a-vis les trois souches pathogénes a été évaluée selon la méthode de

diffusion sur gélose avec 1’utilisation de I’antibiotique Gentamicine comme témoin positif et

I'éthanol comme témoin négatif.

Les résultats de D’activité antibactérienne des extraits éthanolique des graines et

feuilles de Centaurea macrocephala L. sont résumés dans le tableau VII1.

Tableau VI11: Diamétres des zones d’inhibition des graines et feuilles de C. macrocephala L.

Les Souches Dilutions Zones d’inhibition (mm) Témoin | Témoin
_ _ () (+)
Graines Feuilles
SM 24,86 + 1.06 19,96 £ 0.29
T 23,72+ 0,38 21,72+ 1,80 Gn
Bacillus cereus 18.36
TV, 23,17 + 0.46 21,86 +2.13 21.80
T% 2297 +1.54 26,64 + 0,58
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SM 25,02 + 1,74 17,98 + 1,56
T 24,54 + 0,17 20,23 + 0,74 Gn
Micrococcus luteus 23.31
T 22,81 +1,32 18,52 + 0,00 22.65
T Y% 22,56 + 1,48 21,07 + 0,65
SM 21,56 + 1,98 1921 + 1,42
salmonella T 23,80 + 1,98 20,40 + 0,18 Gn
_ 23.52
gallinarum TY 24,00+ 0,26 21,75+ 1.27 23.22
T Y% 23,80 + 1,53 18,53 + 0,00

D’apres le tableau VIII, la zone d’inhibition de témoin positif I'antibiotique
(Gentamicine), posséde un pouvoir inhibiteur trés éleve avec 22,65mm de diamétre contre
Micrococcus luteus (ATCC27141), 21,8mm contre Bacillus cereus (ATCC10987) et 23,22
mm contre Salmonella gallinarum (ATCC700623) par rapport aux témoin négatif (Ethanol)
qui posséde un pouvoir inhibiteur trés élevé avec 23,31mm de diametre contre Micrococcus
luteus (ATCC27141), 18,36 mm contre Bacillus cereus (ATCC10987) et 23,52 mm contre
Salmonella gallinarum (ATCC700623).

Nous avons remarqué que la souche Bacillus cereus est sensible a 1’extrait éthanolique
des graines et feuilles de C.macrocephala L. avec un diametre de zone d’inhibition dans les
graines de (6,5mm) avec la solution meére, tandis que les dilutions %2 , % et % ont donné des
zones moins importantes avec les diamétres suivants (5.36 mm, 4.81 mm et 4.61 mm)
respectivement, et dans les feuilles une zone de (8.28 mm) avec la dilution ' , et des zones
moins importantes (1.6 mm, 3.36 mm et 3.48 mm) sont enregistrés pour les trois dilutions

SM, % et ¥ (Figure 45).
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B.cer.Cm.Gr T.B.cereus

B.cer.Cm.Fl

Photo 45: Pouvoir antibactériennes des extraits des graines et feuilles et le témoin de

B.cereus.

Pour la souche B.cereus I’analyse de la variance a un critére a révélé un effet
significatif contre les extrais des feuilles de Centaurea macrocephala L. (P>0.05) (Annexe
).

La souche Micrococcus luteus a monté une résistance moins importante a I'extrait des
graines pour la solution mere et la dilution T% avec des diamétres des zones d’inhibition de
1,71mm et 1,23mm respectivement, par contre elle est insensible a I'extrait des graines pour
les dilutions ¥s et % et toutes les dilutions de I'extrait des feuilles (Figure 46).
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M.lut.Cm.Gr T.M.luteus

Figure 46: Pouvoir antibactériennes des extraits des graines et feuilles et le témoin de

M.luteus.

Pour la souche M.luteus, 1’analyse de la variance a un critére a révélé un effet non
significatif contre les extrais des feuilles de Centaurea macrocephala L. (P>0.05)
(Annexe 111).

D'autre part Salmonella gallinarum a monté une résistance moins importante a I'extrait
des graines pour les dilutions Y2, % et Y avec des diamétres de (0,28mm, 0,48mm et 0,28mm)
respectivement, par contre elle s’avere insensible & la solution mére (SM) de I'extrait des

graines et toutes les dilutions de [lextrait des feuilles (Figure 47).
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S.gal.Cm.Gr T.S.gallinarum

S.gal.Cm.FI T.S.gallinarum
: C

Pl

Figure 47: Pouvoir antibactériennes des extraits des graines et feuilles et le témoin de

S.gallinarum.

Pour la souche S.gallinarum I’analyse de la variance a un critére a révélé un effet non
significatif contre les extrais des feuilles de Centaurea macrocephala L. (P>0.05)
(Annexe I11).

1.2.2 Activité anticoagulante des graines et feuilles de Centaurea macrocephala L.

Lors de cette étape, la capacité anticoagulante des extraits polyphénoliques des graines
et feuilles de Centaurea macrocephala L. vis-a-vis de la voie exogéne de la coagulation par le

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

64



Partie 11 Etudes expérimentales Chapitre 11: Résultats et discusion

On a utilise le test 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 ’activité anticoagulante sont regroupés dans le

tableau IX.

Tableau IX: Résultats de l'activité anticoagulante des graines et feuilles de Centaurea
macrocephala L.

100% 50% 25% Témoin
Feuilles (s) 65,55 + 2,27 23,30 £ 2,30 19,18 + 0,53 18,29
Graines (s) 47,52 £ 2,04 43,04 £ 0,63 21,03 + 2,47 18,29
Signification(AV1) ,001 ,000 274

La moyenne des résultats réalisés sur 3 éssais+SD.

D’aprés le tableau IX, on peut remarquer 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.

Pour les résultats d’extraits polyphénoliques des feuilles, on note qu’ il y a un
allongement plus important de TQ de I’ordre de (47,26s) pour la concentration 100% en
comparant a celui du témoin (18,29 s) et un allongement moins important de TQ de ’ordre de
(5,01s et 0,89s) pour les concentrations 50% et 25% respectivement.

Par ailleurs, pour les extraits polyphénoliques des graines on observe que les
allongements de TQ les plus élevés sont enregistrés pour les concentrations 100% et 50%
avec l'ordre de 29,23s et 24,75s et un allongement moins important de TQ de 1’ordre de 2,47s
pour la concentration 25%.

En comparant le TQ des extraits des graines et feuilles, on remarque
que l’effet anticoagulant des feuilles est relativement élevé pour la concentration
100% par rapport aux graines, et un effet anticoagulant élevé  pour
les concentration 50% et 25% dans la graines que les feuilles (Figure 48).
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Figure 48: Evaluation de TQ des extraits polyphénoliques des graines et feuilles de

Centaurea macrocephala L.

