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Introduction générale

La génotoxicité se définit comme la capacité d’agents chimiques, physiques ou biologiques
a endommager le matériel génétique (ADN). Cela peut entrainer des cassures, des mutations ou
des aberrations chromosomiques, et contribuer au développement de maladies graves telles que
le cancer ou des pathologies héréditaires (Srinivas et al., 2019).

Parmi les facteurs de génotoxicité, les radicaux libres, en particulier les especes réactives de
I’oxygene (ERO), sont reconnues comme des agents majeurs de dommages cellulaires. Ces
molécules sont générées naturellement (par la respiration mitochondriale) ou via la réaction de
Fenton, c’est-a-dire I’interaction entre le peroxyde d’hydrogeéne (H:0:) et les ions ferreux
(Fe*"), produisant des radicaux hydroxyles hautement réactifs (*OH) (Phaniendra et al., 2015).
Ces radicaux peuvent endommager I’ADN en provoquant des cassures ou des modifications

oxydatives (AbdulSalam et al., 2016).

De plus, les ERO ne se limitent pas a dégrader I’ADN : ils peuvent aussi induire des
altérations des lipides et des protéines, favorisant I’initiation et la progression de diverses

pathologies, en particulier les cancers (Srinivas et al., 2019).

Face a ces effets déléteres, les plantes médicinales constituent une source prometteuse de
métabolites secondaires, tels que les composés phénoliques (phénols simples, flavonoides et
tanins). Ces molécules agissent comme antioxydants en piégeant les radicaux libres ou en
chélatant les ions métalliques, limitant ainsi la formation de ERO via des réactions comme celle
de Fenton (Phaniendra et al., 2015).

Une plante d’intérét est Centaurea calcitrapa (Asteraceae), connue sous le nom de “purple
star-thistle”. Elle pousse spontanément en Afrique du Nord, en Méditerranée et en Asie
occidentale, et est utilisée traditionnellement pour ses propriétés anti-inflammatoires et
antimicrobiennes (Ozcan et al., 2023). Des analyses récentes montrent que 1’extrait
méthanolique de cette plante est particulierement riche en composés phénoliques (environ
97 mg Equivalent de I’acide gallique/g) et en flavonoides (jusqu’a 426 mg Equivalent de
rutine/g). Cette richesse se traduit par une forte activité antioxydante, mesurée notamment par
le test DPPH (ICso = 2,8 pg/mL) (El-Darier et al., 2011 ; Ozcan et al., 2023).

Cependant, malgré la documentation de ses propriétés antioxydantes et antimicrobiennes,
peu d’études ont évalué son potentiel protecteur vis-a-vis des Iésions d’ADN induits par les

ERO, ce qui constitue une lacune importante dans la littérature (El-Darier et al., 2011).

-



L’objectif

Le présent mémoire s’inscrit dans ce champ exploratoire : il s’attache a quantifier les
composeés phytochimiques de C. calcitrapa (phénols totaux, flavonoides, tanins condensés et
hydrolysables) avant d’en évaluer I’activité antioxydante et protectrice in vitro. Cette approche
combine des tests classiques pour simuler le stress oxydatif et en examiner les effets protecteurs.
C’est ainsi que 1’étude vise a mesurer la capacité des extraits a prévenir les dommages causés
par les ERO, ouvrant une voie vers des investigations plus approfondies in vivo ou sur des
modéles cellulaires.
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Chapitre I. Svynthése Bibliographique

I.1. Présentation de la plante Centaurea calcitrapa
I.1.1. Taxonomie, classification et distribution géographique

Centaurea calcitrapa L., communément appelée « centaurée chausse-trape » ou « purple
star-thistle », est connue localement sous le nom de « Merrir » en arabe et « Abuneqgar » en
kabyle (Figure 01), est une plante herbacée appartenant a la famille des Asteraceae (Tableau 1),
(INPN, 2003). L’une des plus vastes familles de plantes a fleurs et la plus diversifiée du regne
végétal. Elle fait partie du genre Centaurea, qui comprend plus de 500 espéces réparties
principalement dans les régions tempérées de 1’hémisphére nord (Garcia-Jacas et al., 2006).
Elle se distingue par ses feuilles profondément découpées, ses tiges rigides et ses inflorescences
pourvues d’épines acérées, qui lui conferent un aspect distinctif, sa morphologie adaptée aux
environnements arides. Cette espece est largement répandue dans le bassin méditerranéen et en
Europe centrale, en Afrique du Nord et en Asie occidentale, ou elle pousse dans des sols secs et
bien ensoleillés, tels que les bords de route, les champs abandonnés et les sols pauvres (Pignatti,
1982; POWO, 2023), en Algérie ; elle compte environ 109 genres et plus de 408 espéces
(Quezel et Santa, 1963).

Tableau I : Classification taxonomique de Centaurea calcitrapa . (POWO, 2024)

Rang taxonomique Classification
Domaine Botanique
Régne Plante
Classe Dicotylédones
Ordre Astrales
Famille Astéracées
Genre Centaure L
Espéce Centaurea calcitrapa L
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Figure 01 : Centaurea Figure 02 : Centaurea calcitrapa
calcitrapa (Tela Botanica, (INPN-Muséum national
2024) d’Histoire naturelle, 2024)

Traditionnellement utilisée en medecine populaire pour ses propriétés anti-
inflammatoires, diurétiques, digestives et antimicrobiennes, Centaurea calcitrapa est aussi
parfois consommeée comme plante alimentaire dans certaines régions meéditerraneennes
(Banozic et al., 2020). En raison de sa richesse en composés secondaires, tels que les
polyphénols, flavonoides et tanins, cette plante suscite un intérét croissant dans les
domaines de la pharmacologie, de la recherche biomeédicale et de la phytochimie (EI-
Darier etal., 2011 ; Ozcan et al., 2023). Plusieurs études ont en effet rapporté ses activités
antioxydante, anti-inflammatoires et potentiellement antigénotoxique, renforcant son
potentiel comme source naturelle de composeés bioactifs d’intérét thérapeutique (Barros et
al., 2011 ; Ahmad et al., 2020).

1.1.2. Composition chimique et métabolites secondaires

Parmi les principaux constituants identifiés figurent les flavonoides (comme la quercétine,
la lutéoline), les acides phénoliques, les composés sesquiterpéniques, ainsi que les lactones
sesquiterpéniques, connus pour leurs effets anti-inflammatoires, antioxydants, cytotoxiques et
potentiellement antitumoraux (EI-Darier et al., 2011; Moghannem et al., 2016 ; Bektas et al.,
2020 ;). Il existe également des huiles essentielles, des tanins, des stérols et des triterpenes, qui
contribuent a ’ensemble de ses activités biologiques (Ozcan et al., 2023; Mekky et al., 2024).
Ces métabolites varient en concentration selon la partie de la plante utilisée (feuilles, tiges,
fleurs), la période de récolte, ainsi que les conditions d’extraction (Janackovié et al., 2019).

Cette variabilité influence la concentration des composés et par conséquent, les activités

biologiques mesurées lors des tests in vitro. Grace a cette diversité chimique, Centaurea
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calcitrapa est aujourd’hui considérée comme une source potentielle de composés
thérapeutiques naturels.
1.1.3. Activités biologiques des extraits de Centaurea calcitrapa
1.1.3.1. Propriétés antioxydantes

Les extraits de Centaurea calcitrapa ont démontré une activité antioxydante significative,
principalement attribuée a leur richesse en composés phénoliques et flavonoides. L’étude de
Benmansour et al. (2023) a montré que I’extrait méthanolique de cette plante contient une
teneur élevée en acides phénoliques totaux (97,25 + 0,73 mg Gallic Acid Equivalents (GAE)/qg)
et en flavonoides (425,93 + 1,27 mg Rutin Equivalents (RTE)/g), des molécules connues pour
leur pouvoir antioxydant. Ces extraits présentent également une forte capacité de piégeage de
radical libre DPPH, avec une ICso de 2,82 pg/mL. De plus, une augmentation significative de
I’expression des genes SOD1 et SOD2, impliqués dans la défense contre le stress oxydatif

(Benmansour et al., 2023).