Cet histogramme représente une variabilité entre les quatres concentrations. L’étude
statistique qui sont basées sur I’analyse de la variance a un critére qui révele une différence
tres hautement significative pour la concentration 100% et hautement significative pour
la concentration 50% des graines et feuilles (P<0,01), et non significatif pour la concentration
25%.

1.2.3 Activité antioxydante des graines et feuilles de Centaurea macrocephala L.

L’activité antioxydante des extraits de Centaurea macrocephala L. par rapport au
standard (BHA) vis-a-vis le radical DPPH ; a été évaluée a I’aide d’un spectrophotometre en
suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette
a la couleur jaune mesurable a 515nm. Cette capacité de réduction est déterminée par une

diminution de 1’absorbance induite par des substances antiradicalaires (Majhenic et al.,
2007).

Les résultats obtenus par ce test permettent de tracer
les graphes de la variation du pourcentage d’inhibition en  fonction
de la concentration pour les deux extraits (Graines et feuilles) de Centaurea
macrocephala L.(Figure 49).
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Figure 49: Variation du pouvoir d’inhibition en fonction de la concentration des extraits
éthanoliques des graines et feuilles de Centaurea macrocephala L. ainsi que le BHA

(Standard) (Les valeurs représentent la moyenne de trois répétitions £+ SD).

Ces courbes montrent que le pourcentage d’inhibition des deux extraits réduit avec
I’augmentation de la concentration des extraits, au contraire pour le standard (BHA) le

pourcentage d’inhibition augmente avec 1’augmentation de la concentration.

L’analyse de la variance a un critére a révélé une différence trés hautement

significative entre les extrais de Centaurea macrocephala L. (Annexe I11).

Selon Villafio et al. (2007), La valeur d’ECso est inversement liée a la capacité
antioxydante d’un composé, comme elle exprime la quantité de ’antioxydant nécessaire pour
diminuer 50% de la concentration du radical. Plus ECso est faible plus I'activité antioxydante
d'un composé est élevée. Les résultats obtenus a partir de ce test sont regroupés dans le

tableau X. Les valeurs des ECso sont exprimees en (g/ml).

Tableau X: EC50 d’activité antioxydants de Centaurea macrocephala L.

Organes Activite antioxydante (test
DPPH) ECsgq (g/ml)
Graines 0,57
Feuilles 0,08
HBA 0,36
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D’aprés le tableau X, les résultats de ce test ont montré un pouvoire antioxydante

important dans les feuilles avec une reduction de 50% des radicaux libres les polyphénols des

feuilles de Centaurea macrocephala L. (EC5¢=0,08 g/ml), et le moins importanteest dans les

graines (EC50=0,57 g/ml).

En comparant le pouvoir antioxydant des deux organes avec le BHA on peut
indiquer que les feuilles de Centaurea macrocephala L. sont des antioxydants de valeur,

vu que le pouvoir est trés important par rappot aux temion positif.

I1. Discussion

On a préparé les extraits des graines et feuilles de la plante Centaurea macrocephala
L. par macération hydro-éthanolique durant (cing jours) a l'obscurité et une température

ambiante.

Le rendement d’extraction, exprimé en pourcentage par rapport au poids total de la
poudre de Centaurea macrocephala L. montre que 1'éthanol et 1’eau distillée fournissent une
proportion plus élevée en matiéres extraites dans les feuilles avec la valeur de (31%) et
moins importante dans les graines avec la valeur de (25%). Nos résultats sont inférieure a ce
trouvés par (Bendilmi et Boussouar, 2018), qui ont trouvé les valeurs suivantes (49,4%
pour les graines et 38,2% pour les feuilles), cette différence peut étre expliquée par la
méthode et la durée de séchage, selon (Romero, 2004 ; Seidel, 2005; Marston et
Hostettmann, 2006) 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.

La différence entre le rendement d'extraction décrit dans la littérature peut étre attribué
a plusieurs facteurs a savoir la méthode d’extraction et la méthode de quantification. Par
ailleurs, les facteurs climatiques et environnementaux (la zone géographique et la sécheresse),
la période de la récolte et le stade de développement de la plante peuvent egalement

influencer 1’estimation de la teneur en polyphénols et en flavonoides (Locatelli et al., 2010).

Aprés I’extraction nous avons realisé I'examen phytochimique des graines et feuilles

de Centaurea macrocephala L. qui a montré la présence des composés bioactives
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suivants : les substances phénoliques, tanins, flavonoides, triterpenes et stéroides,

coumarines, quinones libres dans les deux organes et les anthocyanes dans les feuilles.

Des recherches ont été effectué par Shoeb et al. (2007) ont montré la présence des

lignines dans la parties aériennes de Centaurea macrocephala L.

Plusieurs études phytochimiques sur le genre Centaurea ont révélé la présence des
flavonoides (Djeddi et al., 2008; Seghiri et al., 2009 ; Mouffok et al., 2012) , coumarines
(Erel et al., 2010 ; Takeli et al., 2011), alcaloides (Shoeb et al., 2005 ; Shoeb et al., 2006)
et les lactones sesquiterpeniques (Djeddi et al., 2008; Ayad et al., 2012). Ces résultats sont
tres proches des notre. Les alcaloides sont absents dans les deux extraits que nous avons
étudié ceci peut étre justifiée par les différents climats d’ou ces plantes ont été prélevées. Ces

principes actifs sont connus par leurs effets toxiques (Bruneton, 2009).

En outre, ce screening phytochimique corrobore celui effectué par Jansen (2007) ;
Bruneton (2005) mentionne, chez Centaurea cyanus, la présence des flavonoides, tanin

catéchiques.

Par ailleurs, une étude récente réalisée par Barkat et al. 2017 concernant le screening
phytochimique des tissus végétaux de Centaurea nigra a montré la présence de divers
composés tels que les anthraquinones, stérols et triterpénes, flavonoides, tanins, saponosides
et les quinones, et I'absence des alcaloides, anthraquinones et les anthocyanes, ces résultats
sont trés proches des notre.

Des recherches ont été effectué par (Mouffok , 2011) ont permis d’isoler 9 composés
naturels appartenant a trois classes de métabolites secondaires qui sont les flavonoides,
triterpénoides et stéroides. Ces composés se repartissent comme suit : quatre flavonoides de
type flavone, un flavonoide de type flavonol, un triterpéne pentacyclique a squelette lupane,
un triterpene pentacyclique a squelette ursane, deux stéroides dont un glycosylé. Ceci

confirme nos résultats.

L'étude réalisée par Ayad (2013) sur Centaurea melitensis L. a permis d'isoler trois

flavonoides aglycones et un acide phénolique.

D’aprés le screening phytochimique réalisé sur les graines et feuilles de Centaurea

macrocephala L. on a remarqué sa richesse en certains principes bioactifs, qui ont des effets
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bénéfique sur la santé comme [lactivités antibactérienne, antioxydants, anticoagulant

et antifongiques.

Les teneurs en phénols totaux, flavonoides et tanins des extraits éthanoliques (feuilles
et graines) exprimées en pg d'équivalent d'acide gallique, quercitrine et Mimoza par mg
d'extrait (ugEQ/mg d’extrait) respectivement, se different selon le dosage et I'organe.
Le dosage des phénols totaux a montré des teneurs importants dans les deux organes par

rapport aux flavonoides et tanins.

Solen Azzouzi et al. (2016) qui a realisé des dosages quantitatifs des polyphénols
totaux et en flavonoides sur les extraits de C. choulettiana. Il a révélé que les deux extraits
(AcOEt et n BuOH) des feuilles présentent les quantités les plus élevées en polyphénols
(325,81 mg EAG/g d'extrait et 176,91 + 0,003 mg EAG/g d'extrait) respectivement.
Ces mémes extraits (AcOEt et n-BuOH) présentent les teneurs les plus élevées en flavonoides
(263,73 = 0.004 mg EQ/ g d’extrait et 145,20 = 0,001 mg EQ/ g d’extrait) respectivement.
Ces résultats sont trés proches des notre.

D'autre études ont montré que plusieurs facteurs peuvent influer la teneur en
composés phénoliques, tels que des facteurs géographiques, climatiques, génétiques, ainsi que

le degré de maturation de la plante et la durée de stockage (Aktumsek et al., 2013).

L’analyse de la corrélation entre tous les paramétres d’étude (Annexe 1V) a montré
des corrélations négatives, significatives et hautement significatives. Une corrélation
hautement significative entre la teneur en tanins condensés et la teneur en flavonoides
(R?=0,9957). Le coefficient de corrélation (R*=0,876") indique une corrélation significative
entre la teneur en matiéres extraites et la teneur en tanins condenses. Une corrélation
hautement significative entre la teneur en flavonoides et la teneur en tanins condensés
(R?=0,9957).

Une corrélation négativement forte pour la teneur en phénols totaux et la teneur en
tanins condensés, faible pour la teneur en  matiéres extraites (R?= -0,911""; R*= -0,687)

respectivement.

Une corrélation significative entre la teneur en tanins condensés et la teneur en

flavonoides et la teneur en matiéres extraites (R>=0,876"; R?=0,875") respectivement.
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Suite aux different résultats de I'activité antibactérienne illustrés dans le tableau V111,
I’action antibactérienne se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour de disque.
On remarque que le diamétre de la zone d’inhibition différe selon I'organe de Centaurea
macrocephala L. (Graines ou feuilles), la concentration appliquée et la souche bactérienne

testée.

Selon nos resultats des dosages et des testes ont montré la présence des polyphénols,
et d'aprés Cowan (1999) les polyphénols sont les principaux composes antimicrobiens des
plantes possédants des modes d’action divers et des activités inhibitrices et 1étales vis-a- vis

un nombre important de microorganismes.

Notre étude a montré que les extraits des graines et feuilles de Centaurea
macrocephala L. ont produit des zones d’inhibitions vis-a-vis & toutes les bactéries étudiées
avec des valeurs variées (Bacillus cereus, Micrococcus luteus et Salmonella gallinarum). Ceci
est d0 a la présence des flavonoides et selon Shan et al. (2007) les flovonoides ont une

activité antibactérienne puissante).

La sensibilité de la souche Bacillus cereus et Micrococcus luteus aux extraits de
Centaurea macrocephala L. peut s’expliquer aussi par la probabilité de sensibilité des
bactéries a Gram positif aux changements environnementaux externes, tels que la
température, le pH du milieu et la composition chimique des extraits naturels dus a I'absence
de la membrane externe (Balentine et al., 2006).

La résistance des deux souches Micrococcus luteus et Salmonella gallinarum aux
extraits des feuilles de Centaurea macrocephala L. peut étre attribuée a I’incapacité de 1’agent
antibactérien de diffuser uniformément dans I'agar (Hayouni et al., 2007). Aussi la mauvaise
solubilité¢ de I’extrait dans 1’éthanol pourrait expliquer dans une certaine mesure son action

inactive a I’égard des souches testées.

Plusieurs travaux ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries Gram positif
par rapport aux Gram négatif (Turkmen et al., 2007 ; Falleh et al., 2008), Ceci peut
s’attribuer a la différence dans les couches externes des bactéries Gram négatif et Gram

positif.

L’étude réalisée par Tekeli et al. (2011) sur I’activité antibactérienne des organes de
Centaurea sp (C. balsamita, C. calolepis, C. cariensis et maculiceps, C. cariensis et

microlepis,) a montré un effet bactérien contre quatre bactéries (Escherichia coli, Bacillus

71



Partie 11 Etudes expérimentales Chapitre I1: Résultats et discusion

cereus, Salmonella enteritidis et Staphylococcus aureus) en utilisant la technique de
microdillution. C. cariensis ssp. microlepis présentait un effet antimicrobien sur tous les

microorganismes testés.

Ces études et d’autres recherches antéricures (Barrero et al., 2000; Skaltsa et al.,
2000 ; Karioti et al.,, 2002; Saroglou et al. 2005) ont révelé que les activités
antimicrobiennes et antifongiques de Centaurea sont principalement dues a leur teneur élevéee
en lactones sesquiterpéniques. Bien plus, les composés phénoliques contenant des groupes
hydroxyle possédent une meilleure activité antibactérienne (Mori, 1987), alors que l'activité
antifongique était attribuée a I'absence de groupes polaires (Robles et al., 1995; Picman et
al., 1995).

Toutefois, les produits des métabolites secondaires contenant de I'oxygene, tels que les
phénols, tendent a afficher une forte activité antimicrobienne (Ultee et al., 2002), selon
(Cowan, 1999) les composés terpéniques expriment des effets contre les bactéries et les
stérols sont connus pour leurs efficacités a baisser le cholestérol.

Certes les extraits éthanoliques de C.macrocephala L. renferment une quantité
appréciable de polyphénols qui sont connus par leur activité antimicrobienne mais les souches
M.luteus et S.gallinarum sont insensible aux extraits des feuilles de C.macrocephala L. ces
résultats peuvent étre expliqué par la présence des flavonoides qui sont des agents capables

de déprimer I’activité antimicrobienne des extraits (Surveswaran et al., 2007).