1.1.3.2. Effets anti-inflammatoires

Bien que peu d'études se soient penchées directement sur I’effet anti-inflammatoire de C.
calcitrapa, des espéces proches du méme genre, telles que Centaurea urvillei, C. cadmea et C.
ensiformis, ont montré une inhibition notable de I’activité du facteur de transcription NF-xB,
un régulateur clé des réponses inflammatoires (Yesil-Celiktas et al., 2007). Cela laisse supposer
que C. calcitrapa, qui partage certains meétabolites communs avec ces especes, pourrait
également posséder des propriétés anti-inflammatoires similaires.

1.1.3.3. Potentiel antimutagene et protecteur contre la génotoxicité:

Les propriétés antioxydantes de C. calcitrapa suggérent un role potentiel dans la prévention
des dommages a I’ADN induits par le stress oxydatif. Une étude in vitro a montré que I’extrait
éthanolique de cette plante exerce un effet antiprolifératif contre les cellules cancéreuses
mammaires MCF-7, avec une ICso de 65 ug/mL (Asri-Rezaei et al., 2022). Cette activité
cytotoxique est principalement attribuée a la présence de flavonoides méthoxylés tels que
I’apigénine, I’eupatorine et la jaceosidine, connus pour leur capacité a induire I’apoptose dans
les cellules tumorales (Citoglu et al., 2015). Ces composés pourraient également jouer un role
dans la protection de I’ADN contre la génotoxicité induite par des agents chimiques, bien que

cette hypothese nécessite davantage de recherches expérimentales ciblées.

1.1.4. Stress oxydatif et espéces réactives de I’oxygéne (ERO)
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Le stress oxydatif désigne un déséquilibre entre la production d’espéces réactives de
I’oxygeéne (ERO) et la capacité des systémes antioxydants a les neutraliser. Les ERO, comme
le radical hydroxyle (*OH), le superoxyde (O2¢") ou le peroxyde d’hydrogeéne (H-=0:), sont
produits naturellement dans les cellules, notamment au niveau des mitochondries. En faible
quantité, ils participent a des fonctions physiologiques comme la signalisation cellulaire ou ils
agissent comme des messagers intracellulaires capables de réguler I’expression de génes et
I’activation de protéines impliquées dans des processus tels que la prolifération, la
différenciation ou la réponse immunitaire. Mais a des niveaux élevés, ils peuvent endommager
I’ADN, les protéines et les lipides, entrainant un stress oxydatif délétére (Phaniendra et al.,
2015 ; Sies, 2017).

Un exces de ERO est impliqué dans de nombreuses pathologies, comme le cancer, les
maladies neurodégénératives ou le diabéte (Valko et al., 2007). Une des principales sources de
ERO en laboratoire est la réaction de Fenton, dans laquelle les ions ferreux (Fe?") réagissent
avec le H20: pour produire des radicaux hydroxyles, hautement réactifs et toxiques pour
I’ADN, ces radicaux attaquent les bases azotés ainsi que le désoxyribose entrainant des
modifications oxydatives, des cassures simples et double brin et des lésions complexes de

I’ADN compromettant ainsi 1’intégrité génomique (Halliwell & Gutteridge, 2015).

Les antioxydants naturels, tels que les polyphénols d’origine végétale, peuvent contrer ce
phénomene en piégeant les ERO ou en chélatant les ions métalliques comme le fer, limitant

ainsi la formation de ces especes nocives (Pisoschi & Pop, 2015).

1.1.5. Toxicité des extraits de Centaurea calcitrapa

1.1.5.1. Toxicité générale (études in vivo et in vitro) :

Les recherches récentes sur la toxicité de Centaurea calcitrapa ont permis d'apporter des
précisions sur ses effets potentiels. Une étude in vitro a révélé que les extraits de feuilles de
Centaurea calcitrapa présentent une activité cytotoxique modérée contre plusieurs lignées
cellulaires cancéreuses, suggérant un potentiel intérét thérapeutique mais soulignant également
la nécessité de précautions quant a son usage sans controle (Dimki¢ et al., 2020). De plus, les
analyses in vitro ont démontré une inhibition significative de la prolifération des cellules de
cancer du sein MCF-7, ce qui a été attribué a la richesse en composés phénoliques et flavonoides

de la plante (Aboul-Soud et al., 2022). Par ailleurs, les tests de toxicité aigué in vivo sur des
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modéles murins ont montré que l'administration orale d'extraits de Centaurea calcitrapa a des
doses modérées n'entraine pas de mortalité ni de signes évidents de toxicité, bien que des doses
élevées puissent provoquer des effets hépatotoxiques légers (Dimki¢ et al., 2020). Ces résultats
confirment I'importance d'une évaluation approfondie des doses utilisées, en particulier dans le
cadre d'applications médicinales ou nutraceutiques.

1.1.5.2. Evaluation de la génotoxicité :

L'évaluation de la génotoxicité des extraits de Centaurea calcitrapa repose sur plusieurs tests
expérimentaux, qui permettent de détecter les dommages au matériel génétique, comme le test
du micronoyau, qui détecte les anomalies chromosomiques en identifiant la présence de
micronoyau dans les cellules. Le test de comete, également connu sous le nom de test de
migration cellulaire, mesure la fragmentation de I'ADN dans des cellules individuelles
(Organisation de Cooperation et de Développement Economique [OCDE], 2016). Une étude a
montré que I'extrait méthanolique de C. calcitrapa n'a pas induit de génotoxicité dans les
cellules de mammiféres a des concentrations utilisées dans les conditions expérimentales
(Abdel-Sattar et al., 2015).

1.1.5.3 Limites et précautions d’utilisation

Bien que Centaurea calcitrapa soit utilisée en médecine traditionnelle pour ses effets
bénéfiques, les données scientifiques sur sa toxicité restent limitées. Il n’existe pas encore
d’évaluation approfondie sur sa toxicité chronique ni sur son potenticl génotoxique chez
I’humain, ce qui appelle a la prudence quant a son utilisation a grande échelle ou a long terme
(Natarajan & Darroudi, 1991). Par ailleurs, I’absence d’essais cliniques rigoureux rend
difficile I’évaluation de sa sécurité, en particulier en formulation concentrée ou sous forme
d’extrait. Des études supplémentaires sont nécessaires pour établir une marge de sécurité claire

pour cette plante (Mgller et al., 2000).

1.1.6. La génotoxicité et son évaluation dans ce cadre
1.1.6.1 Définition et mécanismes moléculaires :

La génotoxicité désigne la capacité d’une substance a endommager I’ADN ou les
chromosomes d’une cellule. Ces altérations peuvent entralner des mutations, des
transformations cellulaires ou la cancérogénése (Fenech, 2000). Les mécanismes moléculaires
incluent la formation d’adduits & ’ADN, les cassures simples ou double brin, ainsi que les

erreurs de réparation de I’ADN (Toueille et al., 2007).
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1.1.6.2 Types de tests utilisés pour I’évaluation

Parmi les tests les plus utilisés figurent :

Le test du micronoyau, qui détecte les altérations chromosomiques se manifestant par la
formation de micronoyaux dans le cytoplasme des cellules en division. Il est simple, rapide et
largement validé dans les études in vitro et in vivo (Fenech, 2000). Le test des cometes (ou
Single Cell Gel Electrophoresis), qui permet de détecter les cassures de I’ADN au niveau d’une
cellule unique. Les cellules sont incorporées dans un gel, lysées, puis soumises a une
¢lectrophorése ; la migration de I’ADN forme une « comete » si des dommages sont présents
(Collins, 2004).

1.1.6.3 Produits chimiques genotoxiques couramment utilisés dans les études
experimentales

Parmi les agents génotoxiques utilisés comme contrdle positif :

Le benzo[a]pyréne, un hydrocarbure aromatique polycyclique, est connu pour induire des
adduits a ’ADN et des cassures double brin. Il est souvent utilisé pour valider les tests de
génotoxicité en laboratoire (Shrivastava et al., 2014).

Le méthylméthane sulfonate (MMS) est un agent alkylant qui provoque des mutations par
modification directe des bases de I’ADN. Il est couramment utilisé dans les tests génotoxiques

pour induire des lésions précises, notamment des cassures simples brin (Toueille et al., 2007).