En ce qui concerne la sensibilité des souches vis-a-vis a I’antibiotiques (Gentamicine)
et I'éthanol, rapporte les valeurs en mm des zones d’inhibitions manifestées par 1’antibiotique

(Gentamicine) sur les différentes souches étudiées.

Les trois souches sont sensibles a la Gentamicine et I'éthanol, la souche
Salmonella gallinarum se révele la plus sensible, tandis que la souche

Micrococcus luteus est plus sensible que la souche Bacillus cereus.

L’analyse de la corrélation entre tous les parametres d’étude a montré une corrélation
significative entre ['activité antibactérienne de la souche M.luteus (Soulution meére

et la dilution %) et la teneur en matiéres extraites (R*=0,892"; R?=0,896") respectivement.

Une correlation négativement forte entre l'activité antibactérienne de la souche

M.luteus (soulution mére et la dilution %2) et la teneur en tanins, flavonoides et la teneur en
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matiéres extraites (R%m=-0,933", R%,=-0,979" ; R%n=-0,928"" R%,=-0,965; R%s»=-0,820",

R?,=-0,930 " )respectivement.

Une corrélation hautement significative entre I'activité antibactérienne de la souche

S.gallinarum (Dilution %) et la teneur en phénols totaux (R%=0,9717).

Selon les résultats de I'activité anticoagulante illustrés dans le tableau IX et présenté
par I’histogramme (Figure 48), on remarque que l’effet anticoagulant des feuilles est

relativement élevé par rapport aux graines.

Nos résultats de Il'activité anticoagulante obtenues avec 1’extrait éthanolique ont été
comparé avec ceux trouvés par (Bendilmi et Boussouar, 2018), qui ont trouve les valeurs
suivantes (TQ de 1'ordre de 12s ; 8,33s pour les concentrations 100% et 50% et un
allongement moins important de TQ de ’ordre de 4,33s ; 2 s pour les concentrations 75 % et
25 % de I’extrait polyphénoliques des graines et un allongement de TQ de ’ordre de 13 s ;
3,335; 1,66 s ; 0,66s pour les concentrations 100%, 50%, 75 % et 25 %) respectivement, on a
remarqué que nos résultats sont plus élevé ceci peut etre explique par la teneur en phénols

totaux importante dans nos resultats par rapport a celle de (Bendilmi et Boussouar, 2018), .

Selon Rouba (2012) qui a réalisé I'activité anticoagulante des graines de Nigella sativa
L. sur la voie exogene a montré une activité anticoagulante importante cela est due a la teneur
importante en phénols totoaux et en flavonoides ces études confirment nos résultats vue la

richesse de notre plante en phénols totaux et en flavonoides.

Une corrélation hautement significative entre la teneur en tanins et phénols totaux et
le TQ pour la concentration 50%(R? =0,978""; R? =0,944"") respectivement. Une corrélation
négativement forte entre la concentration 100% de I'activité anticoagulante et la teneur en
phénols totaux (R*=-0,946"") (Annexe 1V).

Les coefficients de corrélation (R® =0,927""; R? =0,917") indique une corrélation
hautement significative entre le TQ de la concentration 50% et l'activité antibactérienne de

la souche M.luteus et S.gallinarum pour la dilution ¥ respectivement (Annexe V).

Les résultats de l'activité antioxydante illustrés dans la figure 49 et le tableau X sont
confirmée par les travaux de Aktumsek et al. (2011) qui ont examiné les concentrations

totales des composés phénoligues, flavonoides et le potentiel antioxydant de cing especes de
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Centaurea (C. kurdica, C. rigida, C. amanicola, C. cheirolopha et C. ptosimopappoides) de la
flore de Turquie. lls ont rapporté que tous les extraits avaient des activités antioxydantes
significatives. Zengin et al. (2011) ont évalué I'activité anti-oxydante de I'extrait
méthanolique de trois Centaurea sp. en utilisant les dosages suivants: dosage du
phosphomolybdéne, activité de piégeage des radicaux libres (dosage DPPH), dosage du
blanchiment béta-carotene / acide linoléique, dosage du fer (I11) et de la réduction cuivrique.
C.pulchella présentait la plus forte capacité anti-oxydante comparée aux deux autres

Centaurea sp. comme suit : C. pulchella> C. patula> C. tchihatcheffii.

L’étude de Azzouzi et al. (2016) sur ’activité antioxydante de C. choulettiana, elle a
réalisé deux extraits différents (EtOAcC et n-BuOH) et les résultats comme suite avec 1’extrait
AcOEt des feuilles présente un pourcentage d'inhibition important (94,29%) comparativement
a ’acide ascorbique utilis¢ comme standard (96,54%) et ceci a la méme concentration de 100

ug/ml. Ceci confirme nos résultats.

Ces résultats sont en bon accord avec les données du dosage des phénols totaux et des
flavonoides qui montrent une richesse remarquable de I'extrait éthanolique des graines et
feuilles de Centaurea macrocephala L. avec ces composés .Ceci confirme également les
résultats de nombreuses études qui ont pu établir une relation étroite entre la structure
chimique des composés phénoliques et leur capacité a piéger les radicaux libres (Marfak,
2003).

L’analyse de la corrélation entre tous les paramétres d’étude a montré une corrélation
hautement significative entre l'activité antioxydante et le TQ pour la concentration 100%
(R?=0,975").

Une corrélation hautement significative entre l'activité antioxydante et la teneur den
tanins condensés et des flavonoides avec la valeur (R?=0,9997), on signale aussi une
corrélation significative entre l'activité antioxydante et la teneur en matieres extraites
(R?=0,887").
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Ces derniéres années, il y a eu un intérét croissant pour l'utilisation des antimicrobiens
et des antioxydants naturels. De nombreux chercheurs ont été intéressés par les composés
biologiquement actifs isolés des extraits des plantes, pour le développement de nouveaux

agents thérapeutiques utilisé pour soigner plusieurs maladies.

Centaurea macerocephala L. a envahi les surfaces des grandes cultures surtout des
ceréales, ce qui nous a permis de choisir cette espece comme plante d'étude afin d'extraire des

composeés bioactifs.

L'analyse quantitative des graines et feuilles de Centaurea  macrocephala L. a
révélé un rendement important en matiere extraite dans les feuilles que les graines, les
résultats de 1’étude phytochimique confirme la richesse de Centaurea macerocephala L. en
métabolites secondaires a savoir les flavonoides, tanins, composés phénoliques, quinones
libres, triterpénes et stéroides, coumarines et les anthocyanes, qui sont bien connues pour leur

grande importance en activités biologiques.

L’étude des dosages des composés phénoliques (phénols, flavonoides totaux et tanins
condenses) a montré une richesse en phénols totaux des graines et feuilles respectivement

avec les valeurs de 316,25 ug/mg et 786,6 ug/mg par rapport au flavonoides et tanins.

Les résultats de 1’étude phytochimique confirme la richesse de Centaurea
macerocephala L. en métabolites secondaires a savoir les flavonoides, tanins, composés
phénoliques, quinones libres, triterpénes et stéroides, coumarines et les anthocyanes, qui sont

bien connues pour leur grande importance en activités biologiques.

L’¢évaluation du pouvoir antibactérien de deux extraits a été testée sur trois souches
bactériennes (B.cereus, S.gallinarum et M.luteus), indique une forte activité contre B.cereus
et une activité antibactérienne moins importante contre S.gallinarum et M.luteus pour les

graines, tandis que l'extrait des feuilles a été inactif vis-a-vis de S.gallinarum et M.luteus.

L’activité anticoagulante des extraits a été évaluéee par le test de taux de
prothrombine (TP), les résultats ont montré que les deux extraits de C.macrocephala L.
présente une bonne activité sur la vois exogéne de la coagulation, avec une allongement du

temps importante dans les feuilles (TQ de 47,26s) que les graines (TQ de 29,23s).
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L'évaluation de D’activité antioxydante de C.macrocephala L. par la méthode du
piégeage du radical libre DPPH. L'extrait éthanolique des feuilles a presenté I'effet le plus
puissant vis-a-vis du radical libre DPPH avec (ECs5,=0,08 g/ml).

Une coefficients de corrélation importante positive a été signalé entre les teneurs en

flavonoides et tanins condensés et la température. (R?= 0,957 ; R°=0,886) respectivement

Trés peu travaux faites sur I’évaluation des activités biologiques et la recherche
des substances naturelles biologiquement actives de Centaurea macrocephala L. in-vitro,
nos resultats constituent une premiere étape dans il serait toutefois intéressant
d’approfondir les explorations phytochimiques et biologiques de cette plante afin d’isoler les
molécules responsables de ces activités testées, ce qui permettra le développement des
agents thérapeutiques a base des plantes. Aussi, permettent d'ouvrir de nouvelles

perspectives pour d'autre études dans le future, telle que :

- L'évaluation de I'activité antifongique et anti-inflammatoire.
- Tester ces extraits in vivo.
- Tester I'effet insecticide.

- Identifier les molécules responsables des activités.
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Annexe | : Matériel de laboratoire.

Tableau I : Le matériel de laboratoire.

Les verreries Solvants
- Pipettes - Ethanol (C2H60)
- Bécher - Eau distillée
- Spatule - Chlorure de fer (FeCI3)
- Pipettes pasteure - Acide chlorhydrique(HCI)
- Micro pipette -Acide sulfurique (H2SO4)
- Boites de pétries - Hydroxyde I’ammonium (NH4OH)
- Tubes a visse - Hydroxyde de sodium (NaOH)
- Flacons - Folin-Ciocalteu
- Erlenmeyer - Acide gallique
- Entonnoir
- Papier filtre
- Papier film

- Papier d*aluminium
- Papier Whatmann

- Eprouvette

- Eppendorf

» Reéactifs utilisés
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 l'obtention de 100 ml de

la solution.
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> Appareillage :
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Autoclave

PH metre

Bec benzéne

Chambre UV
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Agitateur

Etuve

Centrifugeuse
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Annexe Il : Les zones d’inhibition avec 3 répétitions

Tableau I : Les zones d’inhibition avec 3 répétitions des graines.

Les souches

Zones d'inhibition des graines (mm)

Test /v T1/2 T1/4 T1/8 Témoin
Test 1
26,28 244133333 21,42 22,93 23,01
Micrococcus | Test 2
23,0333333 24,75 24,046666 | 20,936666 23,17
luteus
Test 3
25,7533333 | 24,4766667 22,99 23,836666 | 23,766666
Test 1
23,24 22,27 24.233333 22,27 22,23
Salmonella | Test2
gallinarum 22,0833333 23,8 24,06 23,8 26,22
Test3
19,38 25,3466667 23,72 25,346666 22,12
Test 1
25,19 23,9633333 22,66666 21,443333 17,89
Bacillus
cereus Test2
25,7233333 | 23,2833333 23,56 2453333 18,09
Test3
23,67 23,92 23,31 22,94 19,100001
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Tableau Il : Les zones d’inhibition avec 3 répétitions des feuilles.

Les souches

Zones d'inhibition des feuilles (mm)

Test
SM T1/2 T1/4 T1/8 Témoin
Test 1 1889 | 20,666666 | 1852 | 21.336666 | 23,01
M'ﬁzﬁga‘gcus Test2 | 16,176666 | 19.373333 21553333 | 2317
Test 3 1889 | 20.666666 2033 | 23.766666
Test 1 20,58 2032 | 20386666 | 1853 22.23
Salmonella
gallinarum | Test2 | 19,313333 | 20,616666 | 22,903333 26.22
Test3 | 17743333 | 2029 | 22.036666 2212
Test 1 20,3 22093333 | 1945 | 26.966666 | 17,89
Bacillus
cereus Test 2 19.72 22,53 2351 | 25966666 | 18,09
Test3 | 19,883333 | 19.663333 | 22.633333 | 26,996667 | 19,100001
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Annexe Il : Analyse statistique de la teneur en polyphénols, I’activité antibactérienne,
activité anticoagulante, activité antioxydante et le dosage.