1.1.7 Approches expérimentales d’évaluations de I’activité antioxydante

L’¢évaluation de D’activité antioxydante des extraits végétaux repose sur des tests in vitro
simples car faciles a réaliser, sensibles car capables de détecter de faibles quantités
d’antioxydants et complémentaires puisqu’ils reposent sur des mécanismes différents donnant
une vision plus complete du potentiel antioxydant. Parmi eux, le test au radical DPPH (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyle) est largement utilisé. Il repose sur la capacité des antioxydants a
donner un électron ou un atome d’hydrogene au radical stable DPPHe, entrainant une
diminution mesurable de 1’absorbance a 517 nm (Molyneux, 2004). Ce test permet une

estimation rapide du potentiel piégeur de radicaux libres de ’extrait.

Le test au peroxyde d’hydrogene (H20:) quant a lui évalue I’aptitude des antioxydants a

neutraliser ce précurseur des radicaux hydroxyles, en mesurant la diminution d’absorbance a
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230 nm aprés incubation (Ruch et al., 1989). Cette méthode donne une idée de la capacité des

composés a empécher la formation de ERO via la réaction de Fenton.

D'autres tests impliquent 1’utilisation de la 1,10-phénanthroline, un agent complexant du fer.
En présence de Fe**, les antioxydants réduisent les ions en Fe?*, qui peuvent ensuite former un
complexe coloré mesuré a 510 nm. Cette méthode évalue le pouvoir réducteur des extraits
(YYefrida et al., 2018). Dans un second protocole plus poussé, I’activité protectrice contre les
radicaux hydroxyles générés par le systéme Fenton (Fe*" + H.0:) est étudiée en mesurant
I’inhibition de la formation du complexe Fe?*’—phénanthroline, permettant d’estimer I’effet

antioxydant indirect par chélation ou piégeage (Mukhopadhyay et al., 2016).

L’utilisation combinée de ces tests dans une méme étude permet une approche compléte et
comparative de I’activité antioxydante, en ciblant différents mécanismes : don d’électron,

piégeage de ERO ou chélation des métaux de transition.
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Chapitre 1.

Matériel et Méthodes

1.1 Extraction des métabolites d'intérét

11.1.1 Récolte du matériel végétal :

Les parties aériennes de Centaurea calcitrapa (feuilles et épines) ont été récoltées a
maturité au mois de mai 2024 dans la région d’Thedadden de Béjaia, puis elles ont été
séparées soigneusement (figures 02, 03), puis sechées a l'air libre & température ambiante
et a l'abri de la lumiére. Apres séchage, ces parties de plante ont été broyées a l'aide d'un
broyeur électrique, puis tamisées jusqu'a l'obtention de poudres fines de granulométrie <

125um.

Figure 03 : Epines de Centaurea
Calcitrapa

Figure 04 : Feuilles de
Calcitrapa

Centaurea

E
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11.1.2 Extraction :

50 g de poudre issue des feuilles/ épines de Centaurea calcitrapa ont été soumise a une
extraction par macération dans 500mL d'un solvant hydroalcoolique (éthanol 80%, eau
20%). Ce mélange a été agité sur un agitateur magnétique pendant 24 heures a température
ambiante (figure 04), puis il a été laissé en décantation pendant 12 heures avant de récupérer

le surnageant. La macération a été répétée deux fois.

Les surnageants récupérés ont été réunis et centrifugés a 3000 tr/min pendant 10
minutes afin d'étre slr que tous les résidus solides sont éliminés. Les extraits liquides
clarifiés ont été concentrés a l'aide d'un évaporateur rotatif (figure 05) a 40°C jusqu'a la
réduction du volume (évaporation totale de 1’éthanol).

Le concentré a été versé dans des boites de Pétri étiquetées (poids vide) et conservé dans
une étuve a 40°C afin de séchage complet. La pesée de ’extrait sec a été prise jusqu’a

stabilisation de son poids.

Figure 05 : Extraction par macération

des extraits hydroalcooliques  de Figure 06 : évaporateur rotatif
Centaurea Calcitrapa  (feuilles et
épines)

Le rendement d’extraction a été détermine selon la formule décrite par Janackovic et al.
(2019)

Rendement (%) = (poids sec de I’extrait / Poids sec du matériel végétal) * 100

11
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Cette formule permet de connaitre le pourcentage d’extrait récupéré par rapport a la
quantité¢ de plante extraite, ce qui est utile pour comparer I’efficacité des méthodes

d’extraction.

11.1.3 Dosage des métabolites secondaires :

11.1.3.1 Polypheénols totaux :

La teneur en polyphénoles totaux des extraits de Centaurea Calcitrapa a été déterminée
par la méthodes spectrophotométrique de Folin-Ciocalteu, selon la procédure décrite par
Kéahkonen et al. (1999), avec quelques modifications. Cette méthode repose sur la réaction
d’oxydoréduction entre les composés phénoliques présents dans ’extrait et le réactif de
Folin-Ciocalteu, qui contient des ions phosphomolybdate et phosphotungstate. En présence
de ces composés, ces ions sont réduits et produisent un complexe bleu mesurable
spectrophotométriquement a 760 nm. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la

teneur en polyphénols totaux (Kéahkonen et al., 1999).

Une solution d’extraits a été preparée par dissoudre une quantité de 10 mg d’extraits sec
dans 1mL de méthanol. Ensuite, 20uL de cette solution ont été mélangés a 100uL de réactif
de Folin-Ciocalteu (1N) et 80uL de carbonate de sodium a 7,5% (préparé en dissolvant
7,59 de poudre de carbonate de sodium Na,COs3 dans 100ml d’eau distillée). Le mélange

a ete incubé pendant 30 minutes a I’obscurité, a température ambiante.

L’absorbance a ¢ét¢ mesurée a 760 nm a I’aide d’un lecteur de microplaque (Plate
Reader) contre un blanc contenant tous les reactifs sauf ’extrait. Une courbe d’étalonnage

a été réalisée a I’aide de concentrations connues d’acide gallique comme standard.
11.1.3.2 Flavonoides totaux :

La quantification des flavonoides totaux a éte réalisée selon la méthode colorimétrique
a I’aluminium trichlorure (AICI 3), décrite par Maksimovié¢ al. (2005), avec quelques
modifications. Cette méthode repose sur la capacité des flavonoides a former un complexe
stable de couleur jaune avec I’ion aluminium trichlorure (AICI3) en milieu acide. Ce
complexe présente une absorbance maximale a 415 nm, mesurée par spectrophotométrie.
L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration en flavonoides totaux

présents dans 1’échantillon (Maksimovi¢ et al., 2005).
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Une quantité de 10mg d’extrait sec a été dissoute dans 1mL de méthanol. Ensuite, 120pl
de cette solution ont été mélangés a 60pL de solution de chloride d’aluminium AICI 3
(préparée en dissolvant 133mg d’AICI 3 et 400mg d’acétate de sodium C;H2NaO: dans
I’eau distillée, ajustée a 100mL). Le mélange a été incubé pendant 30 minutes a

température ambiante, a I’abri de la lumicre.

L’absorbance a été mesurée a 415nm a I’aide d’un lecteur de microplaque. Un blanc a
été préparé pour chaque concentration d’extrait, en remplacant le réactif par 1’eau distillée,
une courbe d’étalonnage a €té établie a I’aide de concentrations croissantes de quercétine

comme standard.
11.1.3.3 Tanins condenseés :

Le dosage des tanins condensés a éte déterminée selon la méthode colorimétrique a la
vanilline-H2SO4, selon la procédure appliquée par Dif et al. (2015), avec de légeres
modifications. Cette méthode repose sur la condensation des composes polyphénoliques
avec la vanilline en présence d’acide sulfurique concentré (70%), conduisant a la formation

d’un complexe coloré brun dont I’intensité est proportionnelle a la concentration en tanins.

10mg d’extrait sec a été dissoute dans 1mL de méthanol. Ensuite, 60uL de cette solution
ont ete mélangé a 120uL de réactif (vanilline a 1% et I’acide sulfurique a 70% dans le
méthanol). Le mélange a été incubé pendant 15 minutes a température ambiante, a 1’abri

de la lumiére.