ANOVA
Somme | ddl Carré F Sig.
des moyen
carres
Activité Inter- 487,802 1 487,802 | 107,279 | ,000
Anticoagulante groupes
100% Intragroupes | 18,188 4 4,547
Total 505,990 5
Activité Inter- 584,501 1 584,501 | 82,159 | ,001
Anticoagulante groupes
50% Intragroupes | 28,457 4 7,114
Total 612,959 5
Activité Inter- 5,134 1 5,134 1,604 274
Anticoagulante groupes
25% Intragroupes | 12,800 4 3,200
Total 17,934 5
Activité Inter- ,000 1 ,000
Anticoagulante groupes
Témoin Intragroupes | ,000 4 ,000
Total ,000 5
ANOVA
Sl Carré
des ddl F Sig.
] moyen
carrés
Inter- 004 1 004 | 825,806 | ,000
groupes
Activité
Antioxydante temps
30min C=0.1ml Intragroupes | ,000 4 ,000
Total ,004 5
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Inter- 005 005 | 407,042 | 000
groupes
Activité
Antioxydante temps
30min C=0.2ml Intragroupes ,000 ,000
Total ,005
Inter- 024 o024 | 2198211 440
groupes 5
Activité
Antioxydante temps
30min C=0.3ml Intragroupes | ,000 ,000
Total ,024
Inter- 026 026 | 302809 009
groupes 1
Activité
Antioxydante temps
30min C=0.4ml Intragroupes | ,000 ,000
Total ,026
inter 019 019 | 2907921 400
groupes 5
Activité
Antioxydante temps
30min C=0.5ml Intragroupes ,000 ,000
Total ,019
Inter- 019 019 2298,42 000
groupes 0
Activité
Antioxydante temps
30min C=0.6ml Intragroupes ,000 ,000
Total ,019
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ANOVA
Somme,des 4d| Carré = Sig.
carreés moyen
Inter- 74,272 1 74,272 | 27,056 | ,007
_ ) groupes
Antibacterienne Intradroune
M.luteus SM gs PE1 " 10,980 4 2,745
Total 85,252 S
Inter- 27,879 1 27,879 | 94571 | ,001
_ ) groupes
Antibacterienne Intragroune
M.luteus 1/2 gs Pl 1179 4 295
Total 29,058 S
Inter- 13,860 1 13,860 7,935 ,106
_ ) groupes
Antibacterienne Intradroune
M.luteus 1/4 gs PE1 3404 2 1,747
Total 17,354 3
Inter- 3,350 1 3,350 2,550 | ,186
_ ) groupes
Antibacterienne Intradroune
M.luteus 1/8 i P 5954 4 1,314
Total 8,604 S
Inter- 000 1 ,000 ,000 | 1,000
_ ) groupes
Antibacterienne Intragroune
M.luteus T gs P 636 4 ,159
Total ,636 S
_ ) groupes
Antibacterienne Intragroune
S.gallinarum SM i PE1 11,887 4 2,912
Total 20,210 S
Inter- 17.306 1 17,306 | 14,427 | ,019
_ ) groupes
Antibacterienne Intraaroune
S.gallinarum 1/2 gs P 4,798 4 1,200
Total 22,104 5
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— 7.452 7452 | 8753 | 042
. _ groupes
Antibacterienne Intragroune
s.gallinarum 1/4 gs PE1 3405 851
Total 10,857
Inter- 20,874 20,874 | 8820 | 097
. . groupes
Antibacterienne Intragroue
s.gallinarum 1/8 gs Pel 4733 2,366
Total 25 607
AL 000 000 000 | 1,000
. _ groupes
Antibacterienne Intragroune
s.gallinarum T i PE1 21808 5,457
Total 21,828
Inter-
nter 35,917 35917 | 58,658 | 002
. _ groupes
Antibacterienne Intragroune
B.cereus SM i P15 449 612
Total 38.366
LES 5.960 5960 | 3507 | 134
. . groupes
Antibacterienne Intragroupe
B.cereus 1/2 gs PE 6797 1,699
Total 12,757
AL 2592 2592 | 1,085 | 356
. _ groupes
Antibacterienne Intragroupe
B.cereus 1/4 i P&l 9553 2 388
Total 12,145
LS 20,216 20216 | 14,802 | 018
. . groupes
Antibacterienne Intragroue
B.cereus 1/8 gs P& 5463 1,366
Total 25 678
AL 000 000 000 | 1,000
. _ groupes
Antibacterienne Intragroupe
B.cereus.T gs P& 1683 421
Total 1,683
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ANOVA
Somme,des " Carré F Sig.
carrés moyen
Inter- 342 1 342 107927,5 000
groupes 79
Teneur en Tanins | Intragroup 000 4 000
es
Total 342 5
ANOVA
Somme,des 4d| Carré F Sig.
carrés moyen
| -
nter 253 1 253 | 408233 | 000
groupes
UG ElL Intragroupe
Flavonoides i P ,002 4 ,001
Total ,255 5
ANOVA
Somme,des qdl Carré F Sig.
carrés moyen
Inter- 1,840 1 1840 | 18948 | 012
) groupes
Teneur en phénols Intragroupe
Totaux gs PEl 389 4 097
Total 2,229 5
Annexes 1V: Corrélations entre les parametres quantitatifs.

Corrélations A.A.100 A.A50 A..A.25 AAT
A.Antibac. | Corrélatio | -,914" 885" 0,674 P
M.luteus.SM n de

Pearson
Sig. 0,011 0,019 0,142
(bilaterale)
N 6 6 6 6
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A.Antibac | Corrélatio | -,938" 948" 0,535
M.luteus.1.2 n de
Pearson

Sig. 0,006 0,004 0,274
(bilatérale)

N 6 6 6

A.Antibac. | Corrélatio -0,860 0,910 -0,054
M.luteus.1.4 n de
Pearson

Sig. 0,140 0,090 0,946
(bilatérale)

N 4 4 4

A.Antibac. | Corrélatio -0,741 0,626 0,400
M.luteus.1.8 n de
Pearson

Sig. 0,092 0,184 0,432
(bilatérale)

N 6 6 6

A.Antibac. | Corrélatio 0,012 -0,061 -0,358
M.luteus.T n de
Pearson

Sig. 0,982 0,909 0,486
(bilatérale)

N 6 6 6

A.Antibac. | Corrélatio -0,612 0,661 0,723
S.gallinarum n de
SM Pearson

Sig. 0,196 0,153 0,104
(bilatérale)

N 6 6 6

A.Antibac | Corrélatio | -,914" 882" 0,127
S.gallinarum n de
1.2 Pearson

Sig. 0,011 0,020 0,811
(bilatérale)

N 6 6 6

A.Antibac | Corrélatio | -0,808 862" 0,444
S.gallinarum n de
1.4 Pearson

Sig. 0,052 0,027 0,378
(bilatérale)

N 6 6 6
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A.Antibac Corrélatio -0,941 0,900 -0,027
S.gallinarum nde
1.8 Pearson

Sig. 0,059 0,100 0,973
(bilatérale)

N 4 4 4

A.Antibac | Corrélatio -0,004 0,115 -0,387
S.gallinarum n de
T Pearson

Sig. 0,994 0,829 0,448
(bilatérale)

N 6 6 6

A.Antibac | Corrélatio | -,918" 961" 0,587
B.cereus.SM n de
Pearson

Sig. 0,010 0,002 0,221
(bilatérale)

N 6 6 6

A.Antibac | Corrélatio -0,779 0,728 0,376
B.cereus.1.2 n de
Pearson

Sig. 0,068 0,101 0,463
(bilatérale)

N 6 6 6

A.Antibac Corrélatio -0,444 0,513 0,002
B.cereus.1.4 n de
Pearson

Sig. 0,377 0,298 0,996
(bilatérale)

N 6 6 6

A.Antibac | Corrélatio | ,906 -,887" -0,744
B.cereus.1.8 n de
Pearson

Sig. 0,013 0,019 0,090
(bilatérale)

N 6 6 6

A.AntibacB. | Corrélatio 0,012 -0,065 -0,332
cereus.T n de
Pearson

Sig. 0,982 0,902 0,521
(bilatérale)

N 6 6 6
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Corrélations Variété | A.Acoagl0 | A.Acoag5 | A.Acoag | A.Acoag.
S 0 0 25 T
T.Tan.c | Corrélatio | 1,000 982" -9917 | -0,532 L
n de
Pearson
Sig. 0,000 0,000 0,000 0,277
(bilatérale)
N 6 6 6 6 6
T.Flav | Corrélatio | ,995 972" -,990" -0,591 R
n de
Pearson
Sig. 0,000 0,001 0,000 0,216
(bilatérale)
N 6 6 6 6 6
T.phén | Corrélatio | -,909" -,943” 889" 0,294 D
n de
Pearson
Sig. 0,012 0,005 0,018 0,571
(bilatérale)
N 6 6 6 6 6
T.polyphé | Corrélatio | ,878" 0,773 -,839" -0,534 P
n n de
Pearson
Sig. 0,021 0,072 0,037 0,275
(bilatérale)
N 6 6 6 6 6
Corrélations Variétés | A.Acoagl | A.Acoag5 | A.Acoag | A.Acoag
00 0 25 T
A.Aoxy.t | Corrélatio | ,999 975 -990" -0,556 P
30.C0.1ml n de
Pearson
Sig. 0,000 0,001 0,000 0,252
(bilatérale)
N 6 6 6 6 6
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A.Aoxy.t | Corrélatio | ,999 974 -,988" -0,535 P
30.C0.2ml n de
Pearson
Sig. 0,000 0,001 0,000 0,275
(bilatérale)
N 6 6 6 6 6
A.A.oxy.t | Corrélatio | ,999 985 992" -0,509 P
30.C0.3ml n de
Pearson
Sig. 0,000 0,000 0,000 0,302
(bilatérale)
N 6 6 6 6 6
A.Aoxy.t | Corrélatio | ,999 977" -990" -0,565 P
30.C0.4ml n de
Pearson
Sig. 0,000 0,001 0,000 0,243
(bilatérale)
N 6 6 6 6 6
A.A.oxy.t | Corrélatio | ,995 960" -977 -0,544 P
30.C0.5ml n de
Pearson
Sig. 0,000 0,002 0,001 0,265
(bilatérale)
N 6 6 6 6 6
A.Aoxy.t | Corrélatio | ,998" 985" -9917 -0,525 »
30.C0.6ml n de
Pearson
Sig. 0,000 0,000 0,000 0,285
(bilatérale)
N 6 6 6 6 6
Corrélations A.Antibac | A.Antibac A.Antibac A.Antibac
B.cereus.S | B.cereus.l. B.cereus.1.4 B.cereus.1.8
m 2
T.Tanc | Corrélati | -933" 979" -0,894 -0,627
on de
Pearson
Sig. 0,007 0,001 0,106 0,183
(bilatérale
)
N 6 6 4 6
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T.Flav | Corrélatio | -928" -,965 " -0,850 -0,617
n de
Pearson
Sig. 0,008 0,002 0,150 0,192
(bilatérale)
N 6 6 4 6
T.phén Corrélatio 892" 896" 0,780 0,774
n de
Pearson
Sig. 0,017 0,016 0,220 0,071
(bilatérale)
N 6 6 4 6
T.polyphé | Corrélatio | -,820 930" -0,871 -0,212
n n de
Pearson
Sig. 0,046 0,007 0,129 0,687
(bilatérale)
N 6 6 4 6
Corrélation MT | MT | MT | M.T
Moy.T. | Moy. | Moy. | Moy. | .Ma | .Ma | .Ma | .Ma I:\/I/“'Ir'] '\I\//I“-rr] '\l\ﬂl-l’ll- '\l\ﬂl-l’ll-
Sep T.Oct | T.Nov | T.Dec | x.Se | x.Oc | x.No | x.De '
0 t v c .Sep | .Oct Nov Dec
A.bac.S. | Corréla | 0,475 0,475 | 0,475 | 0,475 | 0,47 | 0,47 - 0,47 - 0,47 | 0,475 | 0,475
gal.SM | tionde 5 5 0,72 5 0,47 5
Pearson 8 5
Sig. 0,341 0,341 | 0,341 | 0,341 | 0,34 | 0,34 | 0,10 | 0,34 | 0,34 | 0,34 | 0,341 | 0,341
(bilatér 1 1 1 1 1 1
ale)
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
A.bacS. | Corréla | -0,130 | -0,130 | -0,130 | -0,130 - - 0,28 - 0,13 - -0,130 | -0,130
gal.1.2 | tionde 0,13 | 0,13 1 0,13 0 0,13
Pearson 0 0 0 0
Sig. 0,806 | 0,806 | 0,806 | 0,806 | 0,80 | 0,80 | 0,59 | 0,80 | 0,80 | 0,80 | 0,806 | 0,806
(bilatér 6 6 0 6 6 6
ale)
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
A.bac.S. | Corréla | 0,183 | 0,183 | 0,183 | 0,183 | 0,18 | 0,18 | 0,03 | 0,18 - 0,18 | 0,183 | 0,183
gal.1.4 | tionde 3 3 0 3 0,18 3
Pearson 3
Sig. 0,728 0,728 | 0,728 | 0,728 | 0,72 | 0,72 | 0,95 | 0,72 | 0,72 | 0,72 | 0,728 | 0,728
(bilatér 8 8 4 8 8 8
ale)
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
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A.bac. | Corrél | -0,216 - -0,216 | -0,216 - - 0,70 - 0,21 - - -
S.gal.1. ation 0,216 0,21 | 0,21 0,21 6 | 021 | 0,216 | 0,216
8 de 6 6 6 6
Pearso
n
Sig. 0,784 | 0,784 | 0,784 | 0,784 | 0,78 | 0,78 | 0,29 | 0,78 | 0,78 | 0,78 | 0,784 | 0,784
(bilatér 4 4 4 4 4
ale)
N 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Corrél | 878" | 878" | 878" | 878" | 878|878 | - | ,878| - |[,878| ,878 | 878
A.bac. | ation - “l043| " | 878 °
Témoi de )
n Pearso
n
Sig. 0,022 | 0,022 | 0,022 | 0,022 | 0,02 | 0,02 | 0,39 | 0,02 | 0,02 | 0,02 | 0,022 | 0,022
(bilatér 2 2 2 2 2
ale)
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Corrélation Moy. | Moy.T | Moy.T | Moy.T | M.T. | MT. | M.T. | M.T. | M.T. | M.T. | M.T. | M.T.
T.Se .Oct .Nov .Dec Max.S | Max. | Max. | Max. | Min. | Min. | Min. | Min.
p ep Oct | Nov | Dec Sep Oct | Nov Dec
D.Tan | Corréla | 0,00 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,00 - 0,00 - 0,00 | 0,00 | 0,003
tion de 3 3 0,00 3 0,00 3 3
Pearson 4 3
Sig. 0,99 | 0,996 | 0,996 | 0,996 | 0,996 | 0,99 | 0,99 | 0,99 | 0,99 | 0,99 | 0,99 | 0,996
(bilatér 6 6 4 6 6 6 6
ale)
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
D.Flav | Corréla - -0,029 | -0,029 | -0,029 | -0,029 - 0,03 - 0,02 - - -
tionde | 0,02 0,02 5 0,02 9 0,02 | 0,02 | 0,029
Pearson 9 9 9 9 9
Sig. 0,95 | 0,957 | 0,957 | 0,957 | 0,957 | 0,95 | 0,94 | 0,95 | 0,95 | 0,95 | 0,95 | 0,957
(bilatér 7 7 8 7 7 7 7
ale)
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
D.phé | Corréla - -0,235 | -0,235 | -0,235 | -0,235 - 0,24 - 0,23 - - -
n.Tt tionde | 0,23 0,23 2 0,23 5 0,23 | 0,23 | 0,235
Pearson 5 5 5 5 5
Sig. 0,65 | 0,654 | 0,654 | 0,654 | 0,654 | 065 | 064 | 0,65 | 0,65 | 0,65 | 0,65 | 0,654
(bilatér 4 4 4 4 4 4 4
ale)
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
T.poly | Corréla | 0,00 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,000
ph tion de 0 0 0 0 0 0 0
Pearson
Sig. 1,00 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,000
(bilatér 0 0 0 0 0 0 0
ale)
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
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Annexes