L’absorbance a été mesurée a 500nm a I’aide d’un spectrophotometre. Une courbe

d’étalonnage a été établie a I’aide de catéchine comme composé standard.

11.1.3.4 Tanins hydrolysables :

La quantification des tanins hydrolysables a été réalisée par la méthode colorimétrique
utilisant le réactif chlorhydrique-ferrique (HCI + FeCls), selon la méthode utilisée par Dif
et al. (2015), avec des modifications. Cette méthode repose sur la formation d’un complexe
coloré entre les tanins hydrolysables et les ions ferriques (Fe 3*) en milieu acide. Cette
réaction, réalisée en milieu acide, conduit a un changement de couleur mesurable par
spectrophotométrie a 660nm. L’intensité de la coloration obtenue est proportionnelle a la
teneur en tanins hydrolysables présents dans 1’échantillon.

Une quantité de 10 mg d’extrait sec a été dissoute dans 1mL de méthanol. Ensuite, 40uL

de cette solution ont été mélangés a 150uL de réactif ferrique (préparé en mélangeant de

E
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FeClza 0,01 M dans de I’eau distillé avec une solution de HCI a 0,001M). Le mélange a
été incubé a température ambiante pendant 15 minutes a I’abri de la lumiere. L’absorbance

a été mesurée a 660nm a I’aide de 1’acide gallique comme standard.

11.2. Evaluation de I’activité antioxydante :

11.2.1. Méthode de DPPH :

L’activité antioxydante des extraits de Centaurea Calcitrapa a été évaluée par la
méthode colorimétrique au radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl), selon la
procédure décrite par Brand-Williams et al. (1995), avec quelques modifications. Cette
méthode repose sur la capacité des antioxydants presents dans 1’extrait a réduire le radical
DPPH en lui donnant un électron ou un atome d’hydrogeéne, ce qui entraine une
décoloration visible. Le radical DPPH présente une couleur violette intense en solution

méthanolique (Molyneux, 2004).

Une solution d’extraits a été preparée par dissoudre une quantité de 10 mg d’extraits sec
dans 1mL de méthanol. Une solution de DPPH a 1mM a été fraichement préparée dans du
méthanol. Une quantité de 20uL de la solution d’extrait de différentes concentrations ont
été ajoutés a 180puL de la solution de DPPH. Ce mélange a été incubé a 1’obscurité pendant

30 minutes a température ambiante.

L’absorbance a été¢ mesurée a 517nm a I’aide d’un lecteur de microplaque contre un
témoin en remplagant I’extrait par du méthanol. L’acide gallique, la Catéchine et la

Quercétine sont utilisés comme standards.

Le pourcentage d’inhibition du DPPH est déterminé selon la méthode décrite par

Molyneux (2004) a I’aide de la formule suivante :

% d’inhibition = ((Atmoin- Aechantilion)/(Atemoin))*100

Atemoin : Absorbance de la solution DPPH sans extrait (DPPH + solvant)
Aschantition : Absorbance de la solution DPPH avec extrait

Ce calcul repose sur la diminution de I’intensité colorée du radical DPPH, en présence

d’un antioxydant.
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11.2.2. Test de piégeage du peroxyde d’hydrogéne (H20.) :

Le peroxyde d’hydrogene (H202) est un composé reactif largement utilisé comme
inducteur de stress oxydatif dans les études in vitro dans divers modeles cellulaires. 1l agit
en générant des especes réactives de I’oxygene (ROS), aussi des radicaux hydroxyles en

présence de Fer, capable de provoquer des dommages au matériel génétique.

Dans cette étude, une méthode basée sur la capacité des extraits végétaux a piéger (ou
neutraliser) le H202 a été utilisée. Cette méthode repose sur I’incubation de I’extrait en
présence d’une solution H2O3, suivie de la mesure de la quantité résiduelle de H>O, par
absorbance & 230nm, qui diminue en fonction de I’activité antioxydante de 1’échantillon
testé. Cette approche permet d’évaluer la capacité antioxydante de I’extrait en mesurant la
diminution de ’absorbance du H202 a 230nm, proportionnelle a la quantité de peroxyde
d’hydrogéne éliminée (Ruch et al. 1989).

Une solution mére de H2O; a été préparée en diluant 100uL de peroxyde d’hydrogéne
concentré dans 9900uL d’eau distillée. Ensuite, une dilution de travail a été effectuée en
mélangeant 60ml de cette solution avec 90uL d’cau distillée pour avoir un volume de
150ml. Une dilution a été réalisee en mélangeant 790uL de la solution diluée avec 210uL

d’eau distillée afin d’obtenir une

Pour chaque test, 160pL de cette solution de H>O. ont été melangés a 320uL De
solution d’extrait ou de standard de différentes concentrations. Le mélange a ensuite été
incubé a température ambiante, et I’absorbance a ét¢ mesurée a 230nm a 1’aide d’un
spectrophotométre, la quantité résiduelle de H2O2 non piégée, un témoin composé de
solution H20, et d’cau distillée a été utilisé comme référence. Il permet d’estimer la

capacité de I’extrait a neutraliser le H202.

% de piégeage = ((Acontrol - Acchantilion) / Acontrol) *100

Acontrole : Absorbance en absence de d’extrait

Acchantillon : Absorbance en présence d’extrait

Ce calcul repose sur la comparaison de I’absorbance du H2O- seul et celle obtenue en

présence de I’extrait testé. Une diminution de 1’absorbance indique une consommation
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partielle ou totale du H202 par les composés antioxydants, plus le pouvoir antioxydant de

I’extrait est élevée, plus cette diminution est importante

11.2.3. Test Phénanthroline :

Ce test repose sur la réduction des ions ferrique (Fe**) en ferreux (Fe?*) par un
antioxydant, suivie de la formation d’un complexe Fe(phen)22* coloré (rouge-orange) avec
la 1,10-phénanthroline (Figure 05). L’intensité de ce complexe, mesurée a 510nm, est
proportionnelle & la quantité de Fe?* formée, et donc a I’activité réductrice (antioxydante)
de I’extrait. Une diminution de cette absorbance indique que I’extrait ou le composé test
réduit moins de Fe *, révélant une inhibition de la formation du complexe, ce qui traduit
son effet antioxydant (Yefrida et al., 2018).

Le test a été réaliseé selon la méthode de (Szydlowska-Czerniaka et al., 2008), avec des
modifications. Un volume de 10uL de I’extrait de différentes concentrations est ajouté a
50uL de chlorure ferrique FeClz 0,2% (0,029 de FeClz dans 10ml de I’eau distillée), 30uL
de phénanthroline a 0,5% (0,059 de 1,10-Phénanthroline dans 10ml de méthanol) et
110pL de MeOH. Le mélange a été incubé pendant 20 minutes a 30°C a I’obscurité,
I’absorbance a été mesurée a 510nm. Un témoin a été préparé parallelement en remplacgant
I’extrait par le solvant. L’acide gallique, la catéchine et la quercétine sont utilis€és comme

des standards.

Le pourcentage d’inhibition est obtenu en comparant I’absorbance du test a celle d’un

témoin sans extrait selon la formule suivante :

9% d’inhibition = (Atémoin —Aéchantillon) / Atémoin) *100

Assmoin - Absorbance du mélange sans extrait
Aéchantition : Absorbance du mélange avec extrait

Cette méthode permet de mesurer la capacité de réduction directe des composés

antioxydants via la formation du complexe Fe?*-phénanthroline.
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Figure 07 : Complexe méthalique de la phénanthroline (Kumar, 2017)

11.2.4. Test de la phénanthroline en présence de H>O::

Ce test repose sur la formation d’un complexe rouge-orange entre la 1,10-
phénanthroline et le Fe?*(sulfate ferreux), qui absorbe & 510 nm. Le H,O2 ajouté avant la
phénanthroline oxyde le Fe?* en Fe®", empéchant ainsi la formation du complexe et
provoquant une baisse de I’absorbance. L’ajout d’un antioxydant peut piéger le H20-
protégeant ainsi le Fe?* de 1’oxydation et maintenant la coloration. Plus 1’absorbance est

élevée, plus le pouvoir antioxydant est fort (Mukhopadhyay et al., 2016).

Le test a été réalisé selon la méthode utilisee par Mukhopadhyay et al. (2016), avec
quelques adaptations. Une solution Fe?* (ImM) a été préparée en dissolvant 40mg de
sulfate ferreux ammoniacal dans 95ml d’eau distillée, complétée par 5ml d’H2SO4 (0,01
N). La solution de 1,10-phénanthroline (1mM) a été préparée a 1mM dans I’cau distillée,

et le H2O; a été diluée a 5mM a partir de la solution mere commerciale de (50%0).

Pour chaque essai, 1500uL de I’extrait ou standard avec différentes concentrations,
250ml de Fe?*, et 62,5uL de H2O; ont été mélangés, puis incubés pendant 5 minutes a
température ambiante et a I’abri de la lumiere. Ensuite, 1,5uL ml de 1,10-phénanthroline
a été ajoutée suivi d’une incubation supplémentaire de 10 minutes. L’absorbance a été
mesurée a 510 nm. Un blanc (sans H20-) et un témoin négatif (sans extrait) ont été prépares

pour chaque série.

Le pourcentage d’inhibition de I’oxydation du Fe?* par le H,O, a été calculé en
comparant I’absorbance de chaque échantillon a celle du témoin et du blanc pour évaluer

la capacité antioxydante des extraits.
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Le pourcentage d’inhibition de I’oxydation du Fe?* par le H.O; est calculé selon la méthode
décrite par Mukhopadhyay et al. (2016).

% d’inhibition = ((Ac+ — Acchantilion) / Ac+) * 100

Acchantillon : €St I’absorbance de du mélange contenant I’extrait
Ac+: est I’absorbance du contrdle positif (sans extrait)

Cette formule permet d’exprimer I’effet protecteur des extraits contre I’oxydation du Fe?*

induite par le peroxyde d’hydrogene.
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Chapitre I11. Résultats et Discussion

I11.1. Résultat de rendement d’extraction :

Le rendement d’extraction refléte la quantité d’extrait sec obtenue a partir du matériel
végétal brut. Dans cette étude, ’extraction par macération de plante (Centaurea Calcitrapa)
avec un solvant hydro-éthanolique (80% éthanol) a permis d’isoler les composés bioactifs des
feuilles et épines de Centaurea Calcitrapa. Les résultats sont présentés dans le tableau
suivant.

Tableau Il : Rendement des extractions des matrices végétales ; Centaurea calcitrapa (Feuilles
et Epines).

C.Calcitrapa Feuilles C.Calcitrapa Epines

Rendement
29,22 19,15
d’extraction (%0)

Ce tableau présente les résultats d’extraction obtenus pour les différentes parties de
Centaurea calcitrapa a 1’aide d’un solvant hydroalcoolique. Il apparait que les feuilles ont
présenté un rendement d’extraction plus élevée (29 ,22%) comparé aux épines (19,15%), bien
que les deux aient été soumises au méme protocole d’extraction (macération dans un mélange
éthanol/eau).

Le rendement dépend en grande partie de la richesse de la partie végétal en métabolites
secondaires polaires (polyphénols, flavonoides, tanins.. ), facilement extraits par des solvants
hydroalcooliques. Dans ce cas, les feuilles semblent contenir davantage de composés
hydrosolubles, expliquant le rendement supérieur. En comparaison, les épines, plus lignifiées
et moins métaboliquement actives, libérent moins de substances extractibles car leur structure
riche en lignine (un polymeére qui se trouve au niveau de la paroi des cellules végétales) limite
I’accés du solvant et elles renferment naturcllement moins de métabolites secondaires
(Azwanida, 2015).

Des études antérieures ont rapporté des résultats similaires. Benarfa et al. (2020) ont
observé des rendements plus élevés dans les feuilles de Centaurea africana par rapport aux
tiges ou racines. Dans une autre étude de Bajalan et al. (2017) sur Centaurea cyanus,
I’extraction hydroalcoolique a donné des rendements de 25 a 30% pour les feuilles, confirmant

leur richesse en métabolites secondaires extractibles.

Ainsi, bien que la technique d’extraction soit la méme pour les deux parties de la plante, la
différence de rendement s’explique par leur composition chimique et structurelle. Ces données
suggerent que les feuilles de Centaurea calcitrapa représentent une bonne source de

composeés bioactifs.
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I11.2. Résultats des dosages de polyphénols, flavonoides, tannins condensés
et hydrolysables

Afin d’évaluer la composition biochimique des extraits hydroalcooliques de Centaurea
calcitrapa, des dosages quantitatifs des plolyphénols totaux, flavonoides, tannins condensés et
tannins hydrolysables ont été réalisés sur les feuilles et les épines (courbes en annexe 1,2,3,4).
Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant.

Tableau I11 : Résultats des dosages des phénols totaux, flavonoides, tannins hydrolysables et
tannins condensés des extraits hydroalcooliques des matrices végétales de Centaurea calcitrapa

(Feuilles et épines), analysés statistiquement a 1’aide du logiciel GraphPad Prism 10.

C.calcitrapa Feuilles C.calcitrapa Epines

Taux de phénols
totaux (ug Eq. GA/mg 2415,00+564,71 752,17+53,83

d’extrait sec)

Taux de flavonoides
(Mg Eg. Q/mg 5,94+0,44 4.44+1.02

d’extrait sec)

Taux de tannins
hydrolysables
(Mg Eq. GA/mg

d’extrait sec)

1,13+0.692 1,03+0,71

Taux de tannins
condensés (ug Eq. 31,35+2.17 82,76+11,92

Cat/mg d’extrait sec)

Les résultats des dosages phytochimiques des extraits hydroalcooliques de Centaurea
calcitrapa montrent une variation notable selon la partie de la plante étudiée. Les feuilles
présentent une teneur tres élevée en polyphénols totaux (2415,00£564,71 ug Eq GA/mg
d’extrait sec) par rapport aux épines (752,17+53,83 pg Eq GA/mg). Une tendance similaire est
observée pour les flavonoides, avec un taux plus important dans les feuilles (5,94+0,44 ug Eq
Q/mg) que dans les épines (4.44+1.02 ug Eq Q/mg). A I'opposé, les tannins condensés sont
plus abondants dans les épines (82,76+11,92 ug Eq Cat/mg) que dans les feuilles (31,35+2.17

o
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Mg Eq Cat/mg). Les teneurs en tannins hydrolysables restent faibles dans les deux extraits

(feuilles et épines), avec des valeurs proches.

Ces résultats montrent que les feuilles de Centaurea calcitrapa sont plus riches en composés
phénoliques totaux et flavonoides, ce qui est cohérent avec leur réle dans la défense contre le
stress oxydatif (Panche et al., 2016). A I'inverse, la forte concentration en tannins condensés
dans les épines peut refléter une différence naturelle dans la répartition des métabolites selon
les parties de la plante, comme cela déja été observé dans d’autres espéces du genre Centaurea
(Benarfa et al., 2020).

Dans I’étude menée par Benarfa et al. (2020) sur Centaurea africana a également montré
une accumulation plus marquée de polyphénols et de flavonoides dans les feuilles comparées

aux épines, ce qui soutient les résultats obtenus ici.

La faible teneur en tannins hydrolysables dans les deux extraits pourrait étre liee a leur
instabilité et a leur faible concentration naturelle dans certaines espéces du genre Centaurea,
comme I’ont noté Bajalan et al. (2017). La prédominance des tannins condensés dans les épines
suggere un role de barriére chimique renforcée dans ces structures rigides. Ces différences de
composition selon la partie végétale confirment I’importance du choix de la matrice pour

valoriser les extraits végétaux a visée antioxydante ou pharmacologique.

La richesse des feuilles en polyphénols et flavonoides suggere que les feuilles de
Centaurea calcitrapa pourraient présenter un fort potentiel protecteur contre les altérations
génotoxiques induites par le stress oxydatif. Cependant, cette hypothése doit étre confirmée

par des tests antioxydants et génotoxiques spécifiques (Pisoschi et al., 2015).