A.A.O | Corréla - -0,006 | -0,006 | -0,006 | -0,006 - 0,00 - 0,00 - - -
X.C0.1 | tionde | 0,00 0,00 5 0,00 6 0,00 | 0,00 | 0,006
Pearson 6 6 6 6 6

Sig. 0,99 | 0,991 0,991 0,991 0991 [ 0,99 | 0,99 | 0,99 | 0,99 | 0,99 | 0,99 | 0,991
(bilatér 1 1 2 1 1 1 1
ale)
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
A.A.O | Corréla - -0,003 | -0,003 | -0,003 | -0,003 - - - 0,00 - - -
X.C0.2 | tionde | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 3 0,00 | 0,00 | 0,003
Pearson 3 3 1 3 3 3
Sig. 0,99 | 0,995 0,995 0,995 099 | 0,99 | 0,99 | 0,99 | 0,99 | 0,99 | 0,99 | 0,995
(bilatér 5 5 9 5 5 5 5
ale)
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
A.A.O | Corréla | 0,00 | 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0,00 - 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,000
X.C0.3 | tionde 0 0 0,01 0 0 0 0
Pearson 3
Sig. 1,00 | 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,00 | 0,98 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,000
(bilatér 0 0 1 0 0 0 0
ale)
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
A.A.O | Corréla - -0,003 | -0,003 | -0,003 | -0,003 - 0,01 - 0,00 - - -
X.C0.4 | tionde | 0,00 0,00 0 0,00 3 0,00 | 0,00 | 0,003
Pearson 3 3 3 3 3
Sig. 0,99 | 0,995 0,995 0,995 0995 | 0,99 | 0,98 | 0,99 | 0,99 | 0,99 | 0,99 | 0,995
(bilatér 5 5 5 5 5 5 5
ale)
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
A.A.O | Corréla | 0,02 | 0,022 0,022 0,022 0,022 | 0,02 - 0,02 - 0,02 | 0,02 | 0,022
X.C0.5 | tionde 2 2 0,01 2 0,02 2 2
Pearson 0 2
Sig. 0,96 | 0,968 0,968 0,968 0,968 | 0,96 | 0,98 | 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,968
(bilatér 8 8 5 8 8 8 8
ale)
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
A.A.O | Corréla | 0,01 | 0,015 0,015 0,015 0,015 | 0,01 - 0,01 - 0,01 | 0,01 | 0,015
X.C0.6 | tion de 5 5 0,03 5 0,01 5 5
Pearson 3 5
Sig. 0,97 | 0,977 0,977 0,977 0,977 | 0,97 | 0,95 | 0,97 | 0,97 | 0,97 | 0,97 | 0,977
(bilatér 7 7 0 7 7 7 7
ale)
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6

"+ Corrélation significative :

- Corrélation hautement significative; b : Calcul impossible.
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Theme : Activité biologiques de Centaurea macrocephala L.

Résumé

Notre étude est basée sur I'évaluation des activités biologiques de la plante Centaurea
macrocephala L. prélevée de la région de Mechtat Seraghna Wilaya de Mila (Algérie). Ce travail
consiste & étudier I'activité antibactérienne, anticoagulante et antioxydante des extraits des graines et
feuilles de Centaurea macrocephala L. obtenus par une macération dans I'éthanol/eau. Le rendement
de l'extraction a montré les valeurs de 31% et 25% respectivement pour les feuilles et les graines.

L’étude des dosages des composés phénoliques (phénols, flavonoides totaux et tanins
condensés) a montré une richesse en phénols totaux des graines et feuilles respectivement avec les

valeurs de 316,25 pg/mg et 786,6 pg/mg par rapport au flavonoides et tanins.

L'étude réalisée par un screening phytochimique a montré la présence de toutes les familles
de métabolites secondaires testé sauf les alcaloides, saponines, anthraquinones et les composés

réducteurs.

Le pouvoir antibactérien des extraits testé sur les trois souches bactériennes (B.cereus,
S.gallinarum et M.luteus), a montré une forte activité contre B.cereus, la zone la plus important
(8.28mm dans les feuilles et 6.5 pour les graines) et une activité antibactérienne moins importante

contre S.gallinarum et M.luteus.

Les résultats obtenus pour I'activité anticoagulante indiquent une activité trés importante des
deux extraits sur la voie exogene de la coagulation (TQ de 47,26s chez les feuilles et 29,23s pour les
graines). Le pouvoir antioxydant des extraits éthanoliques qui a été calculé par la moyenne
concentration inhibitrice a montré un pouvoir important ECs,=0,08 g/ml pour les feuilles et 0,57 g/ml

pour les graines par rapport au BHA.

Mots clés: Centaurea macrocephala L., Composés phénoliques, Meétabolites secondaires,

Antibactérienne, Anticoagulante, Antioxydante.
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