I11.3. Résultats des activités antioxydantes

I11.3.1 Activité scavenging du radical DPPH des extraits Centaurea

calcitrapa (Feuilles et épines) :

L’activité antioxydante des extraits a été estimée par leur capacité a réduire le radical DPPH;,
mesurée par la diminution de 1’absorbance @ 517 nm. Le pourcentage d’inhibition a été calculé
pour différentes concentrations afin d’établir une courbe dose-effet (courbes en annexes 05).
L’intensité de cette inhibition refléte la présence de composées réducteurs capables de

neutraliser les radicaux libres (Molyneux, 2004).
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Figure 08 : Resultats des activités de piégeage du radical DPPH par les extraits de Centaurea
calcitrapa (Feuilles et épines).

Cette figure illustre 1I’évolution de I’activité piégeuse du radical DPPH en fonction des
concentrations croissantes des extraits de C.Calcitrapa. Les résultats obtenus ont montré que le
pourcentage d’inhibition du DPPH' augmente avec 1’augmentation de la concentration des deux
extraits, ce qui indique que plus la quantité d’extrait est élevée, plus I’effet antioxydant est
important. Cependant, les feuilles présentent une activité scavenging du DPPH plus importante
que les épines, notamment aux faibles concentrations, ce qui suggere une richesse en composés
antioxydants dans cette partie de la plante.

Ces résultats sont cohérents avec les travaux de Molyneux (2004), qui souligne que la
capacité antioxydante dépend fortement de la richesse en composés phénoliques. Une étude
similaire menée par Benarfa et al. (2020) sur Centaurea africana a montré que les extraits des
feuilles présentaient une inhibition plus importante de DPPH que ceux des tiges, confirmant

I’importance de la matrice végétale dans I’activité antioxydante.

ﬂ
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I11.3.2 Activité scavenging du radical DPPH des métabolites phénoliques

purs (acide gallique, quercétine et catéchine) :

La capacite anti-radicalaire libre des extraits de Centaurea Calcitrapa (Feuilles et épines)
a éte testée par la méthode DPPH en utilisant les antioxydants suivants : L’acide gallique,
la quercétine et la catéchine.
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Figure 09 : Résultats des activités scavenging du radical DPPH par les molécules phénoliques

pures testées dans les mémes conditions experimentales que les extraits étudieés.

Les trois courbes représentent 1I’évolution de 1’activité scavenging du DPPH en fonction des
concentrations des standards testés : Acide galliqgue pour les plyphénols et les tannins
hydrolysables, quercétine pour les flavonoides et catéchine pour les tannins condenés.
L’ensemble des courbes montre une tendance croissante, indiquant une corrélation positive

entre la concentration et I’activité inhibitrice des radicaux libres.

L’acide gallique se distingue par une activité antioxydante treés élevée dés les faibles
concentrations (moins de 25 pg/ml), atteignant rapidement des pourcentages d’inhibition
¢levée, ce qui est confirmé par sa valeur d’ICso trés basse (4,21 pg /ml). Ce comportement
traduit une efficacité remarquable dans la neutralisation du DPPH, ce qui est en accord avec

des études antérieures qui rapportent l’acide gallique comme un puissant antioxydant
(Molyneux, 2004).
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La quercétine presente également une activité antioxydante notable, avec une courbe
linéaire bien définie et une ICso de 13,90 pg/ml, indiquant une bonne efficacité, mais
inférieure a celle de ’acide gallique. Quant a la catéchine, bien que sa courbe soit aussi
linéaire, son ICso est de 6,24 pg/ml, ce qui refléte une activité antioxydante intermédiaire
entre celle de I’acide gallique et celle de la quercétine. Ainsi, ’ordre décroissant d’efficacité
antioxydante des composés testés selon I'ICso est : acide gallique > catéchine > quercétine.
Ces résultats confirment que les standards phénoliques étudiés possedent des propriétés
antioxydantes marquées, utiles comme références pour la comparaison des extraits

végeétaux.

Tableau IV : Concentrations inhibitrices de 50% du radical DPPH par les extraits de
Centaurea calcitrapa (Feuilles et épines) et celles des molécules phénoliques testées dans
les mémes conditions experimentales (Courbes en Annexes), analyses statistiquement a
I’aide du logiciel GraphPad Prism 10.

Extraits hydroalcooliques

C.calcitrapa C.calcitrapa Epines
Feuilles
1Cs0 290,15 415,06
(Mg/mL)

Phénols purs

Quercétine Acide gallique Catéchine

13,90 4,21 6,24

Les résultats présentes dans le tableau 1V montrent que les extraits des feuilles de
Centaurea Calcitrapa ont une activité antioxydante plus importante par rapport a ceux des
épines, comme le montre leur valeur d’ICso plus faible (290,15pg/ml contre 415,06 pg/ml).
Cela signifie qu’une plus faible concentration d’extrait de feuilles est nécessaire pour
inhiber 50% du radical DPPH, ce qui refléte une plus grande capacité antioxydante. Par
comparaison, les composés phénoliques purs (Acide gallique, quercétine et catéchine)

présentent des 1Cso beaucoup plus faible, indiquant une activité antioxydante beaucoup plus
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élevée par rapport a ceux des extraits, la plus forte étant de I’acide gallique (4,12 pg/ml).

Ce résultat est cohérent avec d’autres études, ou les standards phénoliques sont
généralement plus actifs du fait de leur structure définie et de leur pureté, cette activité étant
liée au nombre de groupements hydroxyles et a la conjugaison des doubles liaisons
favorisant la stabilisation des radicaux libres (Aboul-Soud et al., 2022 ; Benbacer et al.,
2022).

Cette forte capacité antioxydante, en particulier celle observée dans I’extrait de feuilles,
pourrait jouer un role protecteur contre les dommages génotoxiques induits par le stress
oxydatif, en limitant la formation et I’action des especes réactives de 1’oxygéne

responsables des altérations de I’ADN (Pisoschi et al., 2015).
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111.3.3 Activité neutralisante du H20: par les extraits Centaurea calcitrapa:

Les résultats du test anti-H202 est illustré dans les courbes de la figure suivante :
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Figure 10 : Activités neutralisantes du H202 par les extraits de feuilles et des épines de

Centaurea calcitrapa comparées aux standards phénoliques testés dans les mémes conditions.
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L’activité neutralisante du H>O par les extraits de Centaurea calcitrapa montre une légere

progression en fonction de la concentration,mais ne permettent pas de conclure que celles-ci
exercent des différences significatives. Néanmoins,nous retenons que le comportement des
extraits testés est semblable a celui des standards testés,plus particulierement celui de 1’acide
gallique testé aux mémes concentrations que les extraits étudiés. Cette légére activité
antioxydante vis-a-vis du peroxyde d’hydrogéne pourrait tout de méme contribuer, dans une
moindre mesure, a atténuer les effets génotoxiques liés au stress oxydatif, en limitant

partiellement la formation des ERO susceptibles d’endommager I’ADN.

111.3.4 Test phénanthroline et Fe3*:

Dans ce test, la capacité des extraits hydroalcooliques de Centaurea calcitrapa a réduire les
ions Fe®" en Fe?" a été évaluée a I’aide de la phénanthroline. La formation du complexe Fe?*-
phénanthroline, de couleur rouge-orangee, permet de quantifier I’activité réductrice des extraits.

Les résultats obtenus a différentes concentrations sont illustrés dans la figure suivante.
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Figure 11 : Résultats de I’activité réductrice du Fe?* des extraits hydroalcooliques de Centaurea
calcitrapa (Feuilles et Epines) évaluée par le test a la phénanthroline. (a) Courbe générale ; (b)
Agrandissement sur les faibles concentrations.
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Les valeurs de Ao s déterminées a partir des courbes ci-dessus sont regroupées dans le tableau

suivant :
Tableau V : Les valeurs des concentrations nécessaires des extraits de Centaurea calcitrapa
(Feuilles et épines) pour atteindre 50% d’activité réductrice (test a la phénanthroline)

C.calcitrapa Feuilles C.calcitrapa Epines

Aos 4,55 pg/mi 17,18 pg/ml

Ao : Concentration nécessaire pour atteindre 50% d’absorbance maximale

Les courbes (a) et (b) illustrent ’augmentation progressive de I’absorbance en fonction de
la concentration des extraits hydroalcooliques de Centaurea calcitrapa, indiquant une capacité
réductrice dose-dépendante. On observe que les extraits des feuilles présentent une absorbance
Iégérement plus élevée a chaque concentration, indiquant une meilleure capacité a réduire les
ions Fe*" en Fe?*. Cette tendance est confirmée par les valeurs de Aos : 4,55 pg/ml pour les
feuilles, ce qui signifie que les feuilles nécessaires une faible concentration pour atteindre
50% d’activité réductrice.

Ces resultats montrent que les feuilles de C.calcitrapa possedent une meilleure activité
antioxydante réductrice que les épines, probablement en raison de leur plus grande richesse en

composés phénoliques. Ce pouvoir réducteur pourrait s’expliquer par la présence de groupes

hydroxyles dans les polyphénols, capables de donner des électrons et de stabiliser les radicaux

libres (Szydlowska-Czerniak et al., 2008).

Une étude de Yefrida et al. (2018) a montré des résultats similaires en testant des extraits
végétaux riches en flavonoides a 1’aide du test de la phénanthroline. 11 ont obtenu une Ags de
4,80 ug/ml, trés proche de celle obtenue ici pour les feuilles de C.calcitrapa, dans une gamme
d’efficacité comparable aux extraits les plus actifs.

Ces résultats confirment que cette plante, notamment ses feuilles, constitue une source
prometteuse de composés antioxydants réducteurs et que son activité est comparable, voir

supérieure a celle de nombreuses autres especes médicinales étudiées Yefrida et al. (2018).
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. Figure 12 : Résultats de 1’activité réductrice du Fe** par les molécules phénoliques pures

testées dans les mémes conditions expérimentales que les extraits étudiés évalué par le test a la
phénanthroline.

Les courbes obtenus pour les standards (Acide gallique, quercétine et catéchine) (courbe en

annexe 06) ont permis de déterminer les valeurs d’Ags, les résultats dans le tableau VI :

Tableau VI : Les valeurs des concentrations nécessaires des métabolites phénoliques purs
(Acide gallique, quercétine et catéchine) pour atteindre 50% d’activité réductrice (test a la
phénanthroline), analysés statistiquement a I’aide du logiciel GraphPad Prism 10.

Ao : Concentration nécessaire pour atteindre 50% d’absorbance maximale

Catéchine Quercétine Acide gallique

Aos 29,48 pg/mL 8,732142857 0,125

Les courbes illustrées dans la figure montrent I’évolution de I’activité réductrice du Fe*" par
les composés phénoliques purs (catéchine, quercétine et acide gallique) en fonction de leurs
concentrations. On observe que I’activité antioxydante augmente de maniére dose-dépendante
pour les trois standards. Toutefois, des différences notables apparaissent selon la molécule
testée. L’acide gallique se distingue par une forte activité réductrice dés les faibles
concentrations, atteignant 50 % d’activité a seulement 0,125 pg/mL, suivie par la quercétine

(Ao,s = 8,57 pg/mL) et enfin la catéchine (Ao,s = 29,18 ng/mL).

ﬂ
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Ces résultats indiquent que 1’acide gallique posséde la capacité la plus élevée a réduire les
ions ferriques, ce qui refléete son fort pouvoir antioxydant dans ce test. Cette efficacité est
probablement liée & sa structure chimique, riche en groupes hydroxyles facilement oxydables
(Szydlowska-Czerniak et al., 2008).

En résumé, bien que les extraits de Centaurea calcitrapa, en particulier ceux issus des
feuilles, aient montré une activité antioxydante notable dans le test a la phénanthroline, leurs
effets restent inférieurs a ceux des standards utilisés (acide gallique, quercétine et catéchine).
Cette différence s'explique par la nature complexe des extraits, qui contiennent des mélanges
de métabolites en proportions variables, contrairement aux standards qui sont des composés
purs et hautement actifs. Toutefois, les extraits de feuilles se distinguent par une meilleure
efficacité, probablement liée & leur richesse en polyphénols, confirmant leur potentiel
antioxydant intéressant (Barros et al., 2011 ; Ozcan et al., 2023). Cette activité réductrice est
essentielle dans le contexte de la genotoxicité, car elle permet de limiter les réactions de
Fenton incontrélables responsables de la production excessive de radicaux hydroxyles (Qiang
et al., 2003).

111.35 Test de la phénanthroline et Fe?* en présence de H20-.
Afin d’évaluer I’activité antioxydante des extraits de C.calcitrapa , un test basé sur la réaction
de Fenton a été utilisé, en mesurant leur capacité a préserver le Fe?* de I’oxydation par le H20;,
ce qui permet la formation du complexe Fe?*-phénanthroline, analysés et représentés
graphiquement a I’aide du logiciel GraphPad Prism 10.
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Figure 13 : Effet des extraits hydroalcoolique de feuilles et d’épines de Centaurea calcitrapa
sur la formation du complexe Fe?*-phénanthroline en présence de H2O:x.
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La courbe montre que les deux extraits hydroalcooliques de Centaurea calcitrapa
(feuilles et épines) ont une capacité a protéger le fer ferreux (Fe?*) contre I’oxydation par
le peoxyde d’hydrogeéne (H20.), en maintenant la formation du complexe Fe*—
phénanthroline, ce qui reflete une activité antioxydante potentielle.

Dans le controle positif (Opg/ml d’extrait), le taux de complexation est d’environ 100%,
ce qui montre que tout le Fe?* est resté disponible pour réagir avec la phénanthroline, sans
protection antioxydante. En effet, lorsque les extraits sont ajoutés, on observe une
augmentation progressivement de I’absorbance avec I’augmentation des concentrations,
traduisant une meilleure préservation de Fe?*. A faible concentration (8,79ug/ml), les deux
extraits (feuilles et épines) entrainent une baisse de 1’absorbance, indiquant une protection
limitée. En revanche a des concentrations plus élevées, notamment a partir de
140,63 pg/ml, I’absorbance augmente visiblement, atteignant un niveau proche de celui du
controle pour I’extrait de feuilles a 4500ug/ml, ce qui a marqué une activité¢ plus
importante par rapport a celle des épines. Cela signifie que les composés présents dans les
extraits (feuilles et épines) protegent le Fe?* de I’oxydation par le H.O,, probablement en
neutralisant les radicaux hydroxyles ou en réduisant Fe®* en Fe?*,

Les résultats montrent que les extraits ne se comportent pas comme des inhibiteurs
classiques de la réaction de Fenton. Au contraire, ils stabilisent le Fe*, empéchant sa
conversion en Fe*", malgré la présence du H20.. Cela peut étre dii a :

Une activité réductrice, qui permet de régénérer Fe** a partir de Fe*" ; une action
antiradicalaire, qui neutralise les radicaux hydroxyles produits ; ou une interférence dans
le mécanisme de la réaction de Fenton (Qiang et al., 2003).

Ces observations sont en accord avec les travaux de Mukhopadhyay et al. (2016), qui
ont rapporté que certains extraits végétaux riches en flavonoides peuvent empécher
I’oxydation de Fe?* en bloquant 1’action des radicaux hydroxyles produits par le H2O.. De
méme, Szydlowska-Czerniak et al. (2008) ont montré que les composés phénoliques,
notamment les flavonoides avec des groupes hydroxyles, ont une affinité pour les ions
métalliques, leur permettant de limiter la formation de ERO.

Le fait que I’extrait des feuilles soit plus efficace que celui des épines est cohérent avec
leur teneur plus élevée en antioxydants phénoliques, ce qui confirme que la richesse en
métabolites secondaires est liée a I’activité antioxydante.

Ce test confirme que les extraits de Centaurea calcitrapa ont une capacité a protéger le
Fe?* contre I’oxydation en présence de H:0:, ce qui reflete une activité antioxydante

efficace, surtout pour les feuilles. Cela soutient 1’idée que cette plante pourrait étre une

=
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source naturelle d’antioxydants, utile pour prévenir les dommages cellulaires liés au stress

oxydatif.
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Figure 14 : Effet des métabolites phénoliques purs (acide gallique, quercétine, catéchine) sur
la formation du complexe Fe?*-phénanthroline en présence de H20z, analysés et représentés
graphiquement a 1’aide du logiciel GraphPad Prism 10.

La courbe montre que les trois composés phénoliques testés (catéchine, quercétine, acide
gallique) présentent des effets différents sur la formation du complexe Fe?*—phénanthroline en
présence de H20..

La catéchine : A faible concentration (7,03 & 28,12 pg/mL), I’absorbance est modérée, avec
un taux autour de 60 %, ce qui indique une protection partielle du Fe?*. A partir de 56,25 pg/mL,
I’absorbance augmente et atteint presque 100 % a 225 et 450pug/mL, ce qui montre que la
catéchine protege efficacement le Fe** de 1’oxydation.

La quercétine : Montre une activité antioxydante plus rapide. Dés 28,12 ug/mL,
I’absorbance dépasse 60 %, et reste proche de 100 % jusqu’a 450 pg/mL. Cela suggere que la

quercétine est plus efficace que la catéchine a faible dose.

32



Chapitre 111. Résultats et Discussion
L’acide gallique : Donne un résultat opposé. Méme a 450 pg/mL, I’absorbance reste faible

(environ 70 %), et elle est encore plus réduite a 7,03 pg/ml et 28,12ug/ml (prés de 50 a 60%),
montrant que ce composé¢ favorise I’oxydation du Fe?" ou ne le protége pas efficacement.

Ces résultats montrent que la quercétine est le composé le plus efficace pour protéger le Fe?*,
suivie de la catéchine, tandis que 1’acide gallique montre une faible capacité protectrice dans ce
test. Ces résultats confirment que la structure chimique joue un role important dans 1’activité

antioxydante.

En comparant les deux courbes (extraits de Centaurea calcitrapa et composés phénoliques
purs), on observe que les extraits (notamment les feuilles) montrent une activité protectrice
croissante avec la concentration, atteignant des taux de complexation proches et supérieure de
100 % a forte dose (2250-4500 pg/mL). Cette activité est comparable a celle de la quercétine,
qui agit deés de faibles concentrations (= 56,25 pg/mL), mais plus modérée que celle de la
catéchine, qui est active a doses plus élevées. En revanche, ’acide gallique présente une
protection plus faible.

Ces résultats suggerent que I’efficacité des extraits est liée a leur teneur en flavonoides
comme la quercétine, expliquant pourquoi les feuilles sont plus actives que les épines. La
comparaison confirme donc que les composés phénoliques présents dans la plante notamment
les flavonoides, sont responsables de I'effet antioxydant observé, lequel pourrait contribuer a
diminuer les Iésions oxydatives de I’ADN et ainsi atténuer la génotoxicité induite par les

ERO.
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Conclusion et perspectives

Ce travail a porté sur ’analyse phytochimique comparative et I’évaluation de I’activité
antioxydante des extraits hydroalcooliques de feuilles et d’épines de Centaurea calcitrapa,
avec une attention particuliére portée a leur effet protecteur contre les espéces réactives de

I’oxygeéne (ERO), connues pour leur role dans 1’activité génotoxique.

L’étude phytochimique a montré que les feuilles sont plus riches en composés phénoliques
totaux et flavonoides, tandis que les épines présentent une teneur plus élevée en tanins
condensés. Ces différences de composition ont influencé I’activité antioxydante mesurée a
travers quatre tests complémentaires :

Le test DPPH a révélé une meilleure capacité des feuilles a neutraliser les radicaux libres,
traduisant une activité antiradicalaire plus marquée que celle des épines. De méme, le test
H20: a révélé de bonnes activités legerement progressives en fonction des concentrations
testées et nous retenons un comportement des extraits semblable a celui de I’acide gallique
vis a vis de cette espéce réactive de ‘oxygene. On outre, le test Phénanthroline + Fe*" a
montré une activité réductrice plus forte dans les feuilles, indiquant leur aptitude a réduire le
fer ferrique. Enfin, le test Phénanthroline + Fe** + H.0: a confirmé que ’extrait de feuilles
protége plus efficacement le fer ferreux contre [’oxydation induite par le peroxyde
d’hydrogéne, ce qui refléte sa capacité a limiter la formation de radicaux hydroxyles
toxiques.

Globalement, les extraits foliaires se sont révéleés plus actifs et plus protecteurs, ce qui peut
étre lié a la nature chimique de leurs métabolites secondaires. Ces résultats suggérent que
Centaurea calcitrapa, en particulier ses feuilles, pourrait étre valorisée comme source naturelle

d’antioxydants, utiles dans la prévention des effets génotoxiques liés au stress oxydatif.

Dans la continuité de ce travail, il serait intéressant de confirmer les effets protecteurs
observés in vitro par des tests in vivo, puis d’isoler et d’identifier les molécules actives
responsables de Dactivité antioxydante. Une évaluation de la toxicité des extraits reste
également nécessaire avant toute utilisation thérapeutique. Enfin, ces recherches pourraient
conduire a des applications pharmaceutiques, cosmétiques ou nutritionnelles, et étre élargies a

d’autres espéces du genre Centaurea afin de valoriser la biodiversité locale.
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Annexes 01 : Courbe d’étalonnage du dosage des phénols totaux réalisée par
des concentrations croissantes de 1’acide gallique.
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Annexe 02 : Courbe d’étalonnage du dosage des flavonoides réalisée par des
concentrations croissantes de la quercétine.
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Annexe 03 : Courbe d’étalonnage du dosage des tannins hydrolysables
réalisée par des concentrations croissantes de I’acide gallique.
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Annexe 04 : Courbe d’étalonnage du dosage des tannins condensés realisée par
des concentrations croissantes de la catéchine.
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Annexes 05 : Courbes des résultats des activités scavenging du radical
DPPH par les extraits de Centaurea calcitrapa (Feuilles et épines).
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Annexe 06: Courbes desrésultats de I’activité réductrice du Fe3* par les

molécules phénoliques pures testées dans les mémes conditions expérimentales

que les extraits étudiés évalué par le test a la phénanthroline
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Résumé :

Ce mémoire porte sur 1’étude phytochimique et 1’évaluation de I’activité antioxydante des extraits
hydroalcooliques des feuilles et des épines de Centaurea calcitrapa. L’objectif principal est d’évaluer leur
potentiel protecteur contre les espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO), connues pour leur réle dans la
génotoxicité.

Des analyses ont été menées pour quantifier les métabolites secondaires (phénols totaux, flavonoides,
tanins condensés et hydrolysables). Quatre tests antioxydants in vitro ont été utilisés : le test DPPH, le test
de piégeage du H20:, le test a la phénanthroline + Fe** et celui a la phénanthroline + Fe?" + H20.. Les
extraits de feuilles ont montré une activité antioxydante supérieure a celle des épines, en lien avec leur
teneur plus élevée en composés phénoliques.

Ces résultats suggerent que Centaurea calcitrapa, en particulier ses feuilles, est une source prometteuse
de composés antioxydants naturels pouvant limiter les dommages génotoxiques liés au stress oxydatif.

Mots clés : Centaurea calcitrapa, Antioxydants, Phytochemie, espéces réactives de I'oxygene (ERO),
Génotoxicité.

Abstract:

This work focuses on the phytochemical investigation and antioxidant activity evaluation of
hydroalcoholic extracts from leaves and spines of Centaurea calcitrapa. The main objective is to assess
their protective potential against reactive oxygen species (ROS), which are known to cause genotoxic
effects.

The content of secondary metabolites (total phenols, flavonoids, hydrolyzable and condensed tannins) was
quantified. Four in vitro antioxidant tests were applied: the DPPH radical scavenging assay, hydrogen
peroxide scavenging test, Fe** reduction test with phenanthroline, and the Fenton reaction- based test (Fe?
+ H20: + phenanthroline). Leaf extracts exhibited stronger antioxidant activity than spines, which
correlates with their higher phenolic compound content.

These findings suggest that Centaurea calcitrapa, especially its leaves, is a promising natural source of
antioxidant compounds that may help reduce genotoxic damage caused by oxidative stress.

Key words: Centaurea calcitrapa , Antioxidants , Phytochemical investigation , Reactive oxygen species
(ROS) , Genotoxicity.
